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RESUMEN

La presente investigacion se realizé en el area de preparacion y consumo de alimentos
de los restaurantes de la Facultad de Ciencias Sociales y Ciencias Empresariales de la
Universidad Técnica de Machala, con el objetivo de controlar la aplicacién de normas
de higiene en las areas de preparacion y consumo de alimentos mediante analisis
microbiolégicos para disminuir los riesgos de contaminacion alimentaria. Esta
investigacion es de caracter descriptivo, en la cual se realizé una inspeccion visual del
establecimiento con el propésito de evaluar las condiciones higiénicas sanitarias, se
recolectaron las muestras por ftriplicado de cada area de los restaurantes
respectivamente, mediante la aplicaciéon de la Guia Técnica para el Analisis
Microbiologico de Superficies en contacto con Alimentos y Bebidas, Resolucion
Ministerial N° 461 — MINSA y Control Microbioldgico de los Alimentos: toma, envio y
preparacion de Muestras para el Analisis Microbiolégico: Norma Teécnica Ecuatoriana
NTE INEN 1 529-2:1999. Para el analisis microbiolégico de las muestras se
emplearon las técnicas de inoculacién, método de estriado, aislamiento bacteriano,
método de tincién diferencial y la utilizaciéon de las pruebas bioquimicas como: TSI,
SIM, Citrato de Simmons, Urea, Lisina, Catalasa y Oxidasa, ademas de la utilizaciéon
de medios de cultivo selectivo y diferencial como agar EMB y agar MacConkey para la
identificacion de bacterias entéricas como: E. coli, Salmonella, Klebsiella pneumoniae,
Shigella, Pseudomona aeruginosa, el cual se lo desarrollé en los laboratorios de la
Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud y en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala. Los resultados obtenidos de la
investigacion se los analizé mediante el método estadistico SPSS version 21 para
determinar la frecuencia bacteriana de las superficies inertes de los restaurantes en
donde se determind que en el area de preparacion de alimentos (mesén y tabla de
picar) tienen presencia de bacterias: Salmonella de mayor frecuencia, E. coli,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa de mediana frecuencia y de baja
frecuencia Shigella, y en el area de consumo de alimentos (mesas) la bacteria de
mayor frecuencia es la E. coli y Shigella, la Klebsiella pneumoniae de mediana
frecuencia y la Pseudomona aeruginosa se encuentra en baja frecuencia. Se llegé a la
conclusién que las superficies inertes tanto en el area de preparacion como en el area
de consumo de alimentos se encuentran contaminados por lo que hay un riesgo de
infeccidn alimentaria para los comensales de la Universidad Técnica de Machala. Esta

investigacion servird a la Unidad de Bienestar Estudiantil para tomar las medidas



correctivas de vigilancia y control sanitario de las comidas preparadas en los
restaurantes de la institucion, de tal forma que no afecte la salud de las personas. Por
ello es muy importante la identificacion de bacterias entéricas presentes en las
diferentes areas de preparacion y consumo de alimentos de los restaurantes
comprobando que cumplan con la normativa respectiva de los mismos, la cual exige
limites microbiolégicos de calidad para cada grupo, ofreciendo productos de calidad
para el consumidor. A mas de aportar con informacion que permitan describir la
realidad higiénica sanitaria esta expuesta la poblacién estudiantil, docente, y personal

de servicio.

Palabras claves: ANALISIS MICROBIOLOGICOS, SUPERFICIES INERTES,
CONTAMINACION ALIMENTARIA, BACTERIAS ENTERICAS, PERSONAL DE
LIMPIEZA.



ABSTRACT

The present research was carried out in the area of food preparation and consumption
of the restaurants of the Faculty of Social Sciences and Business Sciences of the
Technical University of Machala, with the aim of controlling the application of hygiene
standards in the areas of food preparation and consumption through microbiological
analysis to reduce the risks of food contamination. This research is descriptive, in
which a visual inspection of the establishment was carried out for the purpose of
evaluating sanitary hygiene conditions, the samples were collected in triplicate from
each area of the restaurants respectively, through the application of the Technical
Guide for the Microbiological Analysis of Surfaces in Contact with Food and Beverages,
Ministerial Resolution N°461 — MINSA and Microbiological Control of Food: taking,
sending and preparing samples for microbiological analysis: Ecuadorian Technical
Standard NTE INEN 1 529-2:1999. Microbiological analysis of the samples included
inoculation techniques, striation method, bacterial isolation, differential staining method
and the use of biochemical tests such as: TSI, SIM, Simmons Citrate, Urea, Lysine,
catalase and oxidase, in addition to the use of selective and differential culture media
such as EMB agar and MacConkey agar for the identification of enteric bacteria such
as: E. coli, Salmonella, Klebsiella pneumoniae, Shigella, Pseudomona aeruginosa,
which was developed in the laboratories of the Faculty of Chemical and Health
Sciences and the Faculty of Agricultural Sciences of the Technical University of
Machala. The results obtained from the research were carried out a statistical method
called SPSS version 21 to determine the bacterial frequency of the inert surfaces of the
restaurants where it was determined that in the area of preparation of food (counter
and chopping board) have bacteria present: Salmonella of higher frequency, E. coli,
Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa of medium frequency and low
frequency Shigella, and in the area of consumption of food (tables) The most frequent
bacteria is E. coli and Shigella, the median Klebsiella pneumoniae and Pseudomone
aeruginosa is in low frequency. It was concluded that inert surfaces both in the area of
preparation and in the area of food consumption are contaminated so there is a risk of
food infection for diners of the Technical University of Machala. This research will be
used by the Student Welfare Unit to take corrective measures for the surveillance and
health control of meals prepared in the restaurants of the institution, in such a way that
it does not affect the health of the people. For this reason it is very important to identify

enteric bacteria present in the different areas of preparation and consumption of food of



the restaurants verifying that they comply with the respective norms of the same ones,
which requires microbiological quality limits for each group, offering quality products for
the consumer. In addition to providing information describing the sanitary hygiene

situation, students, teachers and service personnel are exposed.

KEYWORDS: MICROBIOLOGICAL ANALYSIS, INERT SURFACES, FOOD
CONTAMINATION, ENTERIC BACTERIA, CLEANING PERSONNEL.
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INTRODUCCION

En Ecuador existe un alto indice de enfermedades transmitidas por alimentos que no
han sido controladas en su totalidad, la contaminacién cruzada se da por la
contaminacion de las areas de preparacion al entrar en contacto con los alimentos
crudos o cocinados, es por esto que una de las principales causas de la contaminacion
de las superficies inertes es la inadecuada manipulacién de los alimentos a la hora de

ser preparados .

Las malas practicas de manipulacién de los alimentos y el desconocimiento del
concepto de contaminacion cruzada por parte del personal de cocina, potencia el
riesgo de contraer las llamadas ETAS (Enfermedades transmitidas por alimentos), con

consecuencias desastrosas para la salud de la poblacion *2.

Las infecciones gastrointestinales son una de las causas importantes de morbilidad,
producidas por bacterias entéricas, principalmente Escherichia coli, Klebsiella,
Salmonella y Shigella, al consumir alimentos y agua contaminados debido a la
manipulacién inoportuna del personal y de cada una de sus fases de preparacion y

consumo de los alimentos en restaurantes de la Universidad Técnica de Machala.

Las infecciones agudas del tracto gastrointestinal figuran entre las enfermedades
infecciosas mas frecuentes. Los cuadros gastrointestinales pueden presentarse en
cualquier época del afio, pero el riesgo de sufrir estas enfermedades se incrementa en

la temporada de calor en la region costa del Ecuador®.

El conocimiento de la carga bacteriana presente en las fases y areas de preparacion
de alimentos en restaurantes de la Universidad Técnica de Machala generara
informacién valiosa para el disefio de un programa de limpieza y desinfeccién, donde

los analisis microbioldgicos constituyen evidencia para la evaluacion de la higiene .

El objetivo de esta investigacion sera controlar la aplicacion de normas de higiene en
las areas de preparacion y consumo de alimentos mediante analisis microbioldgicos
para la disminucion de los riesgos de contaminacion alimentaria en restaurantes de la

Universidad Técnica de Machala.

14



JUSTIFICACION

Las enfermedades gastrointestinales no han logrado ser controladas en su totalidad,
puesto que nacen de una manipulacion inadecuada de los alimentos a la hora de ser
preparados, convirtiéndose las superficies inertes en un féomite. Actualmente es uno de
los problemas mas importante de salud publica a nivel mundial tanto en paises

desarrollados como en desarrollo °

. Los alimentos que contienen bacterias, virus,
parasitos o sustancias quimicas nocivas causan mas de 200 enfermedades graves y

cronicas en todo el mundo °.

