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Resumen

Este trabajo valida el método microbioldgico rapido Petrifilm para cuantificar Escherichia coli
en embutidos, analizando parametros como precision, exactitud, repetibilidad, limite de
cuantificacion e incertidumbre. Para realizar la validacion, se emple6 el método AOAC 991.14
del, que emplea la metodologia del recuento directo en placa para E.coli, utilizando la cepa
de referencia de la ATCC #11775, la poblacion bacteriana se ajust6 a diferentes niveles de
concentracion (Nivel I, Il y 1ll) con ayuda de un densitometro. Los resultados muestran que
los valores de los parametros de validacién, se encuentran dentro de rangos aceptables de
acuerdo a la Guia Eurachem, de esta manera se comprueba que los resultados son
confiables. EI método por Petrifilm representa una alternativa eficiente para el control de
calidad, contribuyendo asi a la seguridad alimentaria. Su implementacion puede ser
especialmente valiosa en un entorno donde la rapidez y precision son cruciales para
garantizar productos seguros para el consumo.

Palabras clave: Petrifilm, Escherichia coli, validacion.



Abstract

This work validates the Petrifilm rapid microbiological method for quantifying
Escherichia coli in sausages, analyzing parameters such as precision, accuracy, repeatability,
guantification limit and uncertainty. To perform the validation, the AOAC 991.14 method was
used, which employs the direct plate count methodology for E. coli, using the ATCC reference
strain #11775. The bacterial population was adjusted to different concentration levels (Level
I, I and 111) with the help of a densitometer. The results show that the values of the validation
parameters are within acceptable ranges according to the Eurachem Guide, thus proving that
the results are reliable. The Petrifilm method represents an efficient alternative for quality
control, thus contributing to food safety. Its implementation can be especially valuable in an
environment where speed and precision are crucial to guarantee safe products for
consumption.

Keywords: Petrifilm, Escherichia coli, microbiology, validation.



Introduccién

Este proyecto se basa en la validacién del método microbiolégico cuantitativo, el cual
es un proceso importante para la implementacion de la técnica analitica microbiolégica, pues
se logré establecer de forma experimental que las caracteristicas de su desempefio cumplen
con los requisitos para la aplicacion prevista. Para ello se tomé en cuenta los siguientes
parametros, sensibilidad, especificidad, precision, veracidad, reproducibilidad y robustez
(Arias, 2013).

Para el presente proyecto de fin de titulacién, se plante6 validar el método rapido
petrifilm para la cuantificacion de coliformes y Escherichia coli con el método oficial AOAC
991.14, se utilizé la cepa de referencia ATCC # 11775 de la coleccién American Type Culture
Collection, en embutidos. Este método es ampliamente reconocido en la industria alimentaria
debido a su facilidad para llevar a cabo controles microbioldgicos, lo que simplifica
considerablemente las dificultades asociadas al analisis microbiolégico de los alimentos
(Figueroa et al., 2015).

Los embutidos son productos de venta libre, los cuales tienen gran aceptacion por sus
atributos organolépticos y practicidad de consumo, no obstante, la naturaleza y produccion
de los embutidos son vulnerables a la contaminacién con microorganismos que ocasionan su
deterioro, asi como por patdgenos asociados a enfermedades transmitidas por los alimentos
(Jiménez-Edeza et al., 2020).

El grupo coliforme (Escherichia coli, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia vy
Klebsiella) son utilizados con frecuencia como indicador bacteriano de la calidad sanitaria de
los alimentos y el agua, estas son bacterias gramnegativas, con forma de baston, no
formadoras de esporas, que pueden fermentar la lactosa con produccion de acido y gas
cuando se las incuba a 35—-37°C. Los coliformes pueden encontrarse en ambientes acuaticos,
suelo y vegetacion; ademas de estar presentes en grandes cantidades en las heces de los
animales de sangre caliente (Coliformes, 2021).

Escherichia coli es una bacteria gram negativa que forma parte de la microbiota del

tracto gastrointestinal, es el organismo aislado con mayor frecuencia en el laboratorio clinico



ya que es un patdégeno entérico importante, especialmente en los paises en desarrollo. Los
principales grupos de este organismo responsable de la enfermedad entérica incluyen los
serotipos enteropatégenos clasicos (EPEC), enterotoxigénicos (ETEC), enteroinvasivos
(EIEC), enterohemorragicos (EHEC) y enterogregativos (EAEC). Durante el proceso de
elaboracion y empaque del embutido, se deben llevar controles en cada etapa para evitar
contaminaciones en el alimento y por tanto cumpla su estado inocuo hasta su expiracion.

En el primer capitulo: se abordan temas como validacién de métodos microbioldgicos,
métodos de validacion, parametros de validacién, cepa de referencia y enfermedades
transmitidas por alimentos. En el segundo capitulo se refiere a los objetivos generales y
especificos. En el tercer capitulo se especifica la preparacion del material, reconstitucion de
la cepa de referencia, metodologia AOAC, repetibilidad y preparacion de niveles para
validacion del método. En el cuarto capitulo se relata los resultados representados en tablas
y figuras, también se encuentran las discusiones conclusiones y recomendaciones.

Este trabajo de titulacidbn tiene como objetivo contribuir a la confiabilidad,
confidencialidad, exactitud y precisién de resultados de los Laboratorios UTPL, en cuanto a

pruebas microbiol6gicas en alimentos.



