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ABSTRACT

Effectiveness of the cleaning and sanitation procedures was verified in seven
supermarkets and five bakeries in Mayaglez, Rincén and Hormigueros towns.
Microbiological tests performed included aerobic plate count (APC), coliform’s total count,
Escherichia coli, and ATP Bioluminescence (non-microbiological) tests. Samples were
taken from food contact surfaces (slicer and its table) and non-contact surfaces
(environmental samples) from the refrigerator’s door handle and the floor drainage in two
time periods: before starting operations in the morning (AO) and after four hours of
operations (DO). The statistical analysis results from the T test showed that there were no
significant differences (P < 0.05) AO and DO in the direct contact and non-contact surfaces
in supermarkets and bakeries for the microbiological analysis. In general, APC values
demonstrated that the establishments did not meet with the standards for the studied
surfaces. In the coliform test, Escherichia coli was found in 2 of 96 collected samples that
infers that the personnel that works in these establishments complies with the personal good
hygiene practices like washing their hands constantly. The application of ATP
bioluminescence needs further studies in order to validate its usefulness as a verification tool
for cleaning and sanitation by inspectors, supervisors and/or managers. No relationship was
found between colony forming units (CFU) and relative light units (RLU). The study
demonstrated the need to develop and implement standard sanitary operating procedures

(SSOP’s) and monitoring and verification procedures at retail and deli establishments.



RESUMEN

Se verifico la efectividad de los procedimientos de limpieza y desinfeccion en siete
supermercados y cinco panaderias de los pueblos de Mayagliez, Rincdn y Hormigueros. Se
efectuaron pruebas microbioldgicas que incluyeron un contaje total aerébico (por sus siglas
en inglés APC), recuentos de coliformes totales, Escherichia coli y pruebas de
bioluminiscencia de ATP (prueba no microbioldgica). Se muestrearon superficies de
contacto directo con los alimentos (rebanadora y su mesa) y de no contacto (muestras
ambientales) tomadas del mango de la puerta de la nevera y el drenaje a dos intervalos de
tiempo: antes de comenzar operaciones en la mafiana (AO) y después de cuatro horas de
trabajo (DO). Los resultados obtenidos del andlisis estadistico de prueba T mostraron que
no existe diferencia significativa (P < 0.05) entre AO y DO en las superficies de contacto
directo e indirecto de supermercados y panaderias para los analisis bacteriologicos. En
general los valores para APC demostraron que los establecimientos no cumplian con los
estandares para las superficies estudiadas. En la prueba de coliformes, Escherichia coli so6lo
se encontrd en 2 de las 96 muestras realizadas por lo que se podria inferir que el personal de
estos establecimientos cumple con las précticas higiénicas personales tales como el lavado
de manos. La prueba de bioluminiscencia de ATP requiere de mas estudio para poder
determinar su utilidad como herramienta para verificar la limpieza y desinfeccién por el
personal cargo, inspectores y/o gerentes. No se pudo establecer una relacién entre las
unidades formadoras de colonia (CFU) y unidades relativas de luz (RLU). Los resultados
demuestran la necesidad de desarrollar e implementar procedimientos operacionales
estandares sanitarios y procedimientos de monitoreo y verificacion en establecimientos de

venta al detalle y delicatessen.
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INTRODUCCION

Existen muchas condiciones de peligro que causan enfermedades que son transmitidas
por los alimentos contaminados en los establecimientos de venta al detalle. Las enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETA) son el mayor problema de salud puablica a nivel
internacional (FAO/WHO, 1993). Cuando las personas consumen alimentos que contienen
peligros como bacterias, virus, sustancias quimicas, u objetos extrafios, éstos pueden causar
enfermedades.

Los alimentos pueden presentar tres tipos de peligros: peligros bioldgicos, quimicos y
fisicos (Gonzélez, 2004). Los peligros biolégicos estan asociados con la mayoria de las
enfermedades transmitidas por el consumo de alimentos contaminados con microorganismos
(Pérez-Rodriguez et al., 2006). Entre los microorganismos se encuentran las bacterias, virus,
parasitos, mohos y levaduras. Hay que mencionar que muchos de estos microorganismos son
beneficiosos, ya que son utilizados para la produccion de sabores y texturas en diferentes
alimentos (pan, productos lacteos como el yogurt y quesos, bebidas fermentadas como el vino,
sidra 'y cerveza). A los microorganismos que causan enfermedades se les denomina patégenos.
Entre los patdgenos de mayor importancia se encuentran Escherichia coli, productora de la
toxina Shiga, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi y Listeria monocytogenes.

El otro tipo de peligro es el quimico. Los peligros quimicos pueden ir desde toxinas
naturales (setas venenosas, toxinas presentes en pescados Yy mariscos), producidas por
microorganismos, residuos de drogas, aditivos no aprobados y compuestos quimicos. Los
peligros fisicos son objetos que pueden lastimar si son ingeridos. Algunos articulos como
vidrio, madera, piedra, metales filosos, efectos personales (como las prendas) pueden provocar

ahogamiento, asfixia, laceraciones u otro tipo de dafio. Cuando los alimentos son



contaminados con agentes patdgenos, contaminantes quimicos u otros, aumentan los riesgos
para la salud de los consumidores y esto puede representar grandes cargas econémicas para las
diversas comunidades y naciones afectadas.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ej. Salmonelosis, Shiguelosis,
Camplylobacteriosis, Yersiniosis, Listeriosis, Escherichia coli O157:H7, Hepatitis A) son la
causa mas importante en la reduccion del crecimiento economico (FAO/WHO, 1993). EI costo
anual de estas enfermedades de origen alimentario en los Estados Unidos desde el punto de
vista de dolor y sufrimiento, reduccion de productividad y costos médicos, se estima entre 10 a
83 billones de dolares (Food Code 2001 y Supplement 2003).

Los estudios indican que ocurren 76 millones de enfermedades, 325,000
hospitalizaciones y 5,000 muertes anualmente en los Estados Unidos a causa de estas
enfermedades transmitidas por los alimentos (Gonzéalez, 2004; Mead et al., 1999; Widdwson et
al., 2005). Segun el Departamento de Salud, los casos principales de ETA confirmados en
Puerto Rico en el 2006 fueron: 774 casos de Salmonelosis, 85 casos de Hepatitis A, 43 casos de
Shiguelosis y 18 casos de Campylobacteriosis (Tabla 1). En los Gltimos 15 afios se ha prestado
mayor atencion al papel que juegan las bacterias y virus en las ETA (Bell et al., 1994; Lin et
al., 1998; Michino et al., 1999). Muchas investigaciones enfatizan que la conducta de los
administradores, manipuladores y del personal en general del servicio de alimentacion puede

reducir el riesgo de los episodios producidos por las ETA (McCabe-Sellers y Beattie, 2004).



Tabla 1. Enfermedades entéricas de notificacion obligatoria en Puerto Rico reportadas a
la Division de Epidemiologia, Afios 2004-2006 (Departamento de Salud de Puerto Rico).

NUmero de casos
Enfermedad 2004 2005 2006
Amebiasis 2 0 1
Campylobacteriosis 37 26 18
Ciguatera 12 12 20
Colera 0 0 0
E. coli 0157:H7 2 2 0
Giardiasis 302 275 276
Hepatitis A 67 68 85
Listeriosis 0 1 0
Salmonelosis 536 692 774
Shiguelosis 36 9 43
Yersiniosis 0 0 3

Fuente: Sistema de Vigilancia Enfermedades de Notificacion Obligatoria

Se pueden prevenir y controlar los brotes causados por alimentos contaminados,
identificando las fuentes y los factores que contribuyen a que estos patdgenos se encuentren en
establecimientos de venta al detalle y delicatessen.  Existen numerosas fuentes de
contaminacion, incluyendo alimentos, ambiente, equipo, empleados, clientes y vendedores. El
conocer los factores que permiten al patdgeno contaminar, crecer y dispersarse es esencial para
identificar las medidas a implementar para establecer un programa efectivo de
prevencion/control. Existen tres formas importantes de controlar patégenos en el ambiente de
establecimientos de venta al detalle y delicatessen: prevenir la contaminacién cruzada, practicar
una limpieza y desinfeccion adecuada y controlar el tiempo y la temperatura. A veces es dificil

controlar la presencia de bacterias en el area de procesamiento y evitar la reintroduccion de las




mismas al producto terminado. Esto se conoce como la contaminacion post-proceso (Mazzotta,
2001).

Listeria monocytogenes es un microorganismo psicrofilico que puede sobrevivir y
multiplicarse a bajas temperaturas y el cual representa un gran reto a la industria de alimentos
listos para consumo y a establecimientos de venta al detalle. Por lo tanto, métodos efectivos de
desinfeccion deben implementarse para evitar la propagacion de este tipo de bacteria. Asi
como también es vital la verificacion de los programas de control para constatar que estén
funcionando correctamente.

El objetivo principal de este estudio es verificar la efectividad de los procedimientos de
limpieza y desinfeccion en establecimientos de venta al detalle y delicatessen. EIl segundo
objetivo es evaluar si el uso de las pruebas de bioluminiscencia de ATP (como método rapido)
puede ser una herramienta que pueda utilizar el Inspector, Personal a Cargo, Supervisores, y/o
Gerentes para verificar las condiciones higiénicas en los establecimientos.

En Puerto Rico hay poca informacion sobre las medidas que se toman para el control de
patogenos en establecimientos de venta al detalle y delicatessen. Los resultados obtenidos en
esta tesis brindaran informacion sobre la efectividad del programa de limpieza y desinfeccion
bajo el cual estdn operando estos establecimientos en los municipios de Mayagliez, Rincon y

Hormigueros del area oeste de Puerto Rico.