Segun la OMS (2017) hace referencia a una publicacién del 2015 sobre la estimacion
de la carga mundial de enfermedades transmitidas por los alimentos en donde sehalan
que 31 agentes contaminantes biolégicos que son causantes de la carga de
morbilidad, que se presentan en 600 millones de casos de cada 10 habitantes,
consecuentemente la pérdida de 33 millones de afios de vida ajustados en funcién de
la discapacidad y 420.000 muertes en todo el mundo, incluidos 125.000 nifios menores

de 5 afios®.

Las infecciones diarreicas, son las mas comunes asociadas al consumo de alimentos
contaminados, cada afno se muestran 550 millones de personas afectadas a nivel

mundial lo que provoca 230.000 muertes °.

En Ecuador se detectaron 30.078 casos de gastroenteritis segun estadisticas dadas
por el INEC en el 2016 ocupando el cuarto lugar como una de las cinco enfermedades

de mayor afectacién a la poblacion nacional.

Los microorganismos que producen mayor contaminacién en los alimentos son E. coli,
Salmonella — Shigella, Klebsiella, Pseudomona aeruginosa siendo los agentes
principales de las enfermedades transmitidas por alimentos que constituye un

problema de salud ’.

El presente trabajo permitira determinar las bacterias entéricas presentes en las areas
de preparacion y consumo de alimentos en restaurantes de la Universidad Técnica de
Machala y a su vez conocer las condiciones higiénicas sanitarias de las superficies
inertes que toman contacto con los alimentos, ademas de las buenas practicas de

higiene en la manipulacién de los mismos.
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Esto servira a la Unidad de Bienestar Estudiantil para tomar las medidas correctivas de
vigilancia y control sanitario de las comidas preparadas en los restaurantes de la
institucion, de tal forma que no afecte la salud de las personas. Por ello es muy
importante la identificacion de bacterias entéricas presentes en las diferentes areas de
preparacion y consumo de alimentos de los restaurantes comprobando que cumplan
con la normativa respectiva de los mismos, la cual exige limites microbiolégicos de
calidad para cada grupo, ofreciendo productos de calidad para el consumidor. A mas
de aportar con informacion que permitan describir la realidad higiénica sanitaria de la

cual esta expuesta la poblacion estudiantil, docente, y personal de servicio.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades transmitidas por alimentos constituyen a nivel mundial, uno de los
problemas mas generalizados y de mayor repercusion sobre la salud de personas,
afectando generalmente a la poblacion de riesgos como nifios, mujeres embarazadas

y ancianos 8.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, anualmente alrededor del mundo se
estima que una de cada diez personas se enferma por el consumo de alimentos
insalubres; aproximadamente 600 millones de casos en total y 420.000 personas

fallecen por esta causa °.

En la actualidad existe un alto indice de enfermedades e incluso mortalidad,
producidas por diversos factores de riesgo, que se presentan dentro de un restaurante,
los mismos que se pueden evitar si se toman en cuenta las medidas de prevencion

adecuadas "°.

En las superficies inertes de un restaurante pueden presentarse contaminantes
quimicos, fisicos y bioldgicos, para los cuales debe proveerse de una adecuada
proteccién al personal que en ella labora, siendo necesario determinar las

disposiciones (buenas practicas) que han de adoptarse para lograr este fin .

Hablar de buenas practicas es hablar de higiene y seguridad a nivel de instalaciones,
alimentos y personal tanto de la cocina como de servicio de un restaurante. Siendo
ademas indispensable el control permanente del cumplimento de normativas
predefinidas y la aplicacion de medidas correctivas, a fin de reducir al minimo la
contaminacion microbiana, que garantizara la obtencion de productos y servicios de

calidad .

La Universidad Técnica de Machala establecida en la provincia de El Oro del cantén
Machala tiene once restaurantes estudiantiies que se figuran como un servicio
complementario de apoyo a los estudiantes, docentes y personal de servicio, cuya
asistencia estd justificada por la lejania del domicilio con respecto al centro y por las
deficiencias socioecondmicas o alimentarias que se presentan, llevar a cabo este
estudio traeria como consecuencia una disminucién de los niveles de contaminacion y
un Optimo servicio prestado, asi los mayores beneficiados serian los estudiantes,

docentes y personal de servicio.
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1.1 PROBLEMA GENERAL

¢ Existen bacterias entéricas en superficies inertes del area de preparacién y consumo

de alimentos en restaurantes de la Universidad Técnica de Machala?

1.1.1 PROBLEMAS ESPECIFICOS

e ,;Qué normas de higiene aplica el personal sobre procedimientos de limpieza
en areas de preparacion y consumo de alimentos en restaurantes de la
Universidad Técnica de Machala?

° ¢ Qué microorganismos entéricos se pueden identificar en areas de
preparacion y consumo de alimentos en restaurantes de la Universidad Técnica
de Machala?

° ¢, Qué relacion tiene la carga microbiolégica en areas de preparacion y

consumo de alimentos en restaurantes de la Universidad Técnica de Machala?
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GENERAL

Controlar la aplicacion de normas de higiene en las areas de preparacion y consumo
de alimentos mediante analisis microbioldgicos para la disminucion de los riesgos de

contaminacion alimentaria en restaurantes de la Universidad Técnica de Machala.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar los microorganismos entéricos presentes en diferentes areas de
preparacion y consumo de alimentos mediante técnicas microbioldgicas en
restaurantes de la Universidad Técnica de Machala.

e Determinar la incidencia bacteriana en superficies inertes de los restaurantes
de la Universidad Técnica de Machala.

e Socializar los resultados destinados del estudio con las autoridades de la
Unidad de Bienestar Estudiantii en el control de los restaurantes de la

Universidad Técnica de Machala.
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1.3 HIPOTESIS

En las superficies inertes de los restaurantes de la Universidad Técnica de Machala se

producen bacterias entéricas que contaminan a los comensales.
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2. MARCO TEORICO

2.1 ENFERMEDADES ENTERICAS

Las enfermedades entéricas son aquellas que afectan al intestino y al estémago que
son causantes de diarrea, fiebres, calambres abdominales y otros sintomas, se ha
manifestado que en los paises desarrollados es la causa principal de mortalidad infantil
en donde a un millon de nifios de cinco afos le causa la muerte. También pueden
darse por el consumo de una comida contaminada o agua contaminada, por el

contacto directo con animales o con una persona infectada.

Algunos sobreviven a este tipo de enfermedades como cdlera, rotavirus y fiebre
amarilla, en la infancia causa problemas graves de salud por motivo de diarrea

frecuente, en la cual se transmite mediante via fecal-oral '2.

Los cuadros clinicos mas relevante de las enfermedades entéricas es dolor de cabeza,
fiebre, diarrea intensa o moderada, dolor abdominal y otros. La gastroenteritis se
presenta frecuentemente en las personas de 20 a 40 afios de edad, en los ancianos y
ninos pueden padecer de efectos fulminantes debido a la pérdida de electrolitos
acompafada de la deshidratacién a causa de la enfermedad. “Entre las enfermedades
del tracto gastrointestinal mas frecuentes se encuentran las diarreas. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afo tienen lugar 1,500 millones de
episodios en paises en vias de desarrollo, resultando de éstos en 1,5 millones de
muertes™.

2.2 TIPOS DE ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR CONTAMINACION DE

ALIMENTOS

Las enfermedades transmitidas por alimentos se dan por el consumo de agua y
alimentos que estén contaminados con agentes bioldgicos la cual afecte a la salud del
ser humano. Dichas enfermedades presentan signos gastrointestinales como diarrea,
nauseas, dolor abdominal, fiebre y vémitos, pero en algunos casos suele manifestar

complicaciones como meningitis, sepsis e incluso la muerte °.

Las bacterias causantes de enfermedades producidas por los alimentos son
Escherichia coli, Campylobacter, Salmonella, Shigella, Listeria, Vibrio, Yersinia,

Clostridium botullinum y Staphylococcus ™.
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2.3 ETAS
Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) son un grupo de
enfermedades adquiridas por ingerir alimentos o bebidas contaminados desde su
origen o por una inadecuada manipulacion durante su preparacion, distribucion o
venta. Fundamentalmente causada por diversos microorganismos como: parasitos,
bacterias y virus que provocan un dafio a la salud humana "'

2.4 ENFERMEDADES HIiDRICAS
Son enfermedades producidas por el agua contaminada causadas por virus y bacterias
las cuales pueden causar las siguientes enfermedades como: hepatitis A, cdlera, fiebre
tifoidea, infeccion intestinal, diarrea, disenteria, gastroenteritis y otras '°.

