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. RESUMEN

El uso de un compuesto quimico antimicrobiano apropiado es fundamental para
prevenir el riesgo de contaminaciones por patégenos transmitidos por alimentos. En el
mercado existe una amplia variedad de productos desinfectantes destinados al &rea de
alimentos, por lo que es necesario evaluar y asegurar la eficiencia de éstos al
emplearlos en las dosis y tiempos recomendados. En este estudio se utilizé un
producto desinfectante de uso doméstico, recomendado principalmente para la
desinfeccion de frutas y verduras, el cual tiene como principio activo el cloruro de
benzalconio, que es un compuesto de amonio cuaternario, y se evalué su accion
germicida frente a cepas de Listeria innocua (Gram positiva) y Escherichia coli (Gram
negativa), a distintas concentraciones (100, 160, 230 ppm) y tiempos de accion (3, 5,
10 min), todo esto con el fin de obtener el coeficiente de dilucion (n) de este producto y
determinar si este valor difiere para distintos tipos de bacterias. Ademas, se calculo la
eficiencia germicida del desinfectante (E), la velocidad especifica de muerte (k) y el

tiempo de reduccion decimal (TRD).

Los resultados mostraron una mayor eficiencia del desinfectante frente a la cepa
de L. innocua, logrando una disminucion de 5 ciclos logaritmicos a los 3 min de accion
a la menor concentracion analizada del desinfectante (100 ppm). Mientras que para E.
coli a la concentracion mas alta del desinfectante (230 ppm) al mayor tiempo de accion

(20 min) se alcanz6 solo una reduccién de 4 ciclos logaritmicos.

Los valores obtenidos para k y TRD evidenciaron una mayor efectividad del
desinfectante frente al microorganismo Gram positivo, donde k fue siempre mayor para
la cepa de L. innocua, lo que indica que disminuye a una velocidad mayor su poblacion
inicial.

En cuanto a n, para E. coli se obtuvo un valor de 1,1, mientras que para L.

innocua fue mucho menor, de 0,04, por lo que se comprobo que este valor, para el

mismo desinfectante, varia dependiendo del tipo de bacteria analizada.



ABSTRACT

The use of an appropriate antimicrobial chemical compound is fundamental to
prevent the risk of contamination by food-transmitted pathogens. There are a wide
variety of commercial disinfectants destined for the food area, according to this it is
necessary to evaluate and ensure their efficiency when applied at times and
concentrations recommended by the manufacturer. In this study, a domestic disinfectant
was used, mainly recommended for the disinfection of fruits and vegetables, whose
active ingredient is benzalkonium chloride, which is a quaternary ammonium compound.
Its germicidal action was evaluated against strains of Listeria innocua (Gram-positive)
and Escherichia coli (Gram-negative), at different concentrations (100, 160, 230 ppm)
and reaction times (3, 5, 10 min), all of this to obtain the dilution coefficient (n) of this
product and determine if this value differs for different types of bacteria. Additionally, the
germicidal efficiency of the disinfectant (E), the inactivation rate constant (k) and the

decimal reduction time (DRT) were calculated.

The results showed a greater efficiency of the disinfectant against the L. innocua
strain, managing a decrease of 5 logarithmic cycles for 3 min reaction time at the lowest
analysed concentration of the disinfectant (100 ppm). For E. coli a decrease of only 4
logarithmic cycles was achieved when using the highest concentration and the longest
reaction time of the disinfectant, that is 230 ppm and 10 min, respectively.

The values obtained for k and DRT showed a greater effectiveness of the
disinfectant against the Gram-positive microorganism, in which k was always greater for
the L. innocua strain, which indicates that its initial population decreases at a higher

speed.

As to n, for E. coli a value of 1,1 was obtained, whilst for L. innocua it was much
lower, only 0,04. According to the obtained values, it can be concluded that for the

same disinfectant, n varies depending of the type of bacteria analysed.



INTRODUCCION

La contaminacion microbiologica de los alimentos se puede producir en cualquier
etapa de la cadena de produccion y, a pesar de los esfuerzos para reducirla al minimo,
no se ha logrado solucionar la aparicion de brotes masivos de enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETA), teniendo que dirigir campafas de vigilancia y
asistencia continua, con el fin de prevenir o corregir situaciones de riesgo que afectan
la salud de la poblacién, asi como también evitar que se ocasionen dafios a la
reputacion de la marca, lo cual generalmente deriva en pérdidas financieras
significativas (Kopper et al., 2009; Ulloa, 2016; Lim et al., 2017).