REVISION DE LITERATURA

La limpieza y desinfeccion en la produccion de los alimentos es tan importante como la

verificacion de la efectividad de estos procesos (Slade, 2002). Este asunto ha recibido una
atencion mayor en los ultimos tiempos con la emergencia de enfermedades transmitidas por los
alimentos con patdgenos como Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 vy
Salmonella. Como parte de un programa de limpieza y desinfeccion es importante conocer las
fuentes de contaminacidn, identificar aquellos lugares que se pueden convertir en nichos o
focos de contaminacion, las estrategias de muestreo que incluyen los lugares y la frecuencia del
mismo, asi como también los métodos de muestreo y analisis (Slade, 2002). De esta manera se
puede establecer un buen programa de limpieza y desinfeccion y determinar la efectividad del
mismo. ldentificar las fuentes de contaminacion de patdgenos en estos establecimientos tendra
un impacto directo en la efectividad del programa.
Hoy en dia se conocen que son diversos los factores que contribuyen a que los patégenos
contaminen los alimentos. Un estudio descriptivo realizado por la Universidad del Estado de
Ohio logré identificar los puntos de control necesarios para mantener un alimento inocuo y
reducir el nimero de casos y brotes de enfermedades transmitidas por ellos. Estos fueron: 1)
practicar la higiene personal, 2) cocinar los alimentos adecuadamente, 3) evitar la
contaminacion cruzada, 4) mantener los alimentos bajo temperaturas seguras y 5) rechazar
alimentos de fuentes inseguras (Medeiros et al., 2003).

El control inadecuado de la temperatura, la contaminacion cruzada y/o la limpieza y
desinfeccion inadecuada se han identificado como los principales factores de riesgo que
contribuyen a la contaminacion, crecimiento y diseminacion de la mayoria de los patdgenos.

La temperatura del alimento es uno de los factores mas importantes para la preservacion del



producto (Raccach y Henningsen, 1997). Las guias federales recomiendan que los alimentos
refrigerados de deli se mantengan a 41°F (5°C) o menos. Un alimento que ya ha sido cocido y
que desea servirse caliente se debe mantener a una temperatura > 135°F (57°C). La préctica de
mantener los alimentos a temperatura adecuada hasta el momento de ser consumidos pretende
mantener la calidad e inocuidad microbioldgica (Gonzélez, 2004). Lamentablemente, algunos
patdgenos como Listeria monocytogenes pueden crecer de manera lenta a temperaturas de
refrigeracion. Asi que si un producto es contaminado y es refrigerado durante un periodo largo
de tiempo, existe la posibilidad de que esta bacteria crezca a niveles altos como para causar
enfermedad.

La contaminacion cruzada es una de las causas principales de ETA. Esta ocurre
cuando los microorganismos son transferidos de una superficie sucia a otra limpia,
contaminando equipos y alimentos inocuos (Tompkin, 2002). La contaminacion cruzada puede
proceder de alimentos, empleados, equipos, ambiente (aire) y superficies de trabajo no
saneados adecuadamente. Un ejemplo de ésta puede ocurrir por la condensacion del agua. El
agua condensada en los sistemas de aires acondicionados (o sistemas de enfriamiento) puede
caer en los productos. Esta es una manera en que los alimentos pueden ser contaminados. La
preocupacién por esta contaminacion es mayor cuando ocurre en los alimentos listos para
consumo.

Sneed y colaboradores (2004) realizaron un estudio en 40 “Instituciones de Vivienda
Asistida” para determinar la calidad microbiolégica de alimentos que estuvieron en contacto
directo con superficies como tablas de picar, mesas de trabajo, cuchillos y otros equipo de
cocina, ademas de otras superficies de contacto indirecto que podrian ocasionar contaminacion
cruzada en el alimento (mangos de la puerta del refrigerador o del congelador). Para

determinar la calidad microbioldgica se realizaron pruebas como el recuento total aerdbico,



Enterobacteriaceae e identificacion de Staphylococcus aureus. Se encontré que solo dos
instituciones cumplian los estandares para las superficies estudiadas en cada una de las tres
pruebas. El estudio concluyé que pocas “Instituciones de Vivienda Asistida” cumplian los
criterios para el conteo de placa aerobica, y casi tres cuartos de las instalaciones no lo cumplian
en las tablas de picar, por lo cual la contaminacion cruzada de estas superficies puede dar lugar
a la contaminacion del alimento. Por lo tanto, se requiere una mayor atencion en el
adiestramiento y la supervision del personal a cargo, con el fin de reducir o eliminar la
contaminacion cruzada (Odumen et al., 1997).

El tercer factor que contribuye a la probabilidad de presencia de patdégenos en los
ambientes de venta al detalle son la limpieza y desinfeccidn inadecuada de las superficies en
contacto con los alimentos (los equipos) y las superficies de contacto indirecto. Una limpiezay
desinfeccion inadecuada permite que microorganismos puedan crecer a niveles inaceptables en
los equipos y en el ambiente del establecimiento. Los microorganismos que permanecen en el
equipo y en el ambiente por largos periodos de tiempo pueden producir biopeliculas, o una
delgada capa viscosa invisible en las superficies (Hamilton, 2002). Esta capa puede evitar que
los desinfectantes lleguen a las bacterias o que sean detectadas. El peligro de las biopeliculas,
es que las bacterias en ellas pueden romperlas y transferirse a los alimentos o a las superficies
en contacto con los alimentos.

Una vez identificados los factores que contribuyen a la contaminacion, crecimiento y
diseminacion de patdgenos se deben tomar medidas para controlarlos. Existen tres medidas
importantes en el control de los patdgenos en el ambiente de establecimientos de venta al
detalle de alimentos, que incluyen: prevenir la contaminacién cruzada, practicar una limpieza
adecuada y controlar tiempo y temperatura. Una vez que estas practicas adecuadas estén

implementadas, es necesario verificar que éstas estén trabajando y la efectividad de las mismas.



De esta manera se pueden realizar medidas correctivas de ser necesario. Existen diferentes
estrategias de verificacion para asegurar un manejo de riesgos sistematico y consistente,
monitoreando que se cumpla con la normatividad, asegurando la inocuidad del producto y
mejorando su calidad: registro de datos, evaluaciones periddicas de los controles criticos,
auditorias externas, evaluacion del desempefio de los empleados y pruebas microbioldgicas.

Las pruebas microbioldgicas son una forma de verificar cuan efectivos son los
programas de limpieza y desinfeccion en controlar la entrada, propagacion y crecimiento de
patdgenos que causan enfermedades alimentarias. Muchas veces estas pruebas son realizadas
al ambiente, en las superficies en contacto directo o indirecto con los alimentos o en los
productos de las areas de alimentos listos para comer. Estos muestreos pueden ser realizados
pre-operacion, durante la operacion y post-operacion (Russell, 2001-2002). Una vez los
sistemas de inocuidad alimentaria estdn implementados, regularmente se conducen las pruebas
y se comparan los resultados para que de esta forma se determine cuan efectivo es el programa.

Los organismos indicadores se definen como bacterias que son utilizadas como una
sefial de calidad o higiene en agua, alimentos y en ambientes de procesamiento (Tortorello,
2003). Un organismo indicador es un organismo o comunidad ecoldgica tan estrictamente
asociada a condiciones particulares que su presencia es indicativo de la existencia de estas
condiciones (Merriam-Webster, 2003). Histéricamente estas condiciones han sido relacionadas
a la salud publica y la preocupacion de falta de sanitizacion (Tortorello, 2003). A través de
los afios el uso de los organismos indicadores ha sido ampliamente utilizado para proveer
evaluaciones de la calidad en adicion de la seguridad. Los organismos indicadores son
componentes importantes en un programa de pruebas microbioldgicas conducido por agencias
reguladoras y las industrias de alimentos (Tortorello, 2003). Los indicadores mas cominmente

utilizados en establecimientos de venta al detalle y delicatessen son el recuento total aerdbico,



E. coli y coliformes totales o pruebas genéricas para Listeria spp. Si se quiere ser mas
especifico se puede muestrear para el patdgeno Listeria monocytogenes.

El APC ha sido utilizado extensamente como pruebas indicadoras de calidad. Aunque
las aplicaciones del APC son diversas, no debe ser utilizada como indicador de seguridad, pues
no hay generalmente una correlacién entre APC y la presencia de patdégenos o sus toxinas
(Tortorello, 2003). EI APC puede ser util para medir las condiciones de la materia prima, la
eficacia de los procedimientos (tratamiento de calor), las condiciones de higiene durante el
proceso, condiciones sanitarias de equipo y utensilios, en el perfil de tiempo por temperatura
durante el almacenaje y la distribucion (Huss, 1994).

Hoy en dia los coliformes son utilizados como indicadores de higiene o contaminacién
después del proceso por las agencias gubernamentales y las industrias (Gilbert et al., 2000). El
grupo de coliformes no tienen una distincion taxonémica valida, pero es funcionalmente
definida por la fermentacién de lactosa en la prueba de coliformes (Kornacki y Johnson, 2001).
Los coliformes pueden ser definidos como bacilos gram-negativos, oxidasa negativo, aerobios
0 anaerobios facultativos no formadores de esporas con la habilidad de crecer en presencia de
sal que fermentan la lactosa y producen acido y gas en 48 hrs a 37°C (Rompre et al., 2002).
Los géneros con esta descripcion son el grupo de las bacterias Citrobacter spp., Enterobacter
spp., Escherichia spp. y Klebsiella spp. (Jay, 1994).

Escherichia coli conocida anteriormente como Bacterium coli commune, fue
identificada por el pediatra Theodoro Escherich cuando intentaba aislar el agente etioldgico del
célera en el afio 1885 (Escherich, 1885). Una vez esta bacteria fue aislada y estudiada se
determind que es un bacilo anaerobio facultativo y que predominaba en el intestino. Este
microorganismo pertenece a la familia Enterobacteriaceae. El uso de este microorganismo fue

el primero que se propuso como indice de contaminacion fecal por Franz Schardinger en el



1892 ya que se pudo aislar mas facilmente que cualquiera de los microorganismos patégenos
transmitidos por el agua (Schardinger, 1892). Smith (1895) propuso que se realizaran pruebas
de este microorganismo para utilizarlo como indice de la potabilidad del agua. Sin embargo, el
criterio para E. coli fue confuso, ya que otras bacterias como Citrobacter spp., Enterobacter
spp. y Klebsiella spp. presentaban caracteristicas fenotipicas y bioquimicas similares a ésta.