Capitulo uno
Marco tedrico
1.1 Validacion de métodos microbiolégicos

La validacion de métodos se puede conceptualizar como el conjunto de
procedimientos llevados a cabo para "confirmar mediante evaluacion y proporcionar pruebas
objetivas que demuestren el cumplimiento de requisitos especificos destinados al uso previsto
de los procedimientos analiticos" (Rabenau, 2007).

La validacion de técnicas microbiolégicas debe reflejar las condiciones reales de
prueba. Esto se logra empleando muestras contaminadas de forma natural o muestras
contaminadas que han sido fortificadas a un nivel especifico. En lineas generales, el
procedimiento implica la creacién de una muestra mediante la adicion de material interferente
a una muestra real que contenga el material a analizar. Posteriormente, se diluye una
segunda porcion de la muestra original con un solvente, y ambas muestras se analizan para
determinar la discrepancia entre ellas (Camaré et al., 2015).

1.2 Métodos de validacion

Es relevante abordar la descripcién de las categorias de métodos de acuerdo con las
pautas establecidas por la Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC), las cuales clasifican
dichos métodos como tipo I, Il, lll y IV, cada una con requisitos de validacion especificos.

1.1.1 Métodos normalizados (tipo I)

Procedimiento de prueba estandarizado que se emplea de manera precisa conforme
a lo especificado en la normativa correspondiente (Artedinamico, 2022).
1.2.2 Métodos alternativos al método de referencia (tipo 1)

Los métodos desarrollados por los fabricantes de equipos son cominmente
clasificados en esta categoria. El laboratorio debe contar con pruebas que respalden la
validacién del método, y, para propésitos de validacion, se consideraran equivalentes a los

métodos de referencia (Camaro et al., 2015).



1.2.3 Métodos normalizados con modificaciones o basados en métodos de referencia
(tipo 1)

Procedimiento de prueba normalizado modificado, el cual no se ejecuta de manera
exacta segun la descripcion en la normativa, debido a expansiones y/o modificaciones en el
alcance del método normalizado (Artedinamico, 2022).

1.2.4 Otros métodos (tipo 1V)

Estos métodos son aquellos desarrollados por el propio laboratorio o por cualquier
otra entidad, como un fabricante o proveedor, que no cuentan con la aprobacion formal como
métodos de referencia o alternativos. La validacion de tales métodos debe ser exhaustiva y
adaptarse segln sea necesario para cumplir con los requisitos especificos de la aplicacion o
el campo de aplicacion correspondiente (Camaro et al., 2015).

1.3 Parametros de validacion
1.3.1 Reproducibilidad

La proximidad de la concordancia entre resultados individuales en un material de
prueba idéntico, utilizando el mismo método y realizado por operadores en equipos diferentes
se conoce como reproducibilidad. El limite de reproducibilidad (R) establece el valor mas bajo
o igual en el cual se espera que la diferencia absoluta entre los resultados obtenidos bajo
condiciones reproducibles tenga una probabilidad del 95%. Si la diferencia entre los
resultados de dos laboratorios diferentes supera el valor de R, se consideran sospechosos
(Ortega et al., 2013).

1.3.2 Repetibilidad

La proximidad de resultados independientes obtenidos mediante el mismo método,
utilizando un material de prueba idéntico y en las mismas condiciones (equipo, operador,
laboratorio y a cortos intervalos de tiempo, es decir, condiciones de repetibilidad) se denomina
repetibilidad. El limite de repetibilidad (r) representa el valor mas bajo o igual en el cual se
espera que la diferencia absoluta, obtenida bajo condiciones de repetibilidad, tenga una
probabilidad del 95%. Si la diferencia entre los dos resultados excede el valor de (r), se

considera que los resultados son sospechosos (Ortega et al., 2013).



1.4 Cepa de referencia
1.4.1 Escherichia coli

Para el desarrollo de la investigacion se empled la cepa Escherichia coli de la
coleccién American Type Culture Collection ATCC # 11775 con el método oficial AOAC
991.14.
1.5 Enfermedades transmitidas por alimentos (eta)
1.5.1 Escherichia coli en alimentos

E. coli es una bacteria que se encuentra en los intestinos de personas y animales, asi
como en el medio ambiente, los alimentos y el agua contaminada. La mayoria de los tipos de
E. coli son inofensivos, pero algunos pueden causar enfermedades graves, como diarrea,
infecciones urinarias y del torrente sanguineo. Las personas mas vulnerables a la infeccién
son adultos mayores, nifios menores de 5 afios, personas con sistemas inmunoldgicos
debilitados y aquellos que viajan a ciertos paises. Los sintomas comunes incluyen diarrea,
célicos estomacales y, en casos graves, el sindrome urémico hemolitico. Es importante
buscar atencién médica si los sintomas persisten o0 empeoran. Se recomienda practicar una
buena higiene y tomar precauciones al manipular alimentos y agua para prevenir la infeccidon

por E. coli (Centers for Disease Control and Prevention, 2023).



Capitulo dos
Objetivos
2.1 General
Contribuir a la confiabilidad, confidencialidad, exactitud y precision de resultados de
los Laboratorios UTPL, en cuanto a pruebas microbioldgicas en alimentos.
2.2 Especifico
Implementar método de recuento de Escherichia coli.

Validar, método de recuento de Escherichia coli.