En nuestro pais, para el primer trimestre del afio 2018, se confirmaron 341
brotes de ETA, lo cual significa una disminucion del 19% con respecto al mismo
periodo del afio 2017. En el Boletin Epidemiolégico Trimestral, entregado por el
Departamento de Epidemiologia del Gobierno de Chile, se identifico que el lugar de
elaboracién al que se le asocian los mayores brotes de ETA corresponde al lugar de
auto preparacion, como por ejemplo el hogar, con un 45% de los casos, seguido por las
instalaciones de elaboraciéon y consumo, como restaurantes, con un 25% (MINSAL,
2018). Estos datos indicarian que la mayoria de estos brotes pudieron deberse a un
uso inadecuado de las practicas de limpieza y desinfeccién, asi como a la posible
formacion natural de biofilms en ingredientes de los alimentos, en los manipuladores
y/o en las superficies en contacto con alimentos, ya sea en la industria o a nivel
doméstico (Lim et al., 2017).

Un biofilm es una comunidad bacteriana que se adhiere a superficies bioticas o
abidticas, produciendo sustancias exopoliméricas que las protege del estrés ambiental,
como el tratamiento con antibiéticos o desinfectantes (Lim et al., 2017). Se estima que,
por lo menos, el 65% de las infecciones bacterianas que se registran estarian asociado

con la formacion de un biofilm bacteriano (Nazar, 2007).

La presencia de biofilm en el area de alimentos es de gran importancia debido a
gue puede actuar como reservorio de microorganismos alterantes que modifiquen las

caracteristicas organolépticas del alimento, alterando su calidad final, o de



microorganismos patogenos, los cuales, como pueden llegar a presentar una mayor
resistencia a la limpieza y desinfeccién, pueden transformarse en una fuente de
contaminacion microbiana, poniendo en riesgo la salud de los consumidores. Por lo
tanto, se hace necesario la eliminacion total de estos microorganismos, evitando que
formen biofilm y/o contaminen el producto alimenticio (Lim et al., 2017; Milan et al.,
2015).

Algunos microorganismos patdgenos que pueden estar presentes en alimentos y
gue se han visto implicados en brotes de ETA son Escherichia coli y Listeria
monocytogenes (Beuchat, 1996). Escherichia coli es una bacteria Gram negativa con
forma de bacilo, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Se puede encontrar en
el sistema digestivo de animales, por lo que es usado como indicador de contaminacion
fecal en productos alimenticios, ya sean de origen animal o vegetal, incluyendo el agua
potable (Ordofiez et al, 2017).

Listeria monocytogenes es un bacilo pequeiio Gram positivo (Rojas, 2007)
causante de la listeriosis, la cual es una enfermedad con una tasa de mortalidad de
aproximadamente 28%, particularmente en los grupos mas vulnerables. Esta entre las
ETA de mayor importancia para la salud publica, debido al impacto social y econémico
gue tiene por la gravedad de su cuadro clinico (Mufioz et al., 2011). Debido a que es un
patdgeno, para poder realizar diferentes estudios microbiol6gicos se puede utilizar
Listeria innocua como un sustituto no patogénico en lugar de L. monocytogenes, ya que
se ha demostrado que presenta caracteristicas de crecimiento y resistencia iguales o

superiores a éste (Fernandes et al., 2013; Health Canada, 2012).

En productos como frutas y verduras, la contaminacion microbiana puede
suceder mientras crecen en los huertos o campos, durante la cosecha, la manipulacion,
el procesamiento y/o la distribucion postcosecha (Beuchat, 1996). Se ha visto que
pueden llegar a presentar una contaminacion de distintos microorganismos en
poblaciones de 10% a 107 ufc/g (Samadi et al., 2009), pudiendo existir presencia de
patdgenos capaces de causar enfermedades, ya sean bacterias, virus y/o parasitos. Es
por esto que los tratamientos de higienizacion con productos desinfectantes adecuados

pueden desempefiar un papel importante en la reduccion de la microflora y la



eliminacién de los microorganismos patdgenos presentes, con el fin de asegurar el

consumo de alimentos inocuos.