E. coli es utilizado como indicador de sanidad que puede indicar que hay contaminacion
fecal en el alimento (De Caloni y Ferndndez-Coll, 1983). Si la presencia de E. coli se detecta
luego del procesamiento del alimento, esto es indicativo que los procesos de saneamiento no
estan funcionando y/o que el control de temperatura es inadecuado (Buchanan, 1991).

La rapida deteccién de patdgenos y otros contaminantes microbioldgicos en los
alimentos es critica para asegurar la salud de los consumidores. Los métodos tradicionales para
detectar patdgenos que causan enfermedades transmitidas por los alimentos a menudo
requieren tiempo prolongado en el crecimiento en los medios de cultivo, seguido por el
aislamiento, la identificacion bioguimica, y en ocasiones seroldgica (CFSAN, 2001). Los
avances recientes en la tecnologia hacen que la deteccion e identificacién sea mucho mas
rapida, mas conveniente, sensitiva, y mas especifica que analisis convencionales. Estos nuevos
métodos a menudo se les llama "métodos rapidos™, un término subjetivo usado libremente para
describir varias pruebas que incluyen kits bioquimicos miniaturizados, pruebas de anticuerpo,
las pruebas basadas en DNA, y analisis que son modificaciones de las pruebas convencionales
para acelerar el analisis (CFSAN, 2001). Algunos de estos analisis también se han
automatizado para reducir manipulaciones con manos. Con pocas excepciones, casi todos los
analisis usados para detectar patogenos especificos en alimentos pueden requerir crecimiento

en un medio de enriquecimiento antes del analisis (CFSAN, 2001).
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Uno de los métodos rapidos que es utilizado como método alterno para el aislamiento e
identificacién de bacterias que ha sido analizado colaborativamente y que se encuentra incluido
dentro de los métodos oficiales de analisis publicados por la AOAC y otros organismos
internacionales es el uso de placas Petrifilm (Sneed et al., 2004). El método Petrifilm es muy
eficaz cuando es utilizado para verificar el saneamiento como parte de los puntos criticos de
control en equipos y en otras pruebas ambientales (Russell, 2001-2002). Las placas Petrifilm
son un medio de cultivo listo para ser empleado en cualquier momento para analizar el
producto, productos en proceso y/o monitoreo de superficies y ambientes. Su disefio exclusivo
incluye una pelicula cubierta con nutrientes y un agente gelificante en frio. EIl método de
placas Petrifilm es simple y consume menos tiempo en la preparacion de la muestra que los
métodos convencionales (Ho et al., 2001).

En Corea (Ho et al., 2001) un estudio fue realizado para comparar la efectividad y
aplicabilidad del método en placa de Petrifilm para la enumeracion de microorganismos
aerobios y coliformes en muestras de carnes. Para realizar la comparacion se utilizaron 303
muestras de carne (incluyendo carne de cerdo, ave y res) que fueron obtenidas de diferentes
almacenes minoristas. Se hizo una comparacion del coeficiente de correlacion (R) entre los
métodos convencionales y el método en placa con Petrifilm mediante analisis de regresion
lineal. EIl coeficiente de correlacion en las muestras fue 0.99 (cerdo), 0.95 (res) y 0.94 (ave) en
la prueba de APC y 0.83 (cerdo), 0.96 (res) y 0.81 (ave) en la prueba de coliformes. Basados
en la alta correlacion en el conteo total de microorganismos, es posible reemplazar los métodos
convencionales con el método de las placas Petrifilm. EI contaje de coliformes por lo general
mostré un R alto, excepto en las muestras de cerdo, las cuales estaban sujetas a mas

contaminacion. Los resultados sugirieron que las placas Petrifilm pueden reemplazar los
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métodos convencionales en los analisis de microorganismos midiendo la contaminacién en los
productos carnicos.

En otro estudio similar en Espafia (Priego et al., 2000) se compar6 entre las placas
Petrifilm serie 2000 y los métodos tradicionales (“Violet Red Bile Agar”) para el conteo de
coliformes en alimentos (huevo, habichuelas verdes congeladas, un dulce, entre otros). El
coeficiente de correlacion (r = 0.860) obtenido para el contaje de coliformes (log CFU/g) en
una amplia variedad de alimentos demostro que la correlacion entre los métodos es claramente
comparable. Se determiné que el método Petrifilm provee resultados en periodos cortos de
incubacion (12 horas), haciendo posible que este método rapido se adapte perfectamente al
sistema de andlisis de peligros y puntos criticos de control (conocido por sus siglas en inglés
como HACCP) permitiendo el control de calidad microbioldgica del proceso. A través del uso
de placas Petrifilm se reduce espacio en el laboratorio, se reducen los costos y se ahorra tiempo
(Dawkins et al., 2005).

Otro método rapido (no es una prueba microbioldgica) que ha sido aceptado en las
industrias que procesan alimentos es la prueba de bioluminiscencia de ATP (Leon y Albrecht,
2004). Esta prueba se utiliza para verificar la efectividad de los programas de limpieza y
desinfeccion. La bioluminiscencia por ATP es una alternativa a los procedimientos de control
de calidad microbiolégico tradicionales que proporciona resultados rapidos a través de una
operacion sencilla: se toma la muestra con un hisopo, se activan los reactivos en el hisopo, se
agita para que se mezclen, se introduce el hisopo en el instrumento (luminémetro) y en 15
segundos se obtiene un resultado (Burgos et al., 2002). Este sistema se emplea para la
supervision de control de calidad y el programa de peligros y puntos criticos de control de
equipos, superficies, muestras de agua y otros medios ambientales (Madl, 1997). La

determinacion inmediata de limpieza es una manera rapida para las compafias de verificar sus
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niveles de limpieza en lineas de produccion, detectando residuos de productos y contaminacion.
La técnica de deteccion esta basada en la reaccion ATP (Trifosfato de adenosina) presente en
todos los organismos vivos y en los alimentos. ElI ATP es la molécula de energia universal que
se encuentra en todos los animales, vegetales, bacterias, mohos y levaduras. Cuando el ATP se
combina con los reactivos (luciferina y luciferasa) se produce una reaccion que emite luz. La
cantidad de luz emitida es proporcional a la cantidad de ATP presente. Mediante un
luminémetro portétil se mide la cantidad de fotones emitidos en URL o Unidades Relativas de

Luz que es proporcional a la cantidad de ATP presente.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las Muestras

Se escogieron doce establecimientos de venta al detalle y delicatessen de los municipios
de Mayaglez, Rincon y Hormigueros, entre éstos 7 supermercados y 5 panaderias. Los
establecimientos fueron escogidos basados en el itinerario de inspeccién del Departamento de
Salud y donde se permitiera la entrada al mismo. Al evaluar el itinerario se seleccionaron los
lugares pertenecientes a franquicias o cadenas distintas. Los establecimientos desconocian que
se realizaria un muestreo. El mismo dia de visitar los establecimientos antes de proceder a
tomar las muestras se realizd una inspeccion visual de las areas a muestrear.

Cada lugar fue muestreado en cuatro superficies: rebanadora y su mesa (contacto
directo con los alimentos) y el mango de la puerta de la nevera y el drenaje (no contacto). Se
Ilevaron a cabo pruebas de Recuento Total Aerdbico, de Coliformes totales y Escherichia coli
(analisis bacterioldgicos) en cada superficie para verificar la efectividad del programa de
limpieza y sanitizacion en los establecimientos antes de comenzar operaciones en la mafiana
(AO) y después de cuatro horas de trabajo (DO) (tratamientos experimentales). El Reglamento
General de Salud Ambiental #6090 en su Capitulo II, Articulo 1, Seccion 1.00 adopta las
recomendaciones de la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, por sus en en inglés)
incluidas en el Cddigo de Alimentos (Food Code) en todas sus partes como guia para el
programa de limpieza e higiene en los EPSA (Establecimientos que Preparan y Sirven
Alimentos) (se encuentra detallado en el capitulo 4, partes 4-6 y 4-7 del Food Code (CFSAN,
2005). Se realizaron pruebas de bioluminiscencia de ATP (prueba no microbioldgica) AO y
DO en cuatro superficies (rebanadora, mesa, mango de la puerta de la nevera y el drenaje) en

cada establecimiento. En los supermercados fueron muestreados los cuartos de carnes y en las
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panaderias el area de deli. Las muestras tomadas en dos periodos distintos AO fluctuaba entre
las 5:00 a.m. y 7:00 a.m. y DO aproximadamente entre 9:00 a.m. a 11:00 a.m. Esto significaba
que el establecimiento que comenzara la produccion a las 5:00 a.m. era muestreado por
segunda vez a las 9:00 a.m. El que comenzara a las 6:00 a.m. la segunda visita era a las 10:00
a.m. y asi sucesivamente.

Se tomaron cuatro muestras de diferentes &reas de cada establecimiento utilizando
técnicas asépticas: dos de ellas fueron tomadas de la rebanadora y su mesa (superficies en
contacto con los alimentos) y las otras dos del mango de la puerta de la nevera y el drenaje
(superficies ambientales 0 no contacto). Las muestras de contacto directo fueron obtenidas con
la técnica de esponja en bolsas estériles Whirl-Pak (Nasco) para muestreos ambientales (Figura
1y 2) y las de contacto indirecto con la técnica del hisopo (Dacron) en tubos de ensayo de 10
ml que contenian caldo Letheen (Difco) (Figura 3y 4). Las bolsas y los tubos de ensayo fueron
previamente rotulados. Se utilizaron los métodos descritos para la toma de muestras con
esponjas e hisopos Dacron en “Swabbing for Sampling the Environment and Equipment” (3).
Las muestras fueron transportadas al laboratorio de microbiologia en neveras portatiles con

“cold packs”.
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Figura 1. Superficie de contacto directo Figura 2. Superficie de contacto directo

muestreada: rebanadora. muestreada: mesa.

Figura 3. Superficie de contacto indirecto Figura 4. Superficie de contacto indirecto
muestreada: mango de la puerta de la muestreada: drenaje.

nevera.
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Procesamiento de las Muestras

Una vez en el laboratorio las muestras fueron colocadas bajo condiciones de
refrigeracion y se procesaron en un periodo menor de cuatro horas luego de haber sido
recolectadas. Las muestras procesadas con el método de esponja se les afiadieron 225 ml de

caldo letheen al llegar al laboratorio. Ambas muestras fueron homogenizadas.