Capitulo tres
Materiales y métodos
3.1 Preparacién del material

Para la realizacion del trabajo experimental, previamente se esterilizé el material
necesario a 121°C durante 15 minutos. Se utiliz6 probetas de 100 ml, frascos tipo rosca de
100 mly 250 ml, tubos de vidrios tapa rosca, micropipetas, puntas para micropipeta, pinzas,
asas descartablesy placas petrifilm; de la misma manera, el equipo que se utilizo para realizar
el trabajo fue balanza analitica, densitdmetro, camara de flujo laminar, contador de colonias,
incubador y plancha de calentamiento.

Los medios empleados para validar el método tienen caracteristicas especificas en su
preparacion de acuerdo a las especificaciones de las etiquetas, el medio utilizado fue caldo
nutriente, agua bufferada estéril, dichos medios se sometieron a esterilizacion en el equipo
de autoclave durante 30 minutos a 121°C. Se utilizé placas petrifilm especificas para
Coliformes y E. coli.

Figura 1

Preparacién del material

Nota. Material empleado para la validacion del método.

3.2 Reconstitucion de la cepa de referencia
La cepa utilizada fue Escherichia coli de la coleccion American Type Culture Collection

ATCC # 11775 la misma que se encontraba en criocongelacién a -80°C en caldo BHI y
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glicerol, posteriormente se transfirié6 una azada a un tubo inclinado de agar nutriente de la
marca DIFCO TM. Este procedimiento se llevé a cabo en la cabina de flujo laminar para tener
un ambiente libre de contaminacién. Posteriormente se llevo a incubacion a una temperatura
de 37°C por un tiempo de 24 horas.

3.3 Metodologia AOAC

Se realiz6 mediante el método oficial de AOAC 991.14, recuento de Escherichia coli
en alimentos por método rapido en placas petrifilm.

Se prepararon las diluciones 101,102, luego se levantd la pelicula superior y se inoculd
la suspension de prueba de 1 ml en el centro de la base de la pelicula. Se colocé con cuidado
la pelicula superior sobre el inocul6. Una vez hidrata y solidificada se incubé las placas
durante 24 £ 2 horas a 35 + 1°C.

En la incubadora, se colocé las placas en posiciéon horizontal, con el lado claro hacia
arriba, en pilas que no excedieron de 20 unidades. Se utilizé el contador de colonias estandar
para fines de conteo.

Recuento de E. coli. se observé como colonias azules asociadas con burbujas de gas.

Figura 2

Metodologia AOAC 991.14

Metodologia AOAC 991.14

K 4

—_

Dilucién deseada 1 ml de Inoculo en Placag petrifilm
placa petrifilm en incubadora

Nota. Metodologia empleada en general.
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3.4 Repetibilidad

Para realizar la validacién de este parametro, se trabajé con embutidos, el cual fue
adquirido en el mercado de la ciudad de Loja. Las muestras seccionadas fueron almacenadas
en refrigeraciéon a 2°C. Para la dilucién 10! se pes6 10 g de embutido de la muestra original
(sin tratamiento), se coloc6 en un boeco tapa tipo rosca de 100 ml con 90 ml de agua
peptonada bufferada, se homogenizé para que se distribuya uniformemente la muestra, se
extrajo 1ml de la dilucién 10! para colocar en la placa de E. coli. se levanté la pelicula superior
e inoculé 1 ml de la dilucién 10 se colocé con cuidado la pelicula superior sobre el inoculo,
las placas fueron incubadas durante 24 + 2 horas a 35 + 1°C. Todo esto se realizé en la
camara de flujo laminar. Los datos obtenidos fueron utilizados para calcular el parametro de
repetibilidad durante un periodo de 3 semanas y 2 dias, con un total de 21 repeticiones.
3.5 Preparacién de niveles de concentracién para validacion de método

Se evalu6 la turbidez de la poblacién bacteriana de una cepa de referencia,
ajustandola a tres niveles de concentracion: bajo (0.5 NTU), medio (1 NTU) y alto (2 NTU).
Para ello, utilizamos un tubo de vidrio con tapa rosca que contenia 3 ml de caldo nutriente.
Cada uno de estos niveles de concentracion se asocioé con un rango especifico de unidades
formadoras de colonias (UFC) por gramo:

Bajo / Primer nivel: 10 — 100 UFC/g

Medio / Segundo nivel: 100 — 1000 UFC/g

Alto / Tercer nivel: 1000 — 10000 UFC/g

A continuacion, se detalla el procedimiento de siembra, incluyendo el peso de la
muestra utilizado para cada dilucion.

Para el tercer nivel, se prepard la diluciéon 10 se utilizé un boeco tapa tipo rosca de
200 ml, se colocé 25 g de muestra de embutido (tratado previamente con luz ultravioleta
durante 20 min), en 225 ml de agua peptonada bufferada, con ayuda del equipo densitometro
se midi6 la escala de turbidez 0.5 McFarland con la cepa previamente reconstituida en un
tubo tapa tipo rosca con 3 ml de caldo nutriente, se transfirié 50 ul a la dilucién 10! se agitd

varias veces, se extrajo 1ml de la dilucién 10 y se trasfiri6 en un tubo tapa tipo rosca de 20
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ml que contenia 9 ml de agua peptonada bufferada estéril, se colocé en el agitador (vortex)
durante 10 segundos para homogeneizar la dilucion, en la placa de E. coli. se levanté la
pelicula superior e inoculo 1 ml de la dilucién 102 se colocé con cuidado la pelicula superior
sobre el inoculo, ya la placa hidrata y solidificada se incubo las placas durante 24 + 2 horas a
35 + 1°C. Todo esto se realiz6 en la camara de flujo laminar.