2.5 ENFERMEDADES ASOCIADAS POR VECTORES
Vectores como virus, parasitos, bacterias, mosquitos, acaros, garrapatas, piojos,
paludismo, leishmaniasis, fiebre amarilla, enfermedad de Chagas, dengue son
causantes de estas enfermedades °.

2.6 TIFOIDEA
La tifoidea es una infeccidn bacteriana causada por la bacteria Salmonella typhi, que
puede producir diarrea, fiebre alta y vomitos. Se da por agua y alimentos
contaminados o por contacto directo con una persona infectada. Las personas que
tienen dicha enfermedad mejoran a los pocos dias de empezar con el tratamiento
indicado, aunque unas de ellas pueden morir por causas de complicaciones. Dicha

bacteria permanece en el intestino y en torrente sanguineo del humano .

2.7 CLASIFICACION DE BACTERIAS
271 BACILOS
Los bacilos son bacterias que tienen forma de bastén alargado y se lo puede encontrar

en el ambiente y puede ser Gram positivo y negativo .

El bacilo se lo diferencia por su forma solitaria, los diplobacilo se agrupan en pares,
cuando se agrupan en cadenas unidos por sus puntas se las conoce como

streptobacilos y formando un muro se la conoce como empalizada 8.

Se puede encontrar un cocobacilo que este intermedio entre un coco y bacilo o que

estén levemente redondeados 8.
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2.7.2 COCOS
Los cocos son organismos vivos, tienen una forma esférica, en algunos casos las
células suelen estar agrupadas en diferentes formas. Tienen la capacidad de vivir

solas o0 encadenarse con otras e incluso de formar racimos 8.

El monococo se lo diferencia por su forma esférica solitaria, a los diplococos se
agrupan en pares, cuando se agrupan en cadenas se las conoce como streptococos,
cuando estan en forma de racimo de uvas de forma irregular se identifica como

estafilococos 8.

2.8 BACTERIAS ENTERICAS

2.81 COLIFORMES FECALES
“Son bacterias que tienen la capacidad de fermentar la lactosa a 44-45 °C y
produccion de indol, creceran en el medio de cultivo, principalmente E. coli (90%) y
algunas bacterias de los géneros Klebsiella y Citrobacter. La prueba de coliformes
fecales positiva indica un 90% de probabilidad de que el coliforme aislado sea
Escherichia coli. Se emplea como un indicador de contaminacion fecal en alimentos y
agua por tanto determina si el alimento ha sido manipulado durante todo el proceso en
condiciones que aseguren su higiene"®.

2.8.2 SALMONELLA
Es una bacteria que pertenece a la familia enterobacteriaceae son bacilos Gram
negativos, anaerobio facultativo no esporulado, esta bacteria no fermenta lactosa, pero

si fermenta la glucosa, y suelen ser movil por sus flagelos %.

La Salmonella puede provocar la salmonelosis que es una infeccion causada por
alimentos y aguas contaminadas, presenta los siguientes sintomas nauseas, vomitos,
diarrea, fiebre y otros. “Salmonella es una bacteria omnipresente y resistente que
puede sobrevivir durante varias semanas en un ambiente seco y varios meses en
agua™'.

2.8.2.1 Estructura antigénica

La estructura antigénica de la salmonella principalmente es: antigeno O, antigenoHy
en otros casos antigeno K que al encontrarse presente se relaciona con el antigeno de
virulencia (Vi)%.

2.8.2.2 Factores de virulencia

Existe varios factores de virulencia, pero uno de ellos es la produccién de tres toxinas
que son: enterotoxinas, sustancias liberadas a los intestinos que producen sintomas
gastrointestinales, endotoxinas son parte de la membrana externa de la bacteria
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ademas de estar asociada a los lipopolisacaridos y citoxinas estan en la superficie
celular que inhibe la sintesis proteica de la célula hospedadora #.

2.8.3 SHIGELLA
La Shigella, bacilo Gram negativo, inmovil, anaerobio facultativo no esporulado,
oxidasa negativa, catalasa positiva, no fermenta la lactosa, pero si hay fermentacion

de glucosa sin produccién de gas %.

La Shigella es un tipo de bacteria que puede infectar el aparato digestivo, provocando
un amplio abanico de sintomas, desde la diarrea, los retortijones, los vomitos y las

nauseas hasta complicaciones y enfermedades mas graves %,

Se trata de una infeccion muy contagiosa y que se puede prevenir lavandose las

manos a conciencia .
2.8.3.1 Estructura antigénica

La estructura antigénica de Shigella se caracteriza por presentar antigeno somatico
“O” y esta puede o0 no poseer antigeno K .
2.8.3.2 Factores de virulencia
Se encuentran diferentes factores de virulencia que se adaptan con facilidad en el
organismo hospedero donde hay dos factores de virulencia que tienen relacién con
mutaciones cromosomicas y estructuras moviles, donde los plasmidos permiten que la
bacteria tenga mecanismo de resistencia a los diversos antibiéticos, de tal manera que
el patdgeno sea mas virulento %

2.8.4 ESCHERICHIA coLI
Es una bacteria inofensiva que pertenece a la familia de enterobacterias son bacilos
Gram negativos moviles, fermenta la glucosa y la lactosa con produccién de gas, de
catalasa positiva y oxidasa negativa, ademas reduce nitratos a nitritos. Esta bacteria

se encuentra en el intestino del ser humano y en mamiferos sanos %°.

E. coli es productora de la toxina Shiga, se la encuentra en el ambiente, alimentos
contaminados, en aguas, a través del contacto con una persona o animal y otros; al
ser ingeridos dichos alimentos pueden ser la causa de infecciones, diarrea,
intoxicaciones alimentarias, vomitos y otras .

2.8.4.1 Estructura antigénica

La estructura antigénica de la E. coli se caracteriza por presentar antigeno somatico

(0O), antigeno flagelar (H) y antigeno capsular (K) .
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2.8.4.2 Factores de virulencia
Los factores de virulencia son de propiedades bioquimicas y genéticas de las bacterias
que interactuan con factores del hospedero y causan dafio #'.

2.8.5 KLEBSIELLA

Es un género de bacteria inmévil Gram negativas, de catalasa positiva y oxidasa
negativa ademas fermenta la glucosa, se encuentra en la naturaleza, pero también se

la puede encontrar en alimentos, vegetales y aguas %.

Esta puede causar distintos cuadros clinicos como infecciones al pulmoén, a las vias
urinarias, tracto intestinal, infecciones en las heridas entre otros, que son infecciones

asociadas a la asistencia sanitaria .

2.8.5.1 Estructura antigénica
La estructura antigénica de Klebsiella se caracteriza por presentar antigeno K,

antigeno O y las fimbrias %.

2.8.5.2 Factores de virulencia
Los factores de virulencia de la Klebsiella por secrecién bacteriana son de tipo | y tipo

1, entre estos factores se encuentran: lipopolisacaridos, fimbrias o pilis, capsular %°.

2.8.6 PSEUDOMONA AERUGINOSA

La pseudomona aeruginosa es un bacilo Gram negativo aerobias, con motilidad, de
catalasa y oxidasa positiva, ademas de ser una bacteria oportunista, esta presente en
el suelo, agua y generalmente se reproduce en lugares humedos, causa
enfermedades en personas con defensas afectadas, en especial en individuos con
neutropenia *.

2.8.6.1 Estructura antigénica
La estructura antigénica de las pseudomonas se caracteriza por poseer antigenos
somaticos O y flagelares H, fimbrias y capsula de polisacaridos *'.

2.8.6.2 Factores de virulencia
Producen enzimas extracelulares como elastasas, proteasas y dos hemolisinas:
fosfolipasa C termolabil y un lipopolisacarido termoestable. La exotoxina A bloquea la

sintesis de proteinas responsables de la necrosis tisular *'.
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29 Clasificacion de bacterias contaminantes en el caso de higiene de

alimentos

Cuadro 1. Bacterias contaminantes en la higiene de alimentos.

BACTERIAS CONTAMINANTES EN EL CASO DE HIGIENE DE ALIMENTOS

Acetobacter Acinetobacter Alcaligenes Bacillus /
Bacteroides Citrobacter Campylobacter* Clostridium /
Corynebacterium Enterbacter Erwina Escherichia Coli*
Flavabacterium Kurthia Micrcoccus Proteus
Pseudomonas Salmonella* Serratia Shigella*
Staphylococcus* Streptococcus® Streptomyces Lactobacillus
Leuconostoc | -— e |-

No Esporiformes*

Esporiformes /

Brucella Listeria BACTERIA INTRAHOSPITALARIA
monocytégenes

Yersinia Klebsiella

entercolitica

Fuente: Manual del Ingeniero de Alimentos™
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2.10 CLASIFICACION DE MEDIOS DE CULTIVOS DEL ESTUDIO

2.10.1 MEDIO DE CULTIVO GENERAL
Este tipo de medio es utilizado para facilitar el crecimiento de bacterias, virus y

microorganismos, como medio de cultivo general se encuentra el Agar Nutritivo.