Analisis Bacterioldgicos

A partir de las muestras homogenizadas se hicieron las diluciones seriadas en tubos de
ensayo que contenian 9 ml de caldo letheen desde 10 a 10°. La enumeracién de las bacterias
se llevo a cabo segun descrito en el Bacteriological Analytical Manual (CFSAN, 2001). El
aislamiento y la identificacidn de las bacterias se realizaron empleando métodos rapidos que se
encuentran incluidos dentro de los métodos oficiales de analisis publicados por la AOAC y

otros organismos internacionales.

Determinacion de Recuento Total Aerdbico (APC)

Para llevar a cabo el recuento total de organismos aerobios se utilizaron placas Petrifilm
(3M Microbiology) las cuales son un medio de cultivo listo para ser empleado (Apéndice 1).
Este contiene nutrientes tiles, un agente gelificante soluble en agua fria y un tinte indicador de
color rojo que hace facil el recuento de las colonias. Estas placas son utilizadas para el
recuento de la poblacion total existente de bacterias aerdbicas en productos, superficies, etc.

De las diluciones seriadas preparadas (10%-10°) con una pipeta perpendicular a la
placa, se coloco 1 ml en el centro de la pelicula cuadriculada inferior de las laminas. Esto se
realiz6 en duplicado. Se liber6 la pelicula superior dejando que cayera sobre la dilucién. Con

el lado rugoso mirando hacia abajo se coloco el disco de dispersion (o esparcidor) sobre la

17



lamina cubriendo totalmente la muestra. Se ejercid una presion hacia abajo suavemente sobre
el esparcidor desde el centro del mismo para distribuir la muestra uniformemente (Apéndice 1).
Se esperd al menos un minuto para que se solidificara el gel. Una vez el gel solidifico se
procedié a colocar las muestras en una incubadora (Isotemp Incubator 255D). Las placas
fueron incubadas cara arriba en grupos de no mas de 20 piezas por 48 hrs (£3 hrs) a una
temperatura de 35 °C (£1 °C). Luego de la incubacidn de las placas se enumeraron utilizando
un contador de colonias (Bantex Colony Counter 920A). Se contaron todas las colonias rojas
sin importar su tamafio o la intensidad del tono rojo en aquellas laminas que tuvieron de 25-250

colonias en su &rea circular, segin el método de la AOAC aprobado para este medio (Figura 5).

Figura 5. Muestra de bacterias aerobicas en
una placa Petrifilm.
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Determinacion de Coliformes Totales y Escherichia coli

El conteo de Escherichia coli y de coliformes totales se realizé utilizando Petrifilm (3M
Microbiology) (Apéndice 2) los cuales contienen nutrientes de Bilis Rojo Violeta (VRB por sus
siglas en inglés), un agente gelificante soluble en agua fria, un indicador de Glucoronidasa que
identifica a E. coli y un tinte indicador que facilita la identificacion de las colonias coliformes
gram negativas (no E. coli). Se utilizaron las diluciones seriadas preparadas anteriormente para
el recuento total aerdbico en la enumeracion de coliformes totales y E. coli. Se vertié 1 ml de
la muestra sobre las ldminas por duplicado y se colocé en el centro de la pelicula inferior. La
muestra fue distribuida uniformemente colocando el lado no plano del esparcidor desde el
centro de éste sobre la lamina ejerciendo una presion ligera hacia abajo. Se esperaron 60
segundos para que el gel solidificara (Apéndice 2). Una vez solidificado el gel se colocaron las
laminas en una incubadora a 35 °C (£1 °C) por 24 hrs (x 2 hrs) para coliformes y 48 hrs (+ 2
hrs) para E. coli. Luego de transcurrido cada periodo de incubacién, utilizando el contador de
colonias se enumerd el crecimiento de las bacterias. Sélo se tomaron en consideracion aquellas
placas que su crecimiento estuviera entre 25-250 colonias. El contaje que se encuentra fuera de
este rango puede dar indicaciones erréneas de la composicion bacteriana real de la muestra
(CFSAN, 2001). Para indicar la presencia de Escherichia coli se tomaron en consideracion las
colonias color azul con presencia de gas. Las colonias de color rojo y con presencia de gas se
tomaron en consideracion para el conteo de coliformes totales. El conteo de coliformes totales
consistio en la sumatoria de las colonias rojas y azules con presencia de gas, segun el método

aprobado por la AOAC para el conteo de este medio (Figura 6).
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Figura 6. Muestra de coliformes totales y
E. coli en una placa Petrifilm.

Pruebas de Bioluminiscencia de ATP

Las pruebas de bioluminiscencia de ATP fueron realizadas en cada establecimiento.
Las &reas de muestreo corresponden a las mismas realizadas para el analisis bacterioldgico.
Para las superficies de contacto directo se tomo un area de 4 cm x 4 cm de la rebanadora y 10
cm x 10 cm en la mesa. Las superficies de interés en este estudio fueron la rebanadora, la mesa
de la rebanadora (contacto directo); el mango de la puerta de la nevera y el drenaje (contacto
indirecto). En el caso de la rebanadora el lugar muestreado fue donde se colocaba el jamon a
ser rebanado y en el caso de la mesa se muestreo el centro de la mesa. Para obtener la muestra
se utilizé un hisopo (Ultra Snap de Hygiena) pre-humedecido. Se tom6 la muestra cubriendo el
area de izquierda a derecha, de arriba hacia abajo y diagonalmente. Se insert6 el hisopo en el
tubo. Se activo la valvula (Snap Valve™) y se comprimid para que el reactivo liquido bajara y
se procedio a agitar. Por ultimo se introdujo el hisopo en el luminémetro (System Sure 11) y en

15 segundos se obtuvieron los resultados (Apéndice 3).
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Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos en los analisis bacteriol6gicos fueron analizados con la prueba
T (muestras apareadas) utilizando ANOVA (Infostat, 2006) para determinar si existen 0 no
diferencias significativas (P < 0.05) entre las muestras tomadas antes de la produccién (AQ) y
luego de cuatro horas de trabajo (DO) para las superficies de contacto con los alimentos y las

muestras ambientales en cada establecimiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las observaciones obtenidas en esta tesis brindan informacion sobre las practicas bajo
las cuales estan operando los establecimientos de venta al detalle y delicatesen muestreados en
los pueblos de Mayagiiez, Rincén y Hormigueros. Al realizar una inspeccion visual el mismo
dia del muestro en los cuartos y areas de trabajo de cada establecimiento antes de comenzar las
operaciones (AO) se aprecio que algunas de las superficies o lugares no estaban limpios tanto
en los supermercados como en las panaderias (se suponia que debian estar limpios y sanitizados
del dia anterior). Habia presencia de residuos de alimentos (pedazos de jamén seco) en las
rebanadoras (Apéndices 7.1, 7.2 y 7.3). Los fregaderos no estaban limpios conteniendo
residuos de alimentos (Apéndice 7.4). Algunas tablas de picar tenian ingredientes y utensilios
encima (Apéndice 7.5) y no estaban limpias conteniendo residuos de alimentos (Apéndice 7.6).
El drenaje estaba tapado con pedazos de alimentos y papel (Apéndice 7.7). Las bandejas
(puestas encima de la mesa) utilizadas para colocar carne en estos establecimientos recogian
agua condensada del sistema de enfriamiento. En las bandejas se observaban residuos de carne
molida y sangre. Las salpicaduras que se producian podian ser causa de contaminacion cruzada
en la mesa (Apéndice 7.8). Se encontraron piezas de un equipo secandose al aire en un carrito
de compra lo que puede ser un ejemplo de contaminacion cruzada (Apéndice 7.9).

En la inspeccion visual realizada después de cuatro horas de trabajo (DO) se observo
que los fregaderos estaban ocupados por bandejas que habian sido utilizadas (estaban sucias),
piezas de equipos y por cajas vacias (anteriormente contenian carne y sangre) sugiriendo que
no siguen los protocolos adecuados para limpieza y desinfeccion y uso del fregadero (Apéndice
7.10). Se observd jamon sometido a abuso de temperatura y expuesto a cualquier
contaminacion en la rebanadora (Apéndice 7.11). Los residuos de alimentos en la rebanadora,

en la mesa y el drenaje pueden haber aumentado los conteos microbiol6gicos (especialmente en
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APC) cuando se suponia que fueran bajos o de ningun crecimiento si estas superficies son
limpiadas y sanitizadas efectivamente.

Durante el muestreo se observé que en algunos de los establecimientos no se aplicaban
buenas practicas de manufactura, el personal no seguia las buenas précticas de higiene (no
usaban guantes y redecillas) y la estructura fisica y/o alrededores del lugar parecian estar
deteriorados. Entre las practicas incorrectas se observo el utilizar envases con quimicos no
identificados, como también detergentes de uso doméstico (Apéndice 7.12) almacenados en un
lugar inapropiado (Apéndice 7.13); alimento en la nevera expuesto a cualquier contaminacion
(Apéndice 7.14); jamén rebanado sin empacar junto a carne cruda de res y cerdo (puede
implicar contaminacion cruzada) (Apéndice 7.15); la rebanadora ser utilizada para rebanar
jamon, mortadella, queso y lechuga sin necesariamente limpiar entre el uso de cada uno de
ellos lo que puede ser otro ejemplo de contaminacion cruzada; montafia de hielo, sangre y
basura en el refrigerador (Apéndice 7.16) y los drenajes del mismo tapados con sangre
(Apéndice 7.17), entre muchas otras. Por ultimo, se observo estructura fisica y alrededores
deteriorados: una puerta de un refrigerador en muy malas condiciones practicamente destruida
por el moho (Apéndice 7.18); condensacién en el techo del area de trabajo (Apéndice 7.19),
donde el agua condensada caia encima de las mesas, equipos y el piso (Apéndice 7.20); plafon
del techo acustico del area de proceso fuera de lugar (Apéndice 7.21); area inmediata a una de
las carnicerias era un compactador de basura (Apéndice 7.22) que cuando es utilizado descarga
agua sucia (Apéndice 7.23) que queda acumulada en un canal (Apéndice 7.24) que trae como
consecuencia mal olor, plagas y posible contaminacion con los productos almacenados en un
pasillo cercano (Apéndice 7.25). Estas practicas pueden haber afectado de una forma directa o