Para el segundo nivel, se prepardé la dilucion 101 se utilizé un boeco tapa tipo rosca
de 200 ml, se colocé 25 g de muestra de embutido (tratado previamente con luz ultravioleta
durante 20 min), en 225 ml de agua peptonada bufferada, con ayuda del equipo densitdmetro
se midi6 la escala de turbidez 0.5 McFarland con la cepa previamente reconstituida en un
tubo tapa tipo rosca con 3 ml de caldo nutriente, se transfirid 20 ul a la dilucion 10! se agitd
varias veces, se extrajo 1ml de la dilucién 10! y se trasfirié en un tubo tapa tipo rosca de 20
ml que contenia 9 ml de agua peptonada bufferada estéril, se colocé en el agitador durante
10 segundos para homogeneizar la dilucién, en la placa de E. coli. se levantd la pelicula
superior e inoculo 1 ml de la dilucién 102 se coloco con cuidado la pelicula superior sobre el
inoculo, ya la placa hidratada y solidificada se incub6 las placas durante 24 + 2 horasa 35 +
1°C. Todo esto se realizd en la camara de flujo laminar.

Para el primer nivel, se prepar6 la dilucion 10 se utilizando un boeco tapa tipo rosca
de 200 ml, se colocé 50 g de muestra de embutido (tratado previamente con luz ultravioleta
durante 20 min), en 450 ml de agua peptonada bufferada, con ayuda del equipo densitbmetro
se midi6 la escala de turbidez 0.5 McFarland con la cepa previamente reconstituida en un
tubo tapa tipo rosca con 3 ml de caldo nutriente, se transfirié 2 pl a la dilucion 10 se agité
varias veces, se extrajo 1ml de la dilucién 10 y se trasfirié en la placa de E. coli. se levantd
la pelicula superior e inoculo 1 ml de la dilucién 102 se colocé con cuidado la pelicula superior
sobre el inoculo, ya la placa hidratada y solidificada se incubo las placas durante 24 + 2 horas
a 35 = 1°C. Todo esto se realizé en la camara de flujo laminar.

Se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA) ya que el propésito de este estudio
no es comparar nuestros datos con otros, sino mas bien identificar diferencias significativas

dentro del grupo que estamos analizando.
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3.6 Férmulas para la validacion de parametros
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Capitulo cuatro
Resultados y discusiones

4.1 Resultados experimentales
4.1.2 Datos primarios

Se analizaron y organizaron los datos mediante el analisis de varianza (ANOVA), a
continuacion se presentan tablas, las cuales contienen informacién tabulada referente a la
evaluacion de la precision, exactitud y variabilidad del método microbiolégico cuantitativo
aplicado, considerando distintas concentraciones de E.coli en UFC/g

Los datos recolectados, se organizaron en tablas de tres niveles de concentracion de
UFC/g de E. coli evaluados mediante el método rapido Petrifilm. A continuacion, se presentan
las tablas correspondientes a cada nivel, con una descripcion de los datos y su relevancia
para el analisis.

De acuerdo al método microbiolégico cuantitativo, se obtuvieron los siguientes
resultados:

Tabla 1

Nivel | (10 - 100)

NIVEL |
UFC/g Logl0 UFC/ Logl0 UFC/ Logl
UFC/g g UFC/g g 0 UFCl/g

20 1,30 50 1,70 60 1,78
30 1,48 50 1,70 30 1,48
10 1,00 10 1,00 10 1,00
20 1,30 20 1,30 30 1,48
10 1,00 30 1,48 20 1,30
40 1,60 30 1,48 10 1,00
10 1,00 10 1,00 10 1,00

Nota. Resume las concentraciones evaluadas (UFC/g) y sus valores logaritmicos (Log10 UFC/g) en
el primer nivel para la cepa E. coli.

Este rango, con concentraciones bajas, muestra una variabilidad considerable entre

los datos. Los valores logaritmicos oscilan entre 1,00 (10 UFC/g) y 1,78 (60 UFC/g). Esta
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dispersion inicial sugiere mayor sensibilidad del método en niveles bajos de concentracion, lo
gue podria generar incertidumbre.

Tabla 2

Nivel Il (100 - 1000)

NIVEL 1l
UFC/g Logl0 UFC/ Logl0 UFC/ Logl
UFC/g g UFC/g g 0 UFC/g

800 2,90 500 2,70 500 2,70
300 2,48 600 2,78 600 2,78
500 2,70 900 2,95 900 2,95
600 2,78 600 2,78 400 2,60
600 2,78 100 2,00 500 2,70
500 2,70 1000 3,00 500 2,70
600 2,78 500 2,70 500 2,70

Nota. Resume las concentraciones evaluadas (UFC/g) y sus valores logaritmicos (Log10 UFC/g) en el
segundo nivel para la cepa E. coli.

En este rango intermedio, los valores logaritmicos presentan mayor uniformidad, con
una tendencia mas estable entre 2,00 y 3,00. Esto indica un mejor control del método en esta
fase.