210.1.1 AGAR NUTRITIVO
Es un medio de cultivo no selectivo y no diferencial, usado para el aislamiento y cuenta
de todo tipo de microorganismos e importantes en el uso de procedimientos para
analisis de materiales de importancia sanitaria como analisis de aguas y alimentos.

2.10.2 MEDIOS DE CULTIVOS SELECTIVOS

Este tipo de medio permite el crecimiento de un tipo de microorganismo determinado,
inhibiendo el desarrollo de otros; de los cuales se encuentran al Agar sangre y al Agar

MacConkey.

210.21 AGAR MACCONKEY
Es un medio de diferenciacion selectivo para el aislamiento y la diferenciacion de
Enterobacteriaceae y diversos bacilos Gram negativos a partir de muestras clinicas.

2.10.3 MEDIOS DE CULTIVOS DIFERENCIALES
Es un medio de cultivo utilizado para distinguir varios géneros y especies de
microorganismos por su crecimiento diferencial en el mismo; como agares
diferenciales tenemos el Agar EMB, Agar SS.

210.3.1 AGAREMB
Es un medio selectivo y diferencial de bacilos Gram negativos, idéneo para el
crecimiento de todas las enterobacterias, inhibiendo el crecimiento de bacterias Gram
positivas.

2.10.3.2 AGAR SALMONELLA - SHIGELLA
Es un medio selectivo y diferencial utilizado para el aislamiento de bacilos entéricos
patdgenos en especial de Salmonella y Shigella a partir de muestras clinicas.

210.3.3 CALDO PEPTONA

Este caldo es un medio selectivo utilizado para enriquecer todo tipo de

microorganismo.
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2.11 PRUEBAS BIOQUIMICAS
Son utilizadas para la identificacion y clasificacion de microorganismos empleados
para determinar la caracterizacion bacteriana, entre estas pruebas estan: Catalasa
Citrato, Indol, SIM, TSI y Oxidasa.
2.11.1 PRUEBA DE CATALASA

La catalasa es una enzima presente en la mayoria de los microorganismos que
poseen citocromos. Las bacterias que sintetizan la catalasa hidrolizan el hidrégeno en

agua y el oxigeno gaseoso que se libera produce burbujas.

2.11.2 PRUEBA DE CITRATO

Estudia la capacidad de utilizar el citrato como Unica fuente de carbono.

2.11.3 PRUEBA DE LISINA

Se lo utiliza para la identificacion de diferentes tipos de microorganismo especialmente

salmonella. Ademas de determinar la produccion de H,S y gas.

2.11.4 PRUEBA DE SIM

Se utiliza para determinar la produccion de sulfuro, formacion de indol y movilidad de

los microorganismos.

2.11.5 PRUEBA DE TSI

El agar TSI estudia la utilizacion de la glucosa y lactosa, la produccién de gas y acido

sulfhidrico (como producto metabdlico final de los aminoacidos azufrados).

2.11.6 PRUEBA DE UREA

Se lo utiliza para la identificacién de microorganismos Enterobacteriaceae y producciéon

de ureasa.

2.12 TINCION DE GRAM

Es una técnica de tincion diferencial que se basa en el uso de colorantes de contraste

que permiten diferenciar las morfologias de las bacterias a través del microscopio.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES DE ESTUDIO
3.1.1 Observacion de campo
En inicio se realizara una inspeccion visual del establecimiento con el propédsito de
evaluar las condiciones higiénicas sanitarias, los métodos de higiene y saneamiento de
los manipuladores y a su vez observar las condiciones en las que se opera

diariamente.

Para el muestreo se seleccionaran puntos especificos de las areas de preparacion y
de consumo de alimentos de los distintos restaurantes de la Universidad Técnica de
Machala.

3.1.2 Registro Fotografico
Se realizd la respectiva observacion a cada restaurante donde se pudo evidenciar que
cada restaurante cuenta con 2 tablas de picar de plastico y 1 de madera, y con sélo 1
meson de preparacion.

3.1.3 Revision Bibliografica
Para nuestro trabajo se conté con informacion de articulos cientificos, revistas
bibliograficas, sitios web entre otros trabajos académicos.

3.1.4 Universo
Nuestro universo consta de once restaurantes y 100 mesas en el area de consumo de
la Universidad Técnica de Machala, donde cinco restaurantes y 50 mesas son de la
Facultad de Ciencias Sociales y seis restaurantes y 50 mesas son de la Facultad de
Ciencias Empresariales, de los cuales se escogi6 aleatoriamente a cuatro restaurantes
de los once y 6 mesas en total, que ha estos se les va a realizar las pruebas
microbioldgicas en donde se toman 42 muestras en total.

3.1.5 Ubicacion Geografica
La Universidad Técnica de Machala se encuentra ubicada en la Av. Panamericana Km.
5 1/2 Via a Pasaje, la cual consta de dos patios de comida uno situado al frente a la
Facultad de Ciencias Sociales y el otro patio de comida esta ubicado frente a la
Facultad de Ciencias Empresariales.

3.2 MATERIALES DE LABORATORIO

EQUIPOS, MATERIALES, SUSTANCIAS Y REACTIVOS
EQUIPOS

e Camara de flujo
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Incubadora MEMMERT
Estufa MEMMERT

e Autoclave

e Balanza analitica CITIZEN

e Cocineta

e Contador de colonias

e Microscopio LW SCIENTIFIC

MATERIALES

e (Cajas Petri estériles
e Erlenmeyer

e Varilla de vidrio

e Mechero

e Asas de platino punta redonda
e Espatula

e Asas de siembra

e Papel aluminio

e (Gasa

e Tijeras

e Papel periodico

e Hisopos estériles

e Lapiz graso

e Papel absorbente

SUSTANCIAS

e Agar Salmonella Shigella
e Agar MacConkey

e Agar nutritivo

e Agar EMB

e Agua destilada

REACTIVOS
e Alcohol industrial

e Cristal violeta



e Lugol
e Acetona

e Safranina

3.3 METODOS

Para el desarrollo de los métodos utilizados en el presente trabajo, se aplicé la Guia
Técnica para el Analisis Microbiolégico de Superficies en contacto con Alimentos y
Bebidas, Resolucion Ministerial N° 461 — MINSA ** y Control Microbioldgico de los
Alimentos: toma, envio y preparacion de Muestras para el Analisis Microbioldgico:
Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 529-2:1999%.

3.3.1 Técnicas de Inoculacién

3.3.1.1 Método de Hisopado
Mediante un hisopo estéril humedecido con suero fisiolégico se procede a recolectar
las muestras, tanto en el area de preparaciéon como en la de consumo de alimentos,
para luego enriquecerlas con agua peptona e incubarlas a 37°C, durante seis horas.

3.31.2 Método de Estriado
Con el asa redonda estéril se coge un poco de la muestra enriquecida, para inocular
en cajas Petri que contienen agar nutritivo, realizando estrias y respectivamente se
procedid a incubar a 37°C, durante 48 horas. Pasada las 48 horas se pudo observar el
crecimiento de las diferentes colonias.

3.3.2 Aislamiento Bacteriano

Para el aislamiento bacteriano se utilizd6 la técnica de estriado, aislandose los
diferentes tipos de colonias para luego inocular en tubos de ensayo que contienen

agar nutritivo, e incubar a 37°C, durante 24 horas.

3.3.3 Método de Tincién Diferencial

Se procedié a extender la muestra en un portaobjeto, se fijé la muestra con ayuda del
mechero, ya una vez fijadas las muestras se las colocé en la porta placas y

procedimos a realizar la técnica de tinciéon de Gram.

La tincion de Gram se la utiliza para la identificacion de diferentes tipos de
microorganismos segun su coloracioén, Gram positivos (+) y Gram negativos (-). Las
bacterias tefidas de color rosa se las identifica como gram negativas y las de color

azul como gram positivas.
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3.3.4 Método Estadistico
Se utilizara el paquete estadistico SPSS versién 21 para dar a conocer los resultados

del estudio.

3.4METODOLOGIA
3.4.1 TIPO DE DISENO DE INVESTIGACION
3411 Descriptivo

Este trabajo es de caracter descriptivo. Describiendo el lugar y las areas de estudio

correspondientes a la investigacion.

3.4.2 OBJETO DE ESTUDIO

Superficies inertes de los restaurantes de la Universidad Técnica de Machala.