indirecta las muestras.
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Los datos recopilados en el recuento total aerdbico se pueden apreciar en las Tablas 2,
3, 4y 5. Los recuentos totales aerdbicos en las muestras analizadas mostraron valores desde
0.00 hasta 8.93 logip CFU/mI de bacterias aerdbicas. Hasta el momento no se han determinado
unas guias que contengan el criterio microbiolégico para las superficies de contacto directo con
los alimentos. En general los valores encontrados son considerados en base a la cantidad de
unidades formadoras de colonia (CFU) como indicadores de saneamiento. Sin embargo, un
limite general microbiano de < 2.0 CFU/ml en superficies sanitizadas de contacto directo ha
sido sugerido por la APHA (American Public Health Association) y se ha visto que puede
utilizarse como un rango en superficies (Evancho et al., 2001). Los promedios obtenidos en la
prueba de recuento totales aerobicos para la rebanadora y la mesa (superficies de contacto
directo) en supermercados y panaderias mostraron valores desde 2.56 a 6.41 log;o CFU/mI
(Grafica 1). La media para la rebanadora de los supermercados AO fue de 2.56 log;o CFU/mly
DO de 3.73 logio CFU/ml y en las panaderias AO se obtuvo un promedio de 3.91 log;o CFU/mI
y 4.30 logip CFU/ml DO (Grafica 1); tanto en los supermercados como en las panaderias la
rebanadora se encontré fuera del limite dado para esta superficie (2.00 log;o CFU/mI) (Gréfica
1). Se obtuvo una media de 4.55 logip CFU/mI para la mesa AO en los supermercados y de
6.41 log;o CFU/ml DO y esta misma superficie (mesa) en las panaderias AO el valor fue de
5.53 log;o CFU/mI y 4.95 log;o CFU/mI DO (Gréafica 1). Esta superficie de contacto directo
(mesa) se encontrd que no cumplia con los pardmetros de limpieza porque se salio del limite
utilizado (2.00 log;p CFU/mI). El andlisis estadistico de prueba T indicd que no existe
diferencia significativa (P < 0.05) en crecimiento microbiano atribuible a antes y después de
operaciones (Apéndice 4) en la rebanadora y la mesa (superficies de contacto directo) de los

supermercados y panaderias.
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Tabla 2. Recuento de bacterias aerobicas en la rebanadora y la mesa (superficies de
contacto directo) de los supermercados antes de operaciones (AO) y después de
operaciones (DO).

Rebanadora Rebanadora Mesa Mesa
Establecimientos (AO) (DO) (AO) (DO)
(Supermercados) (log;o CFU/mI) (logip CFU/mI)  (log;o CFU/mI)  (log;o CFU/mI)
A 291 3.04 8.09 6.53
B 3.67 4.88 5.72 5.17
C <1 4,93 <1 7.94
G 2.66 4.07 6.68 6.02
| 492 5.13 5.01 511
J 3.79 4.04 6.36 6.15
K <1 <1 <1 7.95
Media 2.56 3.73 4.55 6.41

Tabla 3. Recuento de bacterias aerobicas en la rebanadora y la mesa (superficies de
contacto directo) de las panaderias antes de operaciones (AO) y después de operaciones
(DO).

Rebanadora Rebanadora Mesa Mesa
Establecimientos (AO) (DO) (AO) (DO)
(Panaderias) (logio CFU/mI) (logio CFU/mI) (logio CFU/mI)  (logip CFU/m)
D 8.57 2.44 7.96 2.56
E 2.72 5.95 4.52 5.89
F 4.93 2.94 5.90 5.54
H 3.33 5.30 4.42 4.60
L <1 4.89 4.83 6.15
Media 3.91 4.30 5.53 4.95
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Tabla 4. Recuento de bacterias aerobicas en el mango de la puerta de la nevera y el
drenaje (superficies de contacto indirecto) de los supermercados antes de operaciones
(AO) y después de operaciones (DO).

Mango Mango Drenaje Drenaje

Establecimientos Puerta Nevera Puerta Nevera (AO) (DO)

(Supermercados) (AO) (DO) (logio CFU/mI)  (logip CFU/mI)
(logig CFU/mI) (logio CFU/mI)

A 5.88 2.85 8.48 8.42

B 6.54 5.97 9.14 8.10

C 6.65 5.45 5.70 5.11

G 5.24 4.88 7.69 5.49

I 4.77 5.46 7.40 7.16

J 6.76 8.45 7.98 8.12

K 3.92 3.83 7.02 8.47

Media 5.68 5.27 7.63 7.27

Tabla 5. Recuento de bacterias aerdbicas en el mango de la puerta de la nevera y el
drenaje (superficies de contacto indirecto) de las panaderias antes de operaciones (AO) y
después de operaciones (DO).

Mango Mango Drenaje Drenaje
Establecimientos Puerta Nevera Puerta Nevera (AO) (DO)
(Panaderias) (AO) (DO) (logio CFU/mI)  (logio CFU/mI)
(logig CFU/mI) (logig CFU/mI)
D 4.87 <1 8.93 7.96
E 4.80 2.60 8.40 4.43
F 4.68 3.92 4.82 7.74
H 5.91 3.91 ND ND
L 4.94 4.72 8.75 8.46
Media 5.04 3.03 7.73 7.15

*ND (No determinado) Indica que no se realiz6 muestreo debido a que no existe ningdn tipo de drenaje en el lugar.
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Gréfica 1. Promedio del recuento de bacterias aer6bicas en la rebanadora y la mesa
(superficies de contacto directo) de los supermercados (S) y panaderias (P) antes de
operaciones (AQO) y después de operaciones (DO).
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2.00

1.00 -

0.00 -

S-Rebanadora P-Rebanadora S-Mesa P-Mesa

Superficies de contacto directo en supermercados (S) y panaderias (P)

Limite sugerido por la American Public Health Association (2.00 log,, CFU/mI)
= AO ®EDO
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La gréafica 2 muestra los promedios de los supermercados y panaderias en el mango de
la puerta de la nevera y el drenaje (superficies de contacto indirecto) AO y DO hallados en la
prueba de APC. Los valores encontrados iban desde 3.03 a 7.73 log;o CFU/ml. En el mango
de la puerta de la nevera de los supermercados AO (5.68 log;, CFU/mI) se encontré una
densidad mas alta que DO (5.27 logio CFU/mI) (Gréfica 2). Esto ocurrié en la misma
superficie (mango de la puerta) en las panaderias donde se obtuvo 5.04 logiy CFU/ml AO y
3.03 logip CFU/mI DO (Graéfica 2). EIl limite dado para esta superficie de contacto indirecto es
de 1.30 logyo CFU/mI (Sneed et al., 2004). Los supermercados y panaderias estuvieron fuera
del limite utilizado. En el drenaje, la otra superficie de contacto indirecto muestreada, el limite
establecido es de 2.50 logip CFU/ml (Mossel et al., 1999 y Griffith et al., 2000). En las
pruebas del drenaje de los supermercados (7.63 logio CFU/ml AO y 7.27 logio CFU/ml DO) y
panaderias (7.73 logio CFU/mI AO y 7.15 logio CFU/ml DO) (Gréfica 2) ambos no pasaron, ya
que se salieron del rango utilizado. EI analisis estadistico de prueba T indicd que no existe
diferencia significativa (P < 0.05) en crecimiento microbiano atribuible a antes y después de
operaciones (Apéndice 4) del mango de la puerta de la nevera y el drenaje (superficies de
contacto indirecto) en los supermercados y panaderias.

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos en la rebanadora y la mesa (contacto
directo) en los siete supermercados analizados. Entre todas las muestras analizadas la
rebanadora y mesa de los establecimientos C y K (Tabla 2) reflejan un crecimiento menor de
uno, lo que sugiere que las superficies de éstos se encontraban sanitizadas AO. Las superficies
de contacto con los alimentos en los restantes establecimientos presentaron un crecimiento
entre 2.66-8.09 log;p CFU/ml. Estos nimeros sugieren que estas superficies no fueron

higienizadas adecuadamente.
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Gréfica 2. Promedio del recuento de bacterias aerébicas en el mango de la puerta de la
neveray el drenaje (superficies de contacto indirecto) de los supermercados (S) y
panaderias (P) antes de operaciones (AO) y después de operaciones (DO).

8.00
7.00
6.00
— 5.00
£
0
s] 4.00 -
g
= 3.00 -
2.00 -
1.00 -
0.00 -
S-Mango PuertaNevera P-Mango PuertaNevera S-Drenaje P-Drenaje
Superficies de contacto indirecto en supermercados (S) y panaderias (S)
Limitesugerido por Sneed etal., 2004 (1.30 log,, CFU/mI)
Limite sugerido por Mossel et al., 1999 y Griffith et al., 2000 (2.50 log,, CFU/mI)
= AO DO
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Se esperaba que todas las superficies de contacto con los alimentos tuvieran un recuento
< 2.0 CFU/ml AO. Solo 5 de las 28 muestras resultaron con este limite, es decir que 17.9%
paso (Tabla 2). Las practicas en estos establecimientos (supermercados y panaderias) son de
limpiar y desinfectar al terminar operaciones al final del dia y asumen que al comenzar
operaciones en la mafiana las superficies estan debidamente higienizadas. Los resultados
encontrados en este estudio indican que no habia una desinfeccién adecuada, ya que 24 de las
28 muestras realizadas estuvieron fuera de limite (més de 2.0 CFU/ml).

El Cddigo de Alimentos recomienda que las superficies de contacto directo sean
limpiadas al menos luego de cuatro horas de trabajo. Al no encontrar diferencia significativa
en el crecimiento microbiano AO y DO podria indicar que las superficies de los
establecimientos (supermercados y panaderias) al comenzar operaciones en la mafiana (AO) no
estaban limpias y desinfectadas y que pasadas unas cuatro horas (DO) estaban igual y que por
esta razon no se encuentra una diferencia significativa. Se esperaba que pasadas unas cuatro
horas de trabajo los niUmeros aumentaran considerablemente o por el contrario si sanitizaban
efectivamente el conteo iba a hacer similar al conteo de antes de comenzar a trabajar en la
mafana.