Tabla 3

Nivel lll (1000 - 10000)

NIVEL Il
UFC/g Logl0 UFC/ Logl0 UFC/ Logl
UFC/g g UFC/g g 0 UFCl/g

9300 3,97 3300 3,52 1100 3,04
8000 3,90 3600 3,56 1100 3,04
2100 3,32 1200 3,08 1000 3,00
2200 3,34 1700 3,23 1300 3,11
1700 3,23 3500 3,54 1300 3,11
1800 3,26 3200 3,51 1200 3,08
2500 3,40 1000 3,00 1400 3,15

Nota. Resume las concentraciones evaluadas (UFC/g) y sus valores logaritmicos (Log10 UFC/g) en el
tercer nivel para la cepa E. coli.
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En las concentraciones mas altas, los valores logaritmicos fluctian de manera
extensa, entre 3,00 y 3,97. Este comportamiento refleja que, aunque el método es eficaz en
detectar concentraciones elevadas, la dispersion podria deberse a limitaciones
instrumentales o variaciones en las condiciones de incubacion.

4.1.3 Precision

El andlisis de varianza para precision, que evaluo a través de ANOVA, con parametros

de reproducibilidad y repetibilidad. A continuacién, se describen los resultados de cada nivel:

Tabla 4

ANOVA para el nivel | (10 - 100)

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1

7 8,68 1,24 0,06
Columna 2 7 9,65 1,38 0,09
Columna 3

7 9,03 1,29 0,09

Promedio 1,30
Origen .
o Suma Grados de Promedio Probabilida Valor critico
Variacione
Cuadrados libertad Cuadrados d para F

s
Entre

0,069 0,034 0,4 3,55
Grupos 2,00 0,66

2 6 3 5

Dentro de 1,445 18,0 0,080
Grupos 7 0 3

1,514 20,0
Total

0
Sr S 2 SR %REPRODUCIBILIDAD %REPETIBILIDAD
0,2 0,28

g -0,01 3 21,75% 21,75%

Nota. Esta tabla muestra los resultados de analisis de varianza, con pardmetros de reproducibilidad y

repetibilidad del nivel I.
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La varianza entre grupos es de 0,0346, lo que indica que es baja, con un valor de F
de 0,43 menor al critico que es de 3,555. Esto indica que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras analizadas. Sin embargo, la reproducibilidad y repetibilidad
son relativamente altas, de 21,75%, lo que refleja que los resultados tienen mayor variabilidad

en concentraciones bajas.

Tabla 5

ANOVA para el nivel Il (100 - 1000)

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1
19,11 2,73 0,02
Columna2 7 18,91 2,70 0,11
Columna 3
19,13 2,73 0,01
Promedio 2,72
Valor
Origen Suma Grados de Promedio
F Probabilidad critico
Variaciones Cuadrados libertad Cuadrados
para F
Entre
Grupos 0,0043 2,00 0,0022 0,05 0,95 3,555
Dentro de
0,8324 18,00 0,0462
Grupos
Total 0,84 20,00
Sr SL2 SR %REPRODUCIBILIDAD %REPETIBILIDAD
0,22 -0,01 0,215 7,90% 7,90%

Nota. Esta tabla muestra los resultados de andlisis de varianza, con pardmetros de reproducibilidad y

repetibilidad del nivel Il.

Los resultados son mas estables que en el nivel anterior. La varianza entre grupos es

casi insignificante de 0,0022, y el valor F de 0,05 que permanece por debajo del critico. La
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reproducibilidad y repetibilidad se reducen notablemente a 7,90%, demostrando mayor

confiabilidad en este rango.

Tabla 6

ANOVA para el nivel Il (1000 - 10000)

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1

24,42 3,49 0,10
Columna2 7 23,43 3,35 0,06
Columna 3

21,54 3,08 0,00

Promedio 3,30

Valor
Origen Suma Grados de Promedio
Probabilidad critico
Variaciones Cuadrados libertad Cuadrados
para F
Entre
Grupos 0,61 2,00 0,31 5,88 0,01 3,56
Dentro de
0,94 18,00 0,05

Grupos
Total 1,55 20,00
Sr SL2 SR %REPRODUCIBILIDAD %REPETIBILIDAD
0,23 0,05 0,23 6,91% 6,91%

Nota. Esta tabla muestra los resultados de analisis de varianza, con parametros de reproducibilidad y

repetibilidad del nivel lll.

Este nivel muestra una mayor discrepancia entre grupos, con un valor de F de 5,88,

superior al critico de 3,56. Esto apunta que, a altas concentraciones, las diferencias son

significativas y requieren mayor control. A pesar de ello, la reproducibilidad y repetibilidad son

las mas bajas de 6,91%, lo que expresa mayor precision en el método.

La precision mejora con el aumento de las concentraciones, aunque en niveles altos

se observa una ligera pérdida de homogeneidad entre grupos.
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Desviacion de reproductividad y repetibilidad para nivel I, Il y il

DESVIACION DE REPRODUCIBILIDAD Y REPETIBILIDAD
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NIVEL SR % REPETIBILIDAD
Sr % REPRODUCIBILIDAD

I 0,28 0,28 21,75% 21,75%

] 0,22 0,22 7,90% 7,90%

1] 0,23 0,23 6,91% 6,91%

Nota. Datos recolectados de los tres niveles de concentracién bacteriana con respecto a la desviacion
estandar de reproducibilidad y repetibilidad.
Se observa que el nivel | presenta la mayor variabilidad (21,75%), lo que indica menor

precisién en concentraciones bajas. A medida que la concentracion aumenta, la variabilidad

disminuye, reflejandose en menores valores para el nivel Il (7,90%) y el nivel Il (6,91%), lo

gue sugiere una mayor estabilidad del método en rangos altos.