3.5VARIABLES
3.5.1 IDENTIFICACION DE VARIABLES
3.5.11 VARIABLE INDEPENDIENTE

Presencia de bacterias entéricas

3.5.1.2 VARIABLE DEPENDIENTE

Nivel de contaminacién de superficies

3.6 RECOLECCION DE MUESTRAS DE LAS AREAS DE PREPARACION Y

CONSUMO DE ALIMENTOS DE LOS RESTAURANTES DE UNIVERSIDAD
TECNICA DE MACHALA.

Los puntos de muestreo de las diferentes areas de preparacion seran: el mesoén de
preparacion de alimentos, tabla de picar de cada restaurante, y en el area de consumo
de alimentos se seleccioné aleatoriamente tres mesas en los restaurantes de cada
facultad y fueron recolectados en 2 estaciones (mafana y tarde). Fueron obtenidas 3
muestras de cada area del restaurante respectivamente, usando un hisopo

esterilizado, humedecido con suero fisioldgico.

Bajo la normativa de transporte y conservacion de la muestra se coloc6 cada hisopo
en un tubo previamente esterilizado, tapandose con algodon, se los colocé en una caja

cooler con hielo para mantenerlos a una temperatura de 4°C las muestras.

32



Se procedio a recolectar la primera toma de muestra en los bares de la Facultad de
Ciencias Sociales y Facultad de Ciencias Empresariales a las 7:30 a.m., de manera
aleatoria, mediante el método de hisopado en cada una de sus superficies
previamente determinadas anteriormente y por triplicado. En el transcurso de la
manana a las 11:30 a.m. se procede a realizar la segunda toma de muestra de las

superficies previamente determinadas.
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4. RESULTADOS

CUADRO DE TOMA DE MUESTRA N° 1

FECHA DE TOMA DE MUESTRA: Martes 25/Junio/2019 T° AMBIENTE: 25°C
FACULTAD: Ciencias Sociales BARES: N° 1y N° 2
TECNICA: Estriado T° MUESTRAS: 4°C

Cuadro 2. Toma de muestra en la Facultad de Ciencias Sociales. Fuente: Elaborado
por Blacio Andrea y Pérez Cinthia.

BAR 1
COCINA AREA DE CONSUMO
HORADE TOMA | MESONDE | TABLA DE PICAR MESA 1 MESA 2 MESA 3
DEMUESTRA | PREPARACION
7:30 am v v v v v
11:30 am v v v v v
BAR 2
COCINA AREA DE CONSUMO
HORA DE TOMA MESONDE | TABLA DEPICAR MESA 1 MESA 2 MESA 3
DEMUESTRA | PREPARACION
7:30 am v v v v v
11:30 am v v v v %

*Se realiz6 la toma de muestra por triplicado de las diferentes superficies inertes.
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FECHA DE TOMA DE MUESTRA: Lunes 08/Julio/2019

CUADRO DE TOMA DE MUESTRA N° 2

TECNICA: Estriado
FACULTAD: Ciencias Empresariales

T° AMBIENTE: 25°C
T° MUESTRAS: 4°C
BARES: N° 3y N° 4

Cuadro 3. Toma de muestra en la Facultad de Ciencias Empresariales. Fuente:
Elaborado por Blacio Andrea y Pérez Cinthia.

BAR 3
COCINA AREA DE CONSUMO
HORADETOMA |~ MESGNDE | TABLADEPICAR |  MESAf MESA 2 MESA 3
DEMUESTRA | PREPARACION
7:30 am v v v v v
11:30 am v v v
BAR 4
COCINA AREA DE CONSUMO
HORADETOMA |  MESONDE | TABLADEPICAR MESA 1 MESA 2 MESA 3
DEMUESTRA | PREPARACION
7:30 am v 4 4 v v
11:30 am v 4 v v v

*Se realizé la toma de muestra por triplicado de las diferentes superficies inertes.
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CUADRO DE MONITOREO BACTERIANO EN AGAR NUTRITIVO N° 1

FACULTAD: Ciencias Sociales
BARES: N° 1y N° 2

FECHA: Viernes 28/Junio/2019
T° AMBIENTE: 25°C

Cuadro 4. Monitoreo bacteriano en agar nutritivo en la Facultad de Ciencias Sociales.

Fuente:

Elaborado por Blacio Andrea y Pérez Cinthia.

COLOR DE BAR1 BAR 2 AREA DE CONSUMO
HORA | COLONIAS GRAM + GRAM - GRAM + GRAM - GRAM + GRAM -
Bk C_ocos Bacilos Stafilococos
Stafilococos
Stafilococos Stafilococos Bacilos
7:30 o Bacilos Bacilos _Bacllo_s
am Diplobacilos
Streptobacilos
Amarillas Bacilos Bacilos
Verdes Bacilos
1 l 30 il;i::: Stafilococos Cocos ——
Stafilococos Bacilos Stafilococos
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CUADRO DE MONITOREO BACTERIANO EN AGAR NUTRITIVO N° 2

FACULTAD: Ciencias Empresariales FECHA: Jueves
11/Julio/2019 BARES: N°3yN° 4 To
AMBIENTE: 25°C

Cuadro 5. Monitoreo bacteriano en agar nutritivo en la Facultad de Ciencias

empresariales. Fuente: Elaborado por Blacio Andrea y Pérez Cinthia.

COLORDE BAR 3 BAR 4 AREA DE CONSUMO
HORA | COLONIAS | GRAM + GRAM - GRAM+ | GRAM- GRAM + GRAM -
Bacilos
Blancas Diplobacilos
7:30 Streptobacilos
am
Cremas Bacilos Bacilos Bacilos
Amarillas Bacilos Bacilos
Bacilos Bacilos Cocos
11:30 Cremas Stafilococos
am
Amarillas Cocos
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FECHA: Viernes 28/Junio/2019

Sociales

TECNICA: Estriado

CUADRO DE RESULTADOS N°1

T° MUESTRAS: 4°C

BARES: N° 1y N°2
T° AMBIENTE: 25°C

FACULTAD: Ciencias

Cuadro 6. Caracterizacion bacteriana en la Facultad de Ciencias Sociales. Fuente:

Elaborado por Blacio Andrea y Pérez Cinthia.

COLONIAS
N° de COLOR OLOR FORMA BORDE TEXTURA BACTERIAS
CEPAS

1 Verde Olor fuerte Circular Entero Cremosa Bacilos Gram (-)

2 Crema Caracteristico Circular Entero Cremosa Cocos Gram (+)

3 Amarillo Olor fuerte Irregular Ondulado Cremosa Bacilos Gram (-)

4 Blanca Caracteristico Circular Entero Cremosa Bacilos Gram ()

5 Verde Olor fuerte Circular Entero Cremosa Bacilos Gram (-)

6 Crema Olor fuerte Irregular Ondulado Cremosa Bacilos Gram ()

i Crema Caracteristico Irregular Ondulado Cremosa Estafilococos Gram (+)

8 Crema Olor fuerte Puntiforme Entero Cremosa Bacilos Gram (-)

9 Crema Caracteristico Circular Entero Cremosa Estafilococos Gram (+)
10 Crema Caracteristico Irregular Ondulado Cremosa Estafilococos Gram (+)
" Crema Olor fuerte Puntiforme Entero Cremosa Bacilos Gram ()
12 Blanca Caracteristico Irregular Ondulado Cremosa Cocos Gram (+)

13 Crema Olor fuerte Puntiforme Entero Cremosa Bacilos Gram ()
14 Crema Olor fuerte Circular Entero Cremosa Bacilos Gram (-)
15 Crema Olor fuerte Irregular Ondulado Cremosa Bacilos Gram (-)
16 Blanca Caracteristico Puntiforme Entero Cremosa Cocos Gram (+)
17 Crema Olor fuerte Irregular Ondulado Cremosa Bacilos Gram (-)
18 Crema Caracteristico Irregular Lobulado Cremosa Bacilos, Streptobacilos Gram (+)
19 Amarillo Olor fuerte Puntiforme Entero Cremosa Bacilos Gram (-)
20 Crema Olor fuerte Circular Entero Cremosa Bacilos Gram (-)
21 Crema Olor fuerte Puntiforme Entero Cremosa Bacilos Gram ()
22 Crema Olor fuerte Irregular Ondulado Cremosa Bacilos Gram ()
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CUADRO DE RESULTADOS N°2

FECHA: Jueves 11/Julio/2019

Empresariales

T° AMBIENTE: 25°C
TECNICA: Estriado

BARES: N° 3y N° 4
T° MUESTRAS: 4°C

FACULTAD: Ciencias

Cuadro 7. Caracterizacion bacteriana de la Facultad de Ciencias Empresariales.
Fuente: Elaborado por Blacio Andrea y Pérez Cinthia.