La Tabla 3 muestra el recuento de bacterias aerdbicas de las superficies de contacto
directo en las panaderias. La rebanadora AO de la panaderia L es la Gnica que indica un valor
<l logiy CFU/ml que refleja estar libre de microorganismo. Esta superficie en los
establecimientos E, H y L tuvo un aumento en el crecimiento de bacterias lo que sugiere que no
sanitizaron luego de cuatro horas de trabajo. En el caso de la panaderia D una disminucion en
la densidad fue observada porque las superficies fueron limpiadas antes de tomar el segundo

muestreo. Se percibia un fuerte olor a sanitizante. Una de las 20 muestras resultd estar dentro
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del limite de 2.00 log;o CFU/mI (Tabla 3), lo que significa que el 5.0% pasé por lo que los
resultados sugieren que las superficies no son sanitizadas adecuadamente.

No se encontraron diferencias significativas para las superficies de contacto indirecto
(mango de la puerta de la nevera) en supermercados y panaderias (Apéndice 4). Un limite
microbiano < 1.30 CFU/ml en el mango de la puerta de la nevera ha sido sugerido por Sneed y
colaboradores (2004) en su estudio de evaluacion microbioldgica en las superficies de
“Instituciones de Vivienda Asistida”. Todas las superficies en los establecimientos de venta al
detalle AO y DO estaban por encima del limite (1.30 CFU/ml). En las superficies de contacto
indirecto los supermercados A, B, C y G reflejan una densidad mayor de bacterias aerdbicas en
el mango de la puerta de la nevera y en el drenaje AO (Tabla 4). Las panaderias muestran
valores mas altos en el mango de la puerta de la nevera y en el drenaje AO (Tabla 5), es decir
se observd mas crecimiento AO que DO; excepto en el establecimiento F donde el valor de
crecimiento resulté ser menor en el drenaje AO (4.82 log;o CFU/ml) que DO (7.74 logio
CFU/ml). En estos establecimientos 1 de las 18 muestras resultd estar dentro del limite (1.30
logio CFU/mI), o sea solo el 5.6% pasd. En estas muestras del mango de la puerta de la nevera
un crecimiento mayor AO puede deberse a que la superficie no haya sido saneada
correctamente el dia anterior dando base a que proliferen estas bacterias aerdbicas. Un conteo
menor DO puede corresponder a que a medida que los empleados entran y salen de la nevera se
llevan las bacterias en sus manos (o guantes) transfiriéndolas a otra superficie o al producto.

En este estudio los coliformes fueron analizados dentro de las pruebas microbioldgicas.
La prueba T no encontr6 diferencias significativas en la densidad de los coliformes totales en
las superficies de contacto directo e indirecto AO y DO dentro de los supermercados y
panaderias (Apéndice 5). En la rebanadora AO y DO de supermercados (Tabla 6) y panaderias

(Tabla 7) el crecimiento fue <1 logip CFU/mI, por lo que el 100% de las pruebas estuvieron
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dentro del rango (2.00 logip CFU/mI). En la mesa se obtuvo 4.40, 2.74, 3.44 y 4.44 logio
CFU/ml AO en los supermercados A, B, G e | respectivamente (Tabla 6). En esta misma
superficie DO el crecimiento fue 3.54 logip CFU/mI en el establecimiento G y 2.86 logio
CFU/ml en el K) (Tabla 6). Un 3.08 log;o CFU/ml fue el resultado obtenido en la mesa AO en
la panaderia F y 4.93 log;o CFU/ml en la misma area DO en el establecimiento L (Tabla 7). El
restante indicé un crecimiento <1 logiy CFU/ml en las muestras. En la mesa de los
supermercados AO y DO 6 de las 14 muestras se encontraron fuera del limite de 2.00 logio
CFU/ml (42.9% no pas6) (Tabla 6). En la mesa de las panaderias 2 de las 10 muestras no
pasaron, o sea que el 20.0% de las pruebas estuvieron fuera de limite (Tabla 7). En las
superficies de contacto directo con los alimentos especificamente la rebanadora de los
supermercados y panaderias los resultados obtenidos eran los esperados. Esto significa que
estuvieron dentro del limite, ya que en estas solo se trabaja con alimentos listos para consumo.
En las mesas de los supermercados 8 de 14 estaban dentro de los limites y en las panaderias 8
de 10 pasaron. Esto puede deberse a que en estos cuartos de procesamiento (supermercados) se
trabajan o se utilizan las mesas tanto para alimentos listos para consumo como para carnes
crudas, ocasionando que 42.0% excedieran los limites en la mesa de los supermercados. En las
panaderias por el contrario no se espera que se trabaje con carnes crudas en las mesas por lo
que un 80% pasaron la prueba.

En las superficies de contacto indirecto 2.54, 2.61 y 2.42 logy CFU/ml fue el
crecimiento en el mango de la puerta DO en el supermercado C (Tabla 8), AO en la panaderia
D (Tabla 9) y AO en el L respectivamente (Tabla 9). En el mango de la puerta de la nevera de
los supermercados el 100% de las pruebas pasaron (dentro del limite 1.30 log;o CFU/mI). Esta
superficie en las panaderias 1 de 10 muestras realizadas estuvo fuera de limite. En el drenaje

de los supermercados 9 de las 14 muestras no pasaron, lo que significa que un 64% estuvieron
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fuera del limite utilizado (2.5 log;o CFU/ml) (Tabla 8). Esta misma superficie muestreada en
las panaderias 6 de las 8 muestras tomadas se salieron del limite, es decir que el 75% de las

pruebas no pasaron (Tabla 9).

Tabla 6. Densidad de coliformes totales en la rebanadora y la mesa (superficies de
contacto directo) de los supermercados antes de operaciones (AO) y después de
operaciones (DO).

Rebanadora Rebanadora Mesa Mesa
Establecimientos (AO) (DO) (AO) (DO)
(Supermercados) (log;o CFU/mI) (logio CFU/mI)  (log;o CFU/mI)  (log;p CFU/mI)
A <1 <1 4.40 <1
B <1 <1 2.74 <1
C <1 <1 <1 <1
G <1 <1 3.44 3.54
| <1 <1 4.44 <1
J <1 <1 <1 <1
K <1 <1 <1 2.86

Tabla 7. Densidad de coliformes totales en la rebanadora y la mesa (superficies de
contacto directo) de las panaderias antes de operaciones (AO) y después de operaciones
(DO).

Rebanadora Rebanadora Mesa Mesa
Establecimientos (AO) (DO) (AO) (DO)
(Panaderias) (logio CFU/mI) (logio CFU/mI) (logio CFU/mI)  (logip CFU/m)
D <1 <1 <1 <1
E <1 <1 <1 <1
F <1 <1 3.08 <1
H <1 <1 <1 <1
L <1 <1 <1 4.93
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Tabla 8. Densidad de coliformes totales en el mango de la puerta de la neveray el drenaje
(superficies de contacto indirecto) de los supermercados antes de operaciones (AO) y
después de operaciones (DO).

Mango Mango Drenaje Drenaje
Establecimientos | Puerta Nevera Puerta Nevera (AO) (DO)
(Supermercados) (AO) (DO) (logzo CFU/mI)  (logio CFU/mI)
(logio CFU/mI) (logio CFU/mI)

A <1 <1 <1 <1

B <1 <1 5.65 3.88

C <1 2.54 <1 <1

G <1 <1 5.54 2.59

I <1 <1 <1 3.54

J <1 <1 5.60 5.02

K <1 <1 5.54 5.98

Tabla 9. Densidad de coliformes totales en el mango de la puerta de la neveray el drenaje
(superficies de contacto indirecto) de las panaderias antes de operaciones (AO) y después
de operaciones (DO).

Mango Mango Drenaje Drenaje
Establecimientos Puerta Nevera  Puerta Nevera (AO) (DO)
(Panaderias) (AO) (DO) (logio CFU/mI)  (logio CFU/mI)
(log;o CFU/mI) (log;o CFU/mI)

D 2.61 <1 6.70 5.93

E <1l <1l 5.44 <1

F <1 <1 <1 4.01

H <1 <1 ND ND

L 2.42 <1 6.66 7.97

*ND (No determinado) Indica que no se realizd muestreo debido a que no existe ningun tipo de drenaje en el
lugar.
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No se encontraron diferencias significativas para los valores de E. coli AO y DO en la
rebanadora, la mesa (superficies de contacto directo), el mango de la puerta de la nevera y el
drenaje (superficies de contacto indirecto) de los supermercados y panaderias (Apéndice 6). El
Unico resultado obtenido para la prueba de E. coli en las superficies de contacto directo
(rebanadora y mesa) AO y DO fue 2.54 log 10 CFU/ml en la mesa AO del supermercado A
(Tabla 10). El restante indicd un crecimiento <1 log ;0 CFU/ml en las muestras (Tabla 10 y
Tabla 11). Para las superficies de contacto indirecto, 4.40 log;o CFU/ml fue el resultado
conseguido en el drenaje AO en el establecimiento B (Tabla 12). EIl restante indicd un
crecimiento <1 log 10 CFU/mI en las muestras (Tabla 12 y Tabla 13). En términos generales al
no encontrar recuentos altos de E. coli se podria inferir que el personal de estos

establecimientos cumple con las practicas higiénicas personales tales como el lavado de manos.
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Tabla 10. Densidad de Escherichia coli en la rebanadora y la mesa (superficies de
contacto directo) de los supermercados antes de operaciones (AO) y después de
operaciones (DO).

Rebanadora Rebanadora Mesa Mesa
Establecimientos (AO) (DO) (AO) (DO)
(Supermercados) (log;o CFU/mI) (logio CFU/mI)  (logio CFU/mI)  (logig CFU/mI)
A <1 <1 2.54 <1
B <1 <1 <1 <1
C <1 <1 <1 <1
G <1 <1 <1 <1
| <1 <1 <1 <1
J <1 <1 <1 <1
K <1 <1 <1 <1

Tabla 11. Densidad de Escherichia coli en la rebanadora y la mesa (superficies de
contacto directo) de las panaderias antes de operaciones (AO) y después de operaciones
(DO).