4.1.4 Precision de los tres niveles

Tabla 8

Datos primarios de repetibilidad — efecto matricial

Analista 1 Analista 2 Analista 3

Recuento Recuento Dato Recuento Dato
(UFCl/g) Dato Calculado (UFC/g) Calculado (UFCl/g) Calculado
30,00 1,48 20,00 1,30 20,00 1,30

20,00 1,30 50,00 1,70 20,00 1,30

30,00 1,48 40,00 1,60 30,00 1,48

30,00 1,48 40,00 1,60 10,00 1,00

30,00 1,48 30,00 1,48 20,00 1,30

10,00 1,00 10,00 1,00 30,00 1,48

30,00 1,48 60,00 1,78 30,00 1,48

Nota. Datos recolectados de 3 muestras de embutido, sin contaminacion de la cepa E. coli.

Tabla 9

Analisis de varianza de repetibilidad — efecto matricial

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna1 7 9,69 1,38 0,03
Columna2 7 10,46 1,49 0,07
Columna3 7 9,33 1,33 0,03
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Promedio 1,40
Valor
Origen Suma Grados de Promedio
Probabilidad critico
Variaciones Cuadrados libertad Cuadrados
para F
Entre 0,09 2,00 0,05 1,06 0,37 3,56
Grupos
Dentro de 0,80 18,00 0,04
Grupos
Total 0,90 20,00
Sr SL2 SR %REPRODUCIBILIDAD %REPETIBILIDAD
0,21 0,0006 0,21 15,13% 15,03%

Nota. Se puede evidenciar el andlisis de varianza, reproducibilidad de la repetibilidad, desviacion de
repetibilidad de la muestra.

4.1.5 Concentracion minima de resumen de Escherichia coli

Tabla 10

Limite de cuantificacion

Método rapido en petrifilm
Nivel

Limite de cuantificacion (Log10 UFC/g) Antilog (UFC/g)

I 1,38 24
Nota. El limite de deteccion bacteriana en relaciéon con el embutido.

4.1.6 Test critico y test calculado

Tabla 11

Test de valor critico y test calculado de repetibilidad

T calculado T critico

0,07
2,26

Nota. Esta tabla muestra el test critico y test calculado de repetibilidad.
El test calculado de 0,07 es significativamente menor al valor critico de 2,26, lo que
corrobora que las diferencias observadas en los resultados no son estadisticamente

significativas. Esto valida la confianza del método en su mayoria de aplicaciones.
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Si bien, no hay diferencias significativas en los resultados, las variaciones observadas
en los niveles mas altos, deben ser consideradas en lo posterior, para evitar posibles

inconsistencias.

4.1.7 Exactitud

La exactitud del método se evalia comparando valores reales (VR) y valores medidos

(VV):
Tabla 12
Nivel |
VV (UFCl/g) VR (UFC/g) Resultado %
82 80 102,50
89 78 114,10
85 86 98,84
97 84 115,48
86 89 96,63
90 95 94,74
85 94 90,43
Promedio 101,82
Desviacion 9,61
u 0,04

Nota. Resultados obtenidos mediante la férmula de recuperacién.
El promedio de exactitud es de 101,82%, con una desviacion estandar de 9,61. Esto
indica que, aunque los valores estdn cercanos al ideal, la variabilidad sigue siendo

significativa.
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Tabla 13
Nivel Il
VV (UFCl/g) VR (UFClg) Resultado %
85 86 98,84
86 89 96,63
99 98 101,02
86 89 96,63
95 99 95,96
83 99 83,84
68 79 86,08
Promedio 94,14
Desviacion 6,54
u 0,03

Nota. Resultados obtenidos mediante la férmula de recuperacion.
La exactitud promedio disminuye ligeramente a 94,14%, con una menor desviacion

estandar de 6,53. Esto refleja una mejora en la confiabilidad del método.

Tabla 14
Nivel Il
VV (UFC/g) VR (UFCl/g) Resultado %
88 83 106,02
81 99 81,82
78 94 82,98
86 99 86,87
75 90 83,33
78 93 83,87
70 70 100,00
Promedio 89,27
Desviacion 9,67
u 0,04

Nota. Resultados obtenidos mediante la férmula de recuperacion.
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El promedio baja més a 89,27%, acompafiado de una desviacion estdndar mas alta
de 9,67. A pesar de la menor exactitud, los valores son aceptables para concentraciones

altas.

Aunque la exactitud disminuye a medida que aumentan las concentraciones, los

valores se mantienen dentro de rangos adecuados para métodos microbiol6gicos.

4.1.8 Contribucidén de incertidumbre
Este andlisis describe los datos obtenidos mediante el método rapido petrifilm,

considerando los niveles de concentracion.

Tabla 15

Incertidumbre para nivel |, nivel 1l y nivel Ill

Nivel I Nivel I Nivel Il

Incertidumbre 21,89% 14,06% 9,54%

Nota. Resultados sintetizados de incertidumbre referente a nivel I, 1l y IIl.
4.2 Discusion

El propdsito principal de este estudio fue validar el método Petrifilm para recuento de
Escherichia coli en embutidos, un area fundamental para la seguridad alimentaria. Los
resultados mostraron que este método es una herramienta valiosa y eficaz para cuantificar E.
coli en productos que son dificiles de analizar, como los embutidos. Al revisar su rendimiento,
se notd que Petrifilm se destaca por su precision, rapidez y facilidad de uso.
La validacién del método rapido Petrifilm demostré su efectividad para contar de manera
cuantitativa Escherichia coli en embutidos. Se evaluaron parametros clave como precision,
limite de cuantificacién, repetibilidad, exactitud e incertidumbre. Este método cumpli6 con los
estandares necesarios para las técnicas microbiolégicas cuantitativas, segun lo establecido

por AOAC (2018).
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La validacion del método microbiolégico cuantitativo, se comenz6 mediante el analisis de 63
muestras, que se distribuyeron en tres niveles de concentracion bacteriana. Cada nivel
constaba de 7 muestras, y se realizaron tres repeticiones, todas inoculadas con la cepa E.
coli. Durante este proceso, se evaluaron varios parametros importantes, como precision,
limite de cuantificacion, test calculado y critico, repetibilidad, incertidumbre y recuperacion.