COLONIAS
N® de COLOR OLOR FORMA BORDE TEXTURA BACTERIAS
CEPAS

1 Crema Olor fuerte Irregular Ondulado Cremosa Bacilos Gram (-)

2 Amarillo Caracteristico Circular Entero Cremosa Bacilos Gram (+)

3 Amarillo Olor fuerte Circular Entero Cremosa Bacilos Gram (-)

4 Crema Olor fuerte Circular Ondulado Cremosa Bacilos Gram ()

5 Crema Olor fuerte Irregular Ondulado Cremosa Bacilos Gram (-)

6 Crema Olor fuerte Irreqular Ondulado Cremosa Bacilos Gram (-)

7 Amarillo Olor fuerte Irregular Ondulado Seca Bacilos Gram (-)

8 Crema Qlor fuerte Irregular Ondulado Cremosa Bacilos Gram (-)

9 Crema Olor fuerte Circular Entero Cremosa Bacilos Gram (-)

10 Crema Qlor fuerte Circular Entero Cremosa Bacilos Gram (-)

1" Crema Caracteristico Circular Entero Cremosa Cocos, Stafilococos Gram

(+)

12 Crema Qlor fuerte Puntiforme Entero Cremosa Bacilos Gram (-)

13 Crema Caracteristico Gircular Entero Cremosa Cocos Gram (+)

14 Blanca Caracteristico Circular Entero Cremosa Bacilos, Diplobacilos,

Streptobacilos Gram (+)
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CUADRO DE RESULTADOS N°1

FECHA: Sabado 29/Junio/2019 T° AMBIENTE: 25°C
TECNICA: Estriado FACULTAD: Ciencias Sociales
T° MUESTRAS: 4°C BARES: N° 1y N°2

Cuadro 8. Identificaciéon bacteriana mediante las pruebas bioquimicas en la Facultad

de Ciencias Sociales. Fuente: Elaborado por Blacio Andrea y Pérez Cinthia.

BIOQUIMICA
CEPA CITRATO*C LISINA "L SIM*§ TSI*T UREA *U CATALASA OXIDASA
*Cat *0
N® + - + - Motilidad PICO/ Hz§ Gas + - + - +
- E FONDO - +

- | | a Ak H | H |

2 v v v afalk v v v i v

3 v ¥ v ala v v v ¥ ¥
4 v v v alalk v v v v v
5 H [ N 7] alkiak | | 7] NN 7]

[i] ¥ ¥ v |77 v v ¥ v v
[ v v v ala v 4 v v v
8 ¥ v v ala ¥ v v ¥ v
9 v v v ala v v v v v

10 v v v aa v v ¥ v v
1" v v alkia v v v v v
12 v v v | alkfalk v v v v v
13 v v v alkia v v v ¥
14 v v v alkia v v v v v
15 v v ¥ alkia v v v v v
16 v v v alkia v v v v v

17 g v v ala v 'E e v v
18 v v v alkia v v v v v
19 ¥ v v ala v ¥ v |7 ¥
20 v v v ala ¥ v % ¥ ¥
2

22

Amarillo: Shigella; Turquesa: Salmnella; Nlerde: E. coli; -: Pseudomona Aeruginosa;

RBS808: K/cbsiella

*C: Si es de color verde es negativo y si es de color azul es positivo para citrato.

*L: Si es de color morado es positivo y si es de color amarillo es negativo para lisina.
*S: Si hay turbidez y si se extiende mas alla de la linea de siembra en el agar es
porque hay motilidad en sim.

*T: Si el pico o fondo es de color rojo es alcalino, y si el pico o fondo es de color
amarillo es &cido, si se ennegrece hay presencia de H,S y si hay burbujas o
rompimiento del agar es porque hay gas en tsi.

*U: Si es de color amarillo es negativo y si es de color rosado es positivo para urea.
*Cat: Si hay presencia de burbujas es positiva y si no hay es negativa para catalasa.

*O: Si la tirilla cambia a color morado es positivo, si no cambia es negativo en oxidasa.
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INTERPRETACION: BAR 1

CEPA 1 y 5 (MESON): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo se
observé que las colonias son de color verde, presentan un olor fuerte, la forma de las
colonias son circulares con bordes enteros y texturas cremosas. En las pruebas
bioquimicas resulté positivo en CITRATO, LISINA, SIM, CATALASA, OXIDASA, en TSI
es alcalina sin producir gas ni H,S y en UREA es negativa; obteniendo como resultado

la presencia de Pseudomona aeruginosa, y en tincion de gram se observo bacilos

negativos.
llustracion 1. Cepa 1 llustracion 2. Cepa 5
Pseudomona aeruginosa en agar Pseudomona aeruginosa en agar
MacConkey. MacCaonkey.

CEPA 3 (MESON): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo se observo
que las colonias son de color amarillo, presentan un olor fuerte, la forma de las
colonias es irregular con borde ondulado y una textura cremosa. En las pruebas
bioguimicas resulté positivo en LISINA, SIM, CATALASA, en TSI es acida, produce
gas, sin producir H,S y en UREA, CITRATO y OXIDASA es negativa; obteniendo como

resultado la presencia E. Coli, y en tinciéon de gram se observo bacilos negativos.

CEPA 6 (TABLA DE PICAR): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo
se observo que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la forma de
las colonias es irregular con borde ondulado y una textura cremosa. En las pruebas
bioquimicas resulté positivo en LISINA, SIM, CATALASA, en TSI es acida, produce
gas, sin producir H,S y en UREA, CITRATO y OXIDASA es negativa; obteniendo como

resultado la presencia E. Coli, y en tincién de gram se observo bacilos negativos.
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llustracion 3. E. coli en agar MacConkey.

CEPA 8 t (TABLA DE PICAR): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo
se observo que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la forma de
las colonias es puntiforme con borde entero y una textura cremosa. En las pruebas
bioquimicas resultd positivo en LISINA, SIM, CATALASA, en TSI es acida, produce
gas, sin producir H,S y en UREA, CITRATO y OXIDASA es negativa; obteniendo como

resultado la presencia E. Coli, y en tinciéon de gram se observo bacilos negativos.

llustracion 4. E. coli en agar MacConkey.

INTERPRETACION: BAR 2

CEPA 11 (TABLA DE PICAR): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo
pudimos ver que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la forma de
las colonias es puntiforme con borde entero y una textura cremosa. En las pruebas
bioquimicas nos dio positivo en CITRATO, LISINA, SIM, CATALASA, en TSI es
alcalina/acida, produce gas y H,S y en UREA, y OXIDASA es negativa; dando como
resultado la presencia Salmonella, y en cuanto a la tincion de gram que se observo

bacilos negativos.
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llustracion 5. Salmonella en agar MacConkey.

CEPA 13, 14, 15 t (area de consumo): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar
nutritivo pudimos ver que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la
forma de las colonias es puntiforme, circular e irregular con bordes entero, ondulado y
una textura cremosa. En las pruebas bioquimicas nos dio negativa CITRATO, LISINA,
SIM, UREA, y OXIDASA, en TSI es alcalina/acida, no produce gas ni H,S y en
CATALASA es positiva; dando como resultado la presencia Shigella, y en cuanto a la

tincién de gram que se le realiz6 se observé bacilos negativos.

CEPA 17,19,20 (area de consumo): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar
nutritivo pudimos ver que las colonias son de color crema, amarilla, presentan un olor
fuerte, la forma de las colonias son irregulares, puntiformes, circular con borde
ondulado, enteros y una textura cremosa. En las pruebas bioquimicas nos dio positivo
en LISINA, SIM, CATALASA, en TSI es acida, produce gas, pero no H,S y en UREA,
CITRATO y OXIDASA es negativa; dando como resultado la presencia E. Coli, y en

cuanto a la tincién de gram se observo bacilos negativos.

llustracién 6. E. coli en agar EMB
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CEPA 21 t (area de consumo): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar
nutritivo se observé que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la
forma de las colonias son circular, puntiforme con bordes enteros y una textura
cremosa. En las pruebas bioquimicas resultdé positivo en CITRATO, LISINA, UREA,
CATALASA, en TSI es acida, produce gas, sin producir H,S, en SIM y OXIDASA es
negativa; obteniendo como resultado la presencia Klebsiella, y en tincion de gram se

observo bacilos negativos.

llustracién 7. Klebsiella pneumoniae en agar MacConkey

CEPA 22 (area de consumo): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo
se observd que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la forma de
las colonias e irregular, con bordes ondulado y una textura cremosa. En las pruebas
bioquimicas resultdé positivo en CITRATO, LISINA, UREA, CATALASA, en TSI es
acida, produce gas, sin producir H,S, en SIM y OXIDASA es negativa; obteniendo
como resultado la presencia Klebsiella, y en tincion de gram se observd bacilos

negativos.

llustracion 8. Klebsiella pneumoniae en agar MacConkey
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CUADRO DE RESULTADOS N°2

FECHA: Viernes 12/Julio/2019 FACULTAD: Ciencias Empresariales
T° AMBIENTE: 25°C BARES: N° 3y N° 4
TECNICA: Estriado T° MUESTRAS: 4°C

Cuadro 9. Identificacion bacteriana mediante las pruebas bioquimicas en la Facultad

de Ciencias Empresariales. Fuente: elaborado por Blacio Andrea y Pérez Cinthia.