Rebanadora Rebanadora Mesa Mesa
Establecimientos (AO) (DO) (AO) (DO)
(Panaderias) (logip CFU/mI) (logio CFU/mI)  (logyo CFU/mI)  (logio CFU/mI)
D <1 <1 <1 <1
E <1 <1 <1 <1
F <1 <1 <1 <1
H <1 <1 <1 <1
L <1 <1 <1 <1
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Tabla 12. Densidad de Escherichia coli en el mango de la puerta de la nevera y el drenaje
(superficies de contacto indirecto) de los supermercados antes de operaciones (AO) y
después de operaciones (DO).

Mango Mango Drenaje Drenaje
Establecimientos | Puerta Nevera Puerta Nevera (AO) (DO)
(Supermercados) (AO) (DO) (logzo CFU/mI)  (logio CFU/mI)
(logio CFU/mI) (logio CFU/mI)

A <1 <1 <1 <1

B <1 <1 4.40 <1

C <1 <1 <1 <1

G <1 <1 <1 <1

I <1 <1 <1 <1

J <1 <1 <1 <1

K <1l <l <l <1

Tabla 13. Densidad de Escherichia coli en el mango de la puerta de la nevera y el drenaje
(superficies de contacto indirecto) de las panaderias antes de operaciones (AO) y después
de operaciones (DO).

Mango Mango Drenaje Drenaje
Establecimientos Puerta Nevera Puerta Nevera (AO) (DO)
(Panaderias) (AO) (DO) (logio CFU/mI)  (logio CFU/mI)
(logio CFU/mI) (logio CFU/mI)

D <1 <1 <1 <1

E <1 <1 <1 <1

F <1 <1 <1 <1

H <1 <1 ND ND

L <1 <1 <1 <1

*ND (No determinado) Indica que no se realizd muestreo debido a que no existe ningun tipo de drenaje en el
lugar.
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Los datos recopilados para la prueba de bioluminiscencia de ATP se aprecian en la
Tabla 14 donde las medidas de ATP van desde O hasta 8,827 RLU’s (“Relative Light Units”)
(Tabla 14). De acuerdo a las instrucciones del fabricante del luminémetro lecturas menores de
25 indican que la superficie estd limpia. Las lecturas con valores entre 26 y 99 advierten de
que la superficie no esta adecuadamente limpia. Si el valor es mayor de 100, se considera que
la superficie estd sucia. Estas escalas varian dependiendo del equipo utilizado. El
representante del equipo indicd que estas escalas estan sujetas al lugar, tipo de superficie y tipo
de industria al cual se desea aplicar. De acuerdo a los datos obtenidos més de la mitad (57.1%)
de las pruebas realizadas a la rebanadora en los supermercados AO pasaron y se observé un
aumento a 85.7% de estas pruebas DO (Grafica 3). En la rebanadora un 4.3% de las pruebas
fallaron AO y 0.0 % DO. El restante se encontraba en el margen de precaucion (28.6% AQO y
14.3% DO en la rebanadora) (Gréafica 3). En las panaderias un 80.0% de las pruebas que se
realizaron en la rebanadora pasaron AO y DO (se mantuvo igual AO y DO). No se encontro
pruebas que fallaran AO aumentando a 20.0% DO (Gréafica 3). Ocurri6 lo contrario para las
pruebas que estuvieron en precaucién donde se obtuvo un 20.0% AO y este margen bajo a
0.0% DO. En términos generales se mantiene un porciento alto en pruebas que pasaron

tomadas de la rebanadora de los supermercados DO y en las panaderias AO y DO (Grafica 3).
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Tabla 14. Medidas de ATP (RLU) obtenidas en las pruebas de bioluminiscencia de las superficies de contacto directo e
indirecto en los supermercados y panaderias utilizando un luminémetro.

Lugares
Contacto Directo Contacto Indirecto
Mango | Mango
Establecimientos | Rebanadora | Rebanadora Mesa Mesa puerta | puerta | Drenaje | Drenaje
(AO) (DO) (AO) (DO) nevera | nevera (AO) (DO)
(AO) (DO)
A 19 1 5,081 460 7,034 2 134 824
B 95 2 76 0 4,246 4,280 4,406 3,264
C 9 1 911 770 7,135 7,967 1,235 431
D 23 3 255 0 39 0 8,827 1,184
E 87 10 290 9 508 276 1,751 526
F 5 0 0 12 116 139 0 0
G 102 4 25 2 948 433 2,112 52
H* 3 506 18 674 812 418 ND ND
I 47 3 3,063 3,315 4,433 5,515 227 3,341
J 2 32 211 3 8,243 8,602 1,231 1
K 5 4 5 3 1,100 4,391 6,548 112
L 0 2 5 5 13 18 370 5,417

*ND (No determinado) Indica que no se realiz6 muestreo debido a que no existe ningln tipo de drenaje en el lugar.

A B, C, G, |,J, K-> Supermercados
D, E, F, H, L > Panaderias

Interpretacion de resultados en el luminémetro: Lecturas menores de 25 indican que la superficie esta limpia. Las lecturas con valores entre 26

y 99 advierten de que la superficie no esta adecuadamente limpia. Si es mayor de 100, se considera que la superficie esta sucia.
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En la mesa de los supermercados un 28.6% de las pruebas pasaron AO y cuatro
horas después aumentaron a 57.1% (Gréafica 3). Un 57.1% de las pruebas fallaron AO
disminuyendo a 42.9% DO. En margen de precaucion estuvieron 4.3% de las pruebas AO
reduciéndose a 0.0% DO (Grafica 3). Las pruebas en la mesa de las panaderias AO el
60.0% pasaron donde estas aumentaron a 80.0 % DO (Gréfica 3). El 40.0% de las pruebas
fallaron AO donde este margen baj6 a 20.0% DO. No se encontrd pruebas en precaucion

AO y DO (Gréfica 3).

Gréfica 3. Resultados de las pruebas de bioluminiscencia de ATP (Relative Light
Units (RLU’s) en %) que pasaron, fallaron y estan en precaucion de la rebanadora y
la mesa (contacto directo) en los supermercados y panaderias antes de comenzar
operaciones (AO) y despues de cuatro horas de trabajo (DO).
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En el mango de la puerta de la nevera y en el drenaje (superficies de contacto
indirecto) siempre 60.0% o mas de las pruebas fracasaban AO y DO en supermercados y
panaderias (Grafica 4). Esto puede sugerir que la limpieza y desinfeccién de estos lugares
es pobre donde resulta que las mismas estan sucias AO y DO (Gréfica 4). De acuerdo a los
datos obtenidos el 100.0% de las pruebas realizadas al mango de la puerta de la nevera en
los supermercados fallaron AO (Grafica 4). Después de cuatro horas de trabajo el 85.7 %
fallaron y el restante pas6. En las panaderias un 60.0% de las pruebas realizadas fallaron
AO, el 20.0% pasaron y el resto se mantuvo en precaucion (Gréafica 4). En esta superficie
el porciento de pruebas que pasdé DO se mantuvo igual que AO. El restante de las pruebas
pasaron (40.0%).

En el drenaje de los supermercados el 100.0% de las pruebas fallaron AO (Gréafica
4). Después de cuatro horas de trabajo esto disminuy6 a 71.4%, 14.3% de las pruebas
pasaron y el restante estaba en precaucion. En el drenaje de las panaderias un 75.0% de las
pruebas fallaron y 25.0 % pasaron AO y DO, es decir no hubo cambio para AO y DO
(Grafica 4). Cuando se comparan estas graficas (3 y 4) en términos generales mas de la
mitad de las pruebas realizadas a la rebanadora y a la mesa pasaban AO y DO donde por el
contrario en el mango de la puerta de la nevera y el drenaje los porcientos altos se

encuentran en las pruebas que fallaron AO y DO. Esto era lo esperado.
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Gréfica 4. Resultados de las pruebas de bioluminiscencia de ATP (Relative Light
Units (RLU’s) en %) que pasaron, fallaron y estdn en precaucion del mango de la
puerta de la nevera y el drenaje (contacto indirecto) en los supermercados y
panaderias antes de comenzar operaciones (AO) y después de cuatro horas de trabajo
(DO).
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En un estudio realizado por Roméan (2008) se verifico la efectividad del
procedimiento de sanitizacion en una planta procesadora de atin utilizando la
bioluminiscencia de ATP y el recuento total aerébico. En el estudio no se encontrd
diferencia significativa para los valores obtenidos despues de la sanitizacion y antes de la
produccion. Tampoco pudo establecer una correlacion entre logiy CFU/ml vs los RLU.
Veldzquez y Feirtag (1997) y Green et al. (1999) encontraron que ingredientes activos
como el hipoclorito de sodio, detergentes acidos no formadores de espuma e hidroxido de
sodio (soda caustica) han presentado que dan falsos positivos o falsos negativos. En esta
tesis no se recopild la informacion necesaria de los desinfectantes utilizados por los
establecimientos para concluir si esta es una de las causas para no encontrar relacion. Es
éste uno de los factores que hay que considerar ya que con la presencia de estos
ingredientes activos los valores de RLU pudieran haber sido aumentado o disminuido.

Hay que mencionar que no se considerd al tomar las muestras si las superficies
estaban himedas o secas. Se observd que algunas superficies estaban himedas y otras
secas. Por ser el agua esencial para el crecimiento microbiano, nichos pueden haberse
desarrollado en la superficie himeda (Musgrove et al., 2004 y Gregerson, 2005). La
presencia de esta agua podria haber afectado de alguna forma los valores de CFU o RLU.
Los valores de CFU pueden haber sido afectado por las biopeliculas y los valores de RLU

al aumentar o disminuir su sefial por la mezcla de agua y sanitizante (Roman, 2008).

43



CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demuestran que los programas de limpieza y
desinfeccion no son aplicados efectivamente.