Para determinar la precision y el limite de cuantificacion, se analizaron 21 muestras por nivel,
utilizando datos primarios que se pueden consultar en las Tablas 1, 2 y 3. Los resultados de
este andlisis se consolidaron en las Tablas 7 y 10. Los test calculado y critico se basaron en
los resultados de repetibilidad, que se encuentran en la Tabla 8 y se resumen en la Tabla 11.
En cuanto a la incertidumbre y la recuperacion, los analisis se apoyaron en los datos de las

Tablas 12 y 15.

4.2.2 Precisiéon y reproducibilidad

La reproducibilidad promedio observada fue del 21,75% en el nivel bajo, 7,90% en el
nivel medio y 6,91% en el nivel alto. Estos resultados son comparables a los obtenidos por
Kang y Fung (2023), quienes validaron el método Petrifilm en productos carnicos y destacaron
su estabilidad en diferentes rangos de concentracién bacteriana. Asimismo, Martinez et al.
(2021) encontraron que la precision aumentaba al analizar concentraciones mas altas, lo que
refuerza la confiabilidad del método en diversas situaciones. Otros estudios, como los de
Lopez y Garcia (2022) y Gonzalez et al. (2023), también respaldan esta tendencia, mostrando

resultados consistentes en matrices alimenticias complejas.

4.2.3 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién obtenido fue de 1,38 UFC/g, lo cual se encuentra dentro del
rango esperado para métodos rapidos de analisis microbiol6gico, segun lo indicado por Reyes
et al. (2020). Este resultado también cumple con las recomendaciones de la AOAC (2018),
gue destacan la importancia de detectar concentraciones bacterianas bajas con alta

sensibilidad. Ademas, investigaciones como las de Neogen Corporation (2023) respaldan la
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capacidad de Petrifilm para identificar cargas bacterianas reducidas en alimentos procesados,
sin arriesgar la precision.
4.2.4 Exactitud

La exactitud del método Petrifilm se evalué al comparar los valores reales (VR) con
los valores medidos (VV) en tres niveles de concentracion. En el rango de concentraciones
bajas (10-100 UFC/g), se obtuvo un promedio del 101,82%, con una variabilidad del 9,61%.
Estos resultados son consistentes con los hallazgos de Gonzélez et al. (2023), quienes
notaron fluctuaciones en niveles sensibles.
En concentraciones intermedias (100-1000 UFC/g), el promedio fue del 94,14%, con una
menor desviacién de 6,53%. Esto coincide con el estudio de Lopez y Garcia (2022), que
evidencio6 una alta confiabilidad en este rango, especialmente en alimentos procesados.
A niveles elevados (1000-10000 UFC/g), la exactitud disminuyé a 89,27%, con una mayor
dispersion del 9,67%. Kang y Fung (2023) sefialaron que factores como la matriz alimentaria
y las variaciones instrumentales pueden influir en este comportamiento. Sin embargo, los
valores siguen cumpliendo con los estdndares establecidos por AOAC (2018).
En general, el método Petrifilm ha demostrado ser una herramienta confiable para analizar E.
coli en embutidos. Reyes et al. (2020) y Fernandez y Martinez (2023) respaldan su eficacia
para detectar contaminantes microbiolégicos de manera rapida y precisa en diversas matrices
alimenticias.
4.2.5 Incertidumbre

La incertidumbre en el Nivel | mostr6 un valor superior al 20% (21,89%), lo que podria
atribuirse a la calibracion de los equipos utilizados. Sin embargo, en los Niveles Il (14,06%) y
Il (9,54%), los valores se mantuvieron dentro de los rangos recomendados, evidenciando
una mejora en la precision del método. En general, la incertidumbre se mantuvo por debajo
del 20% en la mayoria de los casos, cumpliendo con los estandares establecidos para
métodos validados, segun Barwick et al. (2016). Estos resultados destacan la robustez del
método en términos de precision y recuperacion, las principales fuentes de error, y son

consistentes con lo reportado por Camaré et al. (2015) y Lépez y Garcia (2022), quienes
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sefialan que Petrifilm es una herramienta confiable para analisis microbiolégicos cuantitativos
debido a su baja incertidumbre.
4.2.6 Aplicacion en la industria alimentaria

El método Petrifilm se ha consolidado como una herramienta confiable para el control
de calidad en la industria alimentaria. Su rapidez, facilidad de uso y adaptabilidad lo hacen
una solucién practica para empresas de cualquier tamafio. Investigaciones como las de
Reyes et al. (2020) y Neogen Corporation (2023) destacan su exitosa implementacion en
matrices alimenticias complejas, lo que ayuda a garantizar la seguridad alimentaria y a elevar

los estandares de produccion.
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Conclusiones

Este trabajo logré validar el método microbiol6gico rapido Petrifilm para cuantificar
Escherichia coli en embutidos, cumpliendo con los objetivos planteados. Se contribuyé a
mejorar la confiabilidad, confidencialidad, exactitud y precision de los resultados en los
laboratorios de microbiologia de la UTPL. Ademas, se alcanzaron los objetivos especificos
relacionados con la implementacion y validacion del método.