BIOQUIMICA

CEPA | CITRATO"C | LISINA“L SIM S TSI T UREA"U ATALASA | GXDASA'D

N° + - + - Motilidad | PICOFONDO S o = - + Cat - . -
+ - + - + =

. ¢ % v alk/a o 7 7 = -
2 72 o % alkak 7 s R o
3 Y ¥ v| akla 7% 7 T -
4 L ¥ v| alkia 7 7 . -
1 H-1— 11
]
L v i v alk/a b 7 7 v v
: 4 % i alk/a % % 7 7 .
2 - = £l ala B B 2 B
10 ¥ ¥ v alk/a 7 77 7 ( >
1 ¥ W % alak 7 T g J
A S - -
2 ’ L ala v v v v v
L | 7| alkak 7 7 — N

Amarillo; Shigella; Turguesa: Salmnella; Yerde] E. coli: BBl Pseudomona Aeruginosa; [REBE08. Klebsiella

*C: Si es de color verde es negativo y si es de color azul es positivo para citrato.
*L: Si es de color morado es positivo y si es de color amarillo es negativo para lisina.
*S: Si hay turbidez y si se extiende mas alla de la linea de siembra en el agar es
porque hay motilidad en sim.

*T: Si el pico o fondo es de color rojo es alcalino, y si el pico o fondo es de color
amarillo es acido, si se ennegrece hay presencia de H2S y si hay burbujas o
rompimiento del agar es porque hay gas en tsi.

*U: Si es de color amarillo es negativo y si es de color rosado es positivo para urea.
*Cat: Si hay presencia de burbujas es positiva y si no hay es negativa para catalasa.

*O: Si la tirilla cambia a color morado es positivo, si no cambia es negativo en oxidasa.
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INTERPRETACION: BAR 3

CEPA 1 (MESON): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo se observo
que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la forma de las colonias
es irregular con borde ondulado y una textura cremosa. En las pruebas bioquimicas
resultd positivo en CITRATO, LISINA, SIM, CATALASA, en TSI es alcalina/acida,
produce gas y H,S y en UREA, y OXIDASA es negativa; obteniendo como resultado la

presencia Salmonella, y en tincién de gram se observo bacilos negativos.

llustracién 9. Salmonella en agar MacConkey

CEPA 3 t (MESON): De acuerdo a su caracterizacién fisica en agar nutritivo se
observd que las colonias son de color amarillo, presentan un olor fuerte, la forma de
las colonias circular, con bordes entero y una textura cremosa. En las pruebas
bioquimicas resulté negativa CITRATO, LISINA, SIM, UREA, y OXIDASA, en TSI es
alcalina/acida, sin producir gas, H,S y en CATALASA es positiva; dando como

resultado la presencia Shigella, y en tincién de gram se observé bacilos negativos.

llustracion 10. Shigella en agar MacConkey.
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CEPA 4 t (TABLA DE PICAR): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo
se observd que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la forma de
las colonias son circulares con bordes ondulados y una textura cremosa. En las
pruebas bioquimicas resultdé negativa CITRATO, LISINA, SIM, UREA, y OXIDASA, en
TSI es alcalina/acida, sin producir gas ni H,S y en CATALASA es positiva; dando como
resultado la presencia Shigella, y en cuanto a la tincion de gram se observé bacilos

negativos.

llustracion 11. Shigella en agar MacConkey.

INTERPRETACION: BAR 4

CEPA 5 (MESON): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo se observo
que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la forma de las colonias
son irregulares con bordes ondulados y una textura cremosa. En las pruebas
bioquimicas resulté positivo en CITRATO, LISINA, UREA, CATALASA, en TSI es
acida, produce gas, sin producir H,S y en SIM y OXIDASA es negativa; obteniendo
como resultado la presencia Klebsiella, y en tincibn de gram se observé bacilos
negativos.

llustracion 12. Klebsiella pneumoniae en agar EMB
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CEPA 6 t (MESON): De acuerdo a su caracterizacién fisica en agar nutritivo se
observé ver que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la forma de
las colonias son irregulares con bordes ondulados y una textura cremosa. En las
pruebas bioquimicas resulté positivo en CITRATO, LISINA, UREA, CATALASA, en TSI
es acida, produce gas, sin producir H,S y en SIM y OXIDASA es negativa; obteniendo
como resultado la presencia Klebsiella, y en tincion de gram se observd bacilos

negativos.

llustracién 13. Klebsiella pneumoniae en agar EMB

CEPA 7 (TABLA DE PICAR): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo
se observo que las colonias son de color amarilla, presentan un olor fuerte, la forma de
las colonias es irregular con borde ondulado y una textura seca. En las pruebas
bioquimicas resultd positivo en CITRATO, LISINA, SIM, CATALASA, en TSI es
alcalina/acida, produce gas y H,S y en UREA, y OXIDASA es negativa; dando como

resultado la presencia Salmonella, y en tincion de gram se observoé bacilos negativos.

llustracién 14. Salmonella en agar MacConkey
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CEPA 8 t (TABLA DE PICAR): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo
se observd que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la forma de
las colonias es irregular con borde ondulado y una textura cremosa. En las pruebas
bioquimicas resulté positivo en CITRATO, LISINA, SIM, CATALASA, en TSI es
alcalina/acida, produce gas y H,S y en UREA, y OXIDASA es negativa; obteniendo
como resultado la presencia Salmonella, y en tincion de Gram se observé bacilos

negativos.

llustracién 15. Salmonella en agar MacConkey.

CEPA 9 t (TABLA DE PICAR): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo
se observd que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la forma de
las colonias es circular con borde entero y una textura cremosa. En las pruebas
bioquimicas resultd positivo en LISINA, SIM, CATALASA, en TSI es acida, produce
gas, son producir H,S y en UREA, CITRATO y OXIDASA es negativa; obteniendo

como resultado la presencia E. Coli, y en tincion de gram se observé bacilos negativos.

llustracién 16. E. coli en agar MacConkey.

T
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CEPA 10 t (TABLA DE PICAR): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar
nutritivo se observé que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la
forma de las colonias son circular con bordes entero y una textura cremosa. En las
pruebas bioquimicas resultdé positivo en CITRATO, LISINA, SIM, CATALASA, en TSI
es alcalina/acida, produce gas y H,S y en UREA, y OXIDASA es negativa; obteniendo
como resultado la presencia Salmonella, y en tincion de gram se observd bacilos

negativos.

CEPA 12 (area de consumo): De acuerdo a su caracterizacion fisica en agar nutritivo
se observo que las colonias son de color crema, presentan un olor fuerte, la forma de
las colonias son puntiforme con bordes enteros y texturas cremosas. En las pruebas
bioquimicas resulto positivo en CITRATO, LISINA, SIM, CATALASA, OXIDASA, en TSI
es alcalina, sin producir gas ni H,S y en UREA es negativa; obteniendo como resultado
la presencia de Pseudomona aeruginosa, y en tincion de gram se observd bacilos

negativos.

lustracion 17. Pseudomona aeruginosa en agar MacConkey.
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Cuadro 10. Tabla cruzada de las superficies inertes de los bares de la Universidad
Técnica de Machala y la frecuencia bacteriana. Fuente: Elaborado por Blacio Andrea y

Pérez Cinthia.

SUPERFICIES
INERTES

BACTERIAS
ENTERICAS

BAR 1

BAR 2

BAR 3

BAR 4

>F

MF

>F

MF | <F

>F

MF

<F |>F [MF

<F

MESON

E. coli

Salmonella

Shigella

Klebsiella

Pseudomona

TABLA DE
PICAR

E. coli

Salmonella

Shigella

Klebsiella

Pseudomona

AREA DE
CONSUMO

SOCIALES

EM

PRESARIALES

>F

MF

<F

>F

MF

<F

E. coli

Salmonella

Shigella

Klebsiella

Pseudomona

Mayor frecuencia (> F) = 3; Mediana frecuencia (M F) = 2; Menor frecuencia (< F) =1
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En el grafico 1 se determin6 que en los mesones hay la incidencia de bacterias como
Klebsiella, Pseudomona, las cuales estan presentes con una mediana frecuencia, E.
coli y Salmonella presentan una baja frecuencia bacteriana en esta superficie. En la
tabla de picar se determind una mayor frecuencia bacteriana de Salmonella, una
media frecuencia de E. coli y una baja frecuencia de Shigella. Con respecto al area de
consumo se determiné una mayor frecuencia bacteriana de E. coli, Shigella, una
mediana frecuencia de Klebsiella y una menor frecuencia por Pseudomona

correspondiente a superficies inertes.