Aln cuando se esperaba que AO las superficies estuvieran limpias las
observaciones visuales, las pruebas microbioldgicas y de bioluminiscencia de
ATP realizadas demostraron que no era asi.

No existe diferencia significativa antes de las operaciones (AQ) y después de
cuatro horas de trabajo (DO) en las superficies de contacto directo e indirecto con
los alimentos en supermercados y panaderias desde el punto de vista
microbiologico.

No se pudo establecer una relacién entre las unidades formadoras de colonia
(CFU) y unidades relativas de luz (RLU).

Con los resultados obtenidos en este estudio no se puede aceptar o descartar el
uso de un luminémetro para verificar la efectividad de los procedimientos de
limpieza y desinfeccidn en establecimientos de venta al detalle y delicatessen.
Los hallazgos sugieren que se requiere un mayor numero de muestreos en un
mismo establecimiento controlando algunas variables tales como: tipos de
agentes de limpieza y desinfeccion, si las superficies estaban secas 0 humedas,

entre otros para poder aceptar o rechazar con mayor certeza.
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RECOMENDACIONES

Ampliar este estudio a otras regiones y a establecimientos de cadenas
multinacionales para comparar si hay un comportamiento similar. EI namero de
muestras por lugar debe aumentarse para tener una variabilidad mas amplia.

Se deben conocer mas detalladamente los programas de limpieza y sanitizacion
Ilevados a cabo en estos establecimientos para evitar que estos influyan en los
resultados a obtenerse y minimizar errores experimentales.

Utilizar los datos actuales para observar la relacion que existe entre otras variables
de interés que pudieron no tenerse en cuenta en el presente estudio, como por
ejemplo: la variedad de detergentes y desinfectantes utilizados, las areas de
muestreo humedas o secas, la calidad microbioldgica de los alimentos listos para el
consumo Yy su relacion con la densidad microbiana final.

Utilizar cuestionarios para evaluar los conocimientos y las practicas empleadas por
el personal que labora en estos lugares para verificar si hay relacion entre la
efectividad de los programas de limpieza con el conocimiento de los empleados.
Comepartir estos hallazgos con el Departamento de Salud para poder establecer en
conjunto nuevas estrategias de intervencion para monitorear mas de cerca que los

establecimientos tengan una limpieza efectiva.
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APENDICES
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Apéndice 1. Método utilizando Petrifilm (3M Microbiology) para la determinacién de
recuento total aerdbico.

52



Apéndice 2. Método utilizando Petrifilm (3M Microbiology) para la determinacion de
coliformes totales y Escherichia coli.
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Apéndice 3. Método utilizado en las pruebas de bioluminiscencia de ATP (hisopo y el
luminémetro modelo System Surell).
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Apéndice 4. Andlisis estadisticos de prueba T para los recuentos de bacterias
aerdbicas en la rebanadora, la mesa, el mango de la puerta y el drenaje de los
supermercados y panaderias antes de comenzar operaciones (AQO) y después de cuatro
horas de trabajo (DO).

Rebanadora antes y después en los supermercados

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Reban después Reban antes 7 1.16 1.75 1.76 0.1296

Rebanadora antes y después en las panaderias

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Reban después Reban antes 5 0.39 4.44 0.20 0.8525

Mesa antes vy después en los supermercados

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Mesa después Mesa antes 7 1.86 4.19 1.17 0.2849

Mesa antes y después en las panaderias

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Mesa después Mesa antes 5 -0.58 2.80 -0.46 0.6679

Mango puerta nevera antes y después en los supermercados

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Mango puerta después Mango puerta antes 7 -0.41 1.49 -0.73 0.4927

Mango puerta nevera antes y después en las panaderias

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Mango puerta después Mango puerta antes 5 -2.01 1.80 -2.49 0.0671

Drenaje antes v después en los supermercados

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Drenaje después Drenaje antes 7 -0.36 1.12 -0.86 0.4244
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Drenaje antes y después en las panaderias

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral

Drenaje después Drenaje antes 4 -0.58 2.83 -0.41 0.7103
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Apéndice 5. Analisis estadisticos de prueba T para la densidad de coliformes totales en
la mesa, el mango de la puerta y el drenaje de los supermercados y panaderias antes
de comenzar operaciones (AO) y después de cuatro horas de trabajo (DO).

Mesa antes y después en los supermercados

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Mesa después Mesa antes 7 -1.23 2.71 -1.20 0.2750

Mesa antes y después en las panaderias

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Mesa después Mesa antes 5 0.37 2.88 0.29 0.7880

Mango puerta nevera antes y después en los supermercados

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Mango puerta después Mango puerta antes 7 0.36 0.96 1.00 0.3559

Mango puerta nevera antes y después en las panaderias

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Mango puerta después Mango puerta antes 5 -1.01 1.38 -1.63 0.1782

Drenaje antes y después en los supermercados

Prueba T (muestras apareadas
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Drenaje después Drenaje antes 7 -0.19 2.03 -0.25 0.8138

Drenaje antes y después en los panaderias

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Drenaje después Drenaje antes 4 -0.22 3.99 -0.11 0.9183
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Apéndice 6. Andlisis estadisticos de prueba T para la densidad de Escherichia coli en
la mesa y en el drenaje de los supermercados antes de comenzar operaciones (AO) y
después de cuatro horas de trabajo (DO).

Mesa antes y después en los supermercados

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Mesa después Mesa antes 7 -0.36 0.96 -1.00 0.3559

Drenaje antes y después en los supermercados

Prueba T (muestras apareadas)
Obs(1) Obs(2) N media(dif) DE(dif) T Bilateral
Drenaje después Drenaje antes 7 -0.63 1.66 -1.00 0.3559

58



Apéndice 7. Fotos tomadas el mismo dia del muestreo en los supermercados y
panaderias antes de realizar las pruebas.

Apéndice 7.1. Rebanadora muestreada con pedazos de jamén antes de comenzar
operaciones en la mafiana (AO) en la Panaderia E.

Apéndice 7.2. Rebanadora muestreada con pedazo de jamon antes de comenzar
operaciones en la mafnana (AO) en el Supermercado J.
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Apéndice 7.3. Pedazo de jamén encontrado en la rebanadora antes de comenzar
operaciones en la mafiana (AO) en el Supermercado K.

Apéndice 7.4. Residuos de alimentos (pedazos de jamén rebanado y de carne)
encontrados en el fregadero antes de comenzar operaciones en la mafana (AO) en el
Supermercado J.
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Apéndice 7.5. Ingredientes, utensilios y vaso de “foam” (para café) se encontraron
encima de la tabla de picar antes de comenzar operaciones en la mafiana (AO) en la
Panaderia E.

Apéndice 7.6. Mesa muestreada contenia residuos de alimentos antes de comenzar
operaciones en la mafana (AO) en el Supermercado B.
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Apéndice 7.7. Drenaje muestreado tenia residuos de alimentos y papel antes de
comenzar operaciones en la mafiana (AO) en el Supermercado J.

Apéndice 7.8. Bandeja (puesta encima de la mesa) que se utiliza para colocar la carne
en los establecimientos de venta al detalle recoge agua condensada del sistema de
enfriamiento antes de comenzar operaciones en la mafana (AO) en el Supermercado
J. Se observan en la bandeja residuos de carne molida y sangre. Las salpicaduras
gue se producen pueden causar contaminacién cruzada en la mesa.
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Apéndice 7.9. Piezas de un equipo secandose al aire en un carrito de compra antes de
comenzar operaciones en la mafiana (AO) en el Supermercado K. Esto es un ejemplo
de contaminacion cruzada.

Apéndice 7.10. Fregadero ocupado por bandejas que habian sido utilizadas (estaban
sucias), piezas de equipos y cajas vacias (anteriormente contenian carne y sangre) en
el Supermercado C después de comenzar operaciones (DO). Esto sugiere que no
siguen el protocolo adecuado para limpieza y desinfeccion ni tampoco para el
fregadero. La pluma del fregadero fue reparada con plastico (esto puede ser un nicho
de contaminacion).
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Apéndice 7.11 Jamo6n sometido a abuso de temperatura y expuesto a cualquier
contaminacion en la rebanadora después de comenzar operaciones (DO) en el
Supermercado C.

Apéndice 7.12. Quimicos no rotulados y/o botellas re-utilizadas de detergentes de uso
domeéstico de contenido dudoso en la Panaderia E.
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Apéndice 7.13. Quimicos no rotulados y/o botellas re-utilizadas de detergentes de uso
doméstico almacenados en un lugar inapropiado (colgando de la tuberia del
lavamanos) en la Panaderia E.

Apéndice 7.14. Alimento en la nevera expuesto a cualquier contaminacion en el
Supermercado C.

65



Apéndice 7.15. Jamon rebanado sin empacar junto a un pedazo de carne de res crudo
en el Supermercado | (puede implicar contaminacion cruzada).

Apéndice 7.16. Montafia de hielo, sangre y basura en el refrigerador del
Supermercado 1.
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Apéndice 7.17. Drenaje tapado con sangre en uno de los refrigeradores del
Supermercado 1.

Apéndice 7.18. Puerta corroida por el moho en la Panaderia H.
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Apéndice 7.19. Agua condensada del sistema de enfriamiento formada en el techo del
Supermercado 1.

Nt

Gotas de agua

Apéndice 7.20. Agua condensada del sistema de enfriamiento formada en el techo cae
encima de una mesa en el Supermercado I. Esto puede ocasionar contaminacion
cruzada.

Adua

68



Apéndice 7.21. Plafon del techo acustico del area de proceso fuera de lugar en el
Supermercado 1.

Apéndice 7.22. Compactadora adyacente a la puerta de la carniceria del
Supermercado C.
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Apéndice 7.23. Canal acumula agua sucia de la compactadora que esté cerca de la
puerta de la carniceria y del pasillo donde se coloca mercancia en el Supermercado C.

y A 4 A 4

Puerta de la carniceria Canal con agua sucia Compactadora Pasillo para
mercancia

Apéndice 7.24. Agua sucia que sale de la compactadora acumulada en un canal en el
Supermercado C.
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Apéndice 7.25. Pasillo (al lado de la compactadora) donde se coloca mercancia y cajas
vacias en el Supermercado C.

v

Compactadora
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