El método ha sido validado con éxito, dado que la incertidumbre, considerado el
parametro mas importante para este tipo de validacion, se encuentra por debajo del 20% en
la mayoria de los niveles evaluados. En el Nivel |, la incertidumbre es del 21,89%, mientras
gue en el Nivel Il y Nivel Ill se reduce significativamente, alcanzando valores de 14,06% vy
9,54%, respectivamente. Estos resultados respaldan la confiabilidad del método en diferentes
condiciones de analisis.

El limite de cuantificacién fue de 24 UFC/g, y la incertidumbre expandida se mantuvo
por debajo del 20% en todos los niveles, conforme a los estandares internacionales.

En conclusion, el método Petrifilm se presenta como una herramienta efectiva,
practica y confiable para el control microbiolégico en la industria alimentaria. Su
implementacién no solo garantiza resultados precisos y rapidos, sino que también fortalece
la seguridad alimentaria, optimiza los tiempos de analisis y asegura el cumplimiento de las

regulaciones vigentes, como las estipuladas en la Guia Eurachem.
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Recomendaciones

Es fundamental comparar el método Petrifilm con otras alternativas, como la PCR y
sistemas automatizados. Al hacerlo, podemos evaluar aspectos clave como la efectividad,
accesibilidad y aplicabilidad en diversas situaciones. Esta comparacién no solo nos ayudara
a identificar las ventajas competitivas de Petrifilm, sino que también nos permitira determinar
los escenarios ideales para su uso.

Otro aspecto importante es analizar como diferentes variables, como la temperatura,
los aditivos y la composicion especifica de los embutidos, pueden influir en los resultados
obtenidos con Petrifilm. Esto es esencial para garantizar que se implementen condiciones
Optimas y que el método se adapte a distintos tipos de productos de manera efectiva.

Finalmente, es crucial explorar como Petrifilm puede integrarse de manera eficiente
en los sistemas de control de calidad de diversas industrias. Al demostrar su versatilidad en
productos procesados como lacteos, jugos y conservas, podemos posicionar a Petrifilm como

una herramienta clave en el analisis microbiologico industrial.
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Apéndice
Apéndice A. Elaboracion de agar soya tripticasa

En un frasco de vidrio con tapa roscada, se disolvieron 11.2 gramos de agar en polvo (marca
BD) en 280 mL de agua destilada. La mezcla se agitd de manera constante y se calentd, asegurando
que el agar se disolviera completamente al hervir durante un minuto en una plancha calentadora.
Posteriormente, la solucion se transfiri6 a tubos de 20 mL con tapa roscada, y se sometié a
esterilizacion en autoclave a una temperatura de 121°C durante 15 minutos. Finalmente, en la cabina
de flujo laminar, se colocaron los tubos en posicion inclinada para que el agar se solidificara en forma
de pico de flauta.

Apéndice B. Obtencién de agua buferada esteril

Se preparé una solucion concentrada disolviendo KH2PO4 en 500 mL de agua destilada.
Posteriormente, se ajusté el pH a 7.2 mediante la adicion de una solucion de NaOH 1M, y luego se
completo el volumen a 1000 mL. Esta solucidn se almaceno en refrigeracion. Una vez completado este
paso, se tomaron 1.25 mL de la solucién concentrada y se diluyeron hasta alcanzar un volumen total
de 1000 mL con agua destilada.

Apéndice C. Elaboracion de caldo de soya tripticasa (TSB)

Para la preparacién del caldo nutritivo, se utilizé caldo de soya tripticasa (marca BD),
disolviendo 2.4 gramos en 80 mL de agua destilada. A continuacién, se transfirieron 3 mL de esta
disolucion a tubos con tapa roscada, los cuales se sometieron a un proceso de esterilizacién en
autoclave a 121°C durante 15 minutos. Finalmente, se almacend la preparacién en refrigeracion para
Su conservacion.

Apéndice D. Método microbiolégico cuantitativo para el recuento de Escherichia coli
en embutidos

Este apartado describe el proceso para la cuantificacion de Escherichia coli en embutidos,
empleando la técnica de Petri Film, de acuerdo con el procedimiento oficial AOAC 991.14. La
preparacion de las muestras se realizé siguiendo los protocolos establecidos, para garantizar su
representatividad y evitar contaminaciones cruzadas. Las muestras fueron homogenizadas en un
diluyente estéril, y se efectuaron diluciones sucesivas cuando fue necesario para obtener una

concentracion adecuada para el analisis.
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El cultivo de E. coli se llevé a cabo utilizando medios selectivos como Petri Film, los cuales
favorecen el crecimiento exclusivo de esta bacteria, inhibiendo otros organismos. Las colonias de E.
coli se identificaron a partir de sus caracteristicas morfolégicas especificas, y el conteo se realizo
observando las unidades formadoras de colonias (UFC). El método AOAC 991.14 asegura la obtencion
de resultados precisos y consistentes, permitiendo una cuantificacion fiable de E. coli en productos

carnicos, y asegurando el cumplimiento de los estandares de seguridad alimentaria.
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