Grafico 1. Frecuencia bacteria en las superficies inertes (meson, tabla de picar y

mesas) de los bares de la Universidad Técnica de Machala.

SUPERFICIES
INERTES

Katon
Tabla de Picar
Maryor Frecusncia™ [T Arga de consumo

Mediana Frecuencia™ =1

Baja Frecusncia]

FRECUENCIA DE LA BACTERIA

Sin desarrolio—)

Ecol  Salmonels Shigsla  Hisbsiela Pseudomona
BACTERIAS ENTERICAS
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En el grafico 2 podemos observar que la mayor incidencia de la frecuencia bacteriana
segun los Restaurantes de Facultad de Ciencias Sociales (Bar 1 y 2) y la Facultad de
Ciencias Empresariales ( Bar 3 y 4) de la Universidad Técnica de Machala que se
analizaron se evidencio que el Bar 4 presenté una mayor frecuencia de Salmonella y
una mediana frecuencia de Klebsiella, el Bar 1 obtuvo una mediana frecuencia
correspondiente a E. coli y Pseudomona, el Bar 2 y 3 tuvieron una baja frecuencia en
Salmonella y el Bar 3 también presenta una baja frecuencia para Shigella. Al
comparar la frecuencia bacteriana de las superficies inertes entre los restaurantes de
la Facultad de Ciencias Sociales y Ciencias Empresariales, se determiné que los

restaurantes de Ciencias Empresariales presentan mayor frecuencia bacteriana.

Grafico 2. Frecuencia bacteriana en los bares de la Universidad Técnica de Machala.

BARES
DE LA,
uTMACH
W Bar 1

Mayer Frecusncia— B Bar 2

Egar 3
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E col Salmonein Shigellz Kiebsiella Pseudomona
BACTERIAS ENTERICAS
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En el grafico 3 observamos que la frecuencia bacteriana segun las areas de consumo
de alimentos determina, que el area de consumo de la Facultad de Ciencias Sociales
es la que tiene mayor y mediana frecuencia bacteriana de E. coli, Shigella y Klebsiella
y la Facultad de Ciencias Empresariales presenta una baja frecuencia de

Pseudomona.

Grafico 3. Frecuencia bacteriana en las areas de consumo de los alimentos de los

bares de la Universidad Técnica de Machala.

BARES DE LA
UTMACH

Bar de Ciencias Sociales
Bar de Cienciags
Mayor Frecuencia=— Empresariales

Mediana Frecuencia™

Baja Frecuencia—

FRECUENCIA DE LA BACTERIA

Sin desarrolio=

E.coli Salmonella  Shigella  Klebsiella Pseudomona
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4.1 DISCUSION

En el presente estudio realizado en las en superficies inertes (meson, tabla de picar y
mesas) de los restaurantes de la Universidad Técnica de Machala se encontro la
presencia de bacterias entéricas como: E. coli, Salmonella, Shigella, Pseudomona
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae mediante los analisis microbiolégicos, indicando
que existe una inadecuada desinfeccion higiénico sanitaria por parte del personal.
Comparando con otros estudios que se han realizado como en Bogota por Martin
Bayona reporté la presencia de E. coliy Salmonella en alimentos contaminados lo cual
manifiesta un riesgo microbioldgico en ellos, en otro estudio realizado en el 2016 por
Martin, Mengual, Carcedo, Lépez, y Alava obtuvieron como resultado la presencia de
E. coli y Staphylococcus aureus debido a los malos habitos de higiene que se dan en
los restaurantes al no contar con los protocolos de limpieza respectivamente, en un
estudio del 2015 elaborado por Mohamedin, Michel y Tolba dan a conocer sobre la
calidad microbiolégica de los alimentos donde indicaron la presencia de E. coli y
Staphylococcus aureus, este estudio revelé que la calidad microbioldgica de las
muestra son inaceptables por lo cual manifiesta una contaminacién alimentaria, en el
2016 un estudio hecho por Jibrin, Firdausi, Hamza y Saratu determinaron la presencia
de E. coli, Enterobacter spp, Shigella spp, Staphylococcus aureus, Salmonella spp,
Klebsiella spp, Streptococcus spp y Vibrio spp que indican la mala practica de higiene
de los manipuladores de alimentos, que a su vez puede servir como fuente de
infeccién para los comensales, en un estudio realizado en 2016 en Colombia se
determind que en las superficies inertes se encontraron bacterias como:
Pseudomonas spp, Micrococcus luteus, E. coli, Staphylococcus aureus. Al comparar
con otros articulos se pudo confirmar que las bacterias mas predominantes en

superficies inertes son: E. coli y Pseudomonas.

No es muy comun encontrar Klebsiella en las superficies inertes ya que esta bacteria
es de caracter intrahospitalaria, pero al comparar con otros articulos por Paczosa y

Lopez podemos decir que se debe a una contaminacion cruzada.
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5. CONCLUSIONES

Se confirmo la presencia de bacterias entéricas como: E. Coli, Salmonella,
Shigella, Klebsiella y Pseudomona Aeruginosa, en areas de preparacion
(meson y tabla de picar) y consumo de alimentos (mesas) en restaurantes de la

Universidad Técnica de Machala.

La frecuencia bacteriana en las superficies inertes de los restaurantes de la

Universidad Técnica de Machala son E. coli, Salmonella 'y Shigella.

El personal que conforma la Unidad de Bienestar Estudiantil se comprometio al
control de la seguridad alimentaria y nutricional de la institucion, ademas de la
elaboracion de un instructivo sobre las buenas practicas higiénico sanitarias
que se deben llevar a cabo en cada una de las areas de estudio y en todos los

restaurantes de la Universidad Técnica de Machala.
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6. RECOMENDACIONES

Instruir al personal encargado de la preparacion de alimentos sobre el manual
de correctas practicas de higiene y manipulacion de alimentos en

restaurantes/cafeterias, para conseguir la inocuidad alimentaria.

A las superficies inertes se las debe higienizar frecuentemente para eludir la
contaminacién bacteriana entre la preparacion y servicio de alimentos en los

restaurantes de la Universidad Técnica de Machala.

Evaluar y controlar al personal de limpieza cada tres meses sobre las buenas
practicas higiénico sanitarias que se deben llevar a cabo en cada una de las

areas de estudio de los restaurantes de la Universidad Técnica de Machala
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ANEXOS

llustracion 18. Preparacién llustracién 19. Preparacién

de agar nutritivo. de agar EMB.

llustracién 20. Esterilizacién llustracién 21. Dispensacién
de agares. de agar nutritivo.

llustracién 22. Dispensacion llustracion 23. Permiso de

de agar EMB. toma de muestra.
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llustracion 24. Toma de llustracion 25. Toma de muestra

muestra en tabla de picar. en mesoén de preparacion.

llustracion 26. Toma de llustracion 27. Conservacion

muestra en mesa de consumo. de la muestra a 4 °C.

llustracion 29. Incubacion de la

llustracion 28. Inoculacion de
muestra a 37.5°C durante 48

muestra en agar nutritivo
horas.
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llustracion 30. Crecimiento

de colonias en agar nutritivo.

llustracion 32. Colonias

aisladas en agar nutritivo.

llustracion 34. Inoculacion de
las muestras en pruebas

bioguimicas.

llustracion 31. [Inoculacién

para el aislamiento de colonias.

K

llustracién 33. Fijjacién de

muestra para Tincién de Gram.

llustracion 35. Pruebas

Bioquimicas.




Hlustracion 36.

Prueba

bioquimica de Citrafo.

Hustracion 38.

Prueba

biogquimica de Lisina.

llustracion  40.

bioquimica de SIM.

Prueba

llustracion 37. Prueba

bioquimica de TSI.

Nustracion 39. Prueba

bioquimica de Urea.

Hustracion 41. Crecimiento de

colonias en agar MacConkey.
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llustracién 42. Crecimiento de llustracion  43.  Prueba

bioquimica de Oxidasa.

colonias en agar EMB.

llustracion 44. Bacilos Gram +. llustracion 45. Bacilos Gram -.

llustracion 46. Stafilococos llustracion 47. Cocos Gram +.

Gram +.
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llustracion
Diplobacilos,
Gram +.

48. Bacilos,
Streptobacilos

llustracion 49. Socializacion de
resultados con las autoridades de la
Unidad de Bienestar Estudiantil.
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