Los desinfectantes son agentes quimicos que destruyen microorganismos y/o
inhiben el crecimiento microbiano, pero no necesariamente eliminan las esporas. Se
aplica sobre objetos y materiales inanimados, como utensilios, superficies, vegetales,
etc. y en muchos casos su actividad se puede perder de manera parcial o total por la

presencia de materia organica (Alba y Araujo, 2008; Martinez y Dominguez, 2013)

En el mercado existe una gran variedad de desinfectantes especificos para usar
en el area de alimentos, los cuales deben cumplir con condiciones determinadas, para
evitar una posible contaminacién quimica, no alterar las cualidades organolépticas del
producto y asegurar la desinfeccion. Algunos de los agentes desinfectantes utilizados
en la desinfeccién de frutas y hortalizas son los compuestos halogenados, acidos
organicos, compuestos de amonio cuaternario, entre otros (Garmendia y Vero, 2006).

Los compuestos de amonio cuaternario (CAC) son un grupo de desinfectantes
cuya estructura basica es el cation amonio (NH4%), en donde los cuatro hidrégenos
unidos al atomo de nitrégeno han sido reemplazados por radicales organicos de
variable complejidad. Los CAC con accién germicida poseen grupos organicos de
cadena larga, observandose una mayor actividad en compuestos con grupos de 8 a 18
atomos de carbono de longitud (Murray et al., 2017). Son solubles en agua y en
alcohol y pertenece al grupo de los tensioactivos catidnicos. Son ampliamente
utilizados, ya que presentan una baja toxicidad y en general son muy eficientes frente a
bacterias Gram positivas. Su modo de accion consiste en formar una unién irreversible
a los fosfolipidos y proteinas presentes en la membrana de los microorganismos,
dafando su permeabilidad (Rueda et al., 2003). Las cadenas carbonadas (parte apolar)
presentes en su estructura les permite penetrar las membranas de los
microorganismos, mientras que por el nitrégeno cationico (parte polar) interaccionan
con los fosfatos de los fosfolipidos, causando la salida al exterior del material vital

citoplasmatico (Rodriguez, 2015).

La modificacion de los CAC en el tiempo ha logrado formar distintas

generaciones del antiséptico, siendo el de primera generacion el cloruro de benzalconio
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(CB) (Diomedi, et al., 2017), también denominado cloruro de n-alquil dimetil bencil
amonio, en donde la cadena alquilica que presenta en su estructura puede variar el
namero de atomos de carbonos. La concentracién de CB a utilizar dependera del grado
de contaminacién presente (Rodriguez, 2015). Su uso est4d recomendado para la
sanitizacion utensilios y superficies, y, en nuestro pais, estd permitido para la
desinfeccion de frutas y verduras, comercializandose productos de uso hogarefios para
ser utilizado, con este fin, en soluciones entre 100 y 200 ppm. Por el contrario, La
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (USFDA) no
aprueba el uso de CAC en contacto directo con los alimentos (USFDA, 2014), solo
autoriza su uso en equipos y utensilios de procesamiento de alimentos y en otros
articulos que estén en contacto con los alimentos, a una concentracion de no mas de
200 ppm de compuesto de amonio cuaternario activo (USFDA, 2017). Cabe mencionar
gue la Unién Europea (UE) establece que los niveles maximos de residuos (LMR) de
CB permitido en productos es de 0,1 mg/kg (Reglamento UE, 2014), por lo que el uso
de estas soluciones desinfectantes debe ser seguido por un enjuague adecuado.

Para poder determinar y comparar la accion y comportamiento biocida de los
distintos desinfectantes se llevan a cabo estudios bactericidas, en donde se calculan
indicadores numeéricos, como el coeficiente de dilucion (n), el cual relaciona distintas
concentraciones del desinfectante con el tiempo al que se logra una misma reduccion
del numero de microorganismos. Diferentes estudios han determinado distintos valores
de n para relativamente pocos germicidas, y los resultados obtenidos han sido a
menudo discordantes, ademas que hay que considerar que este valor no puede ser un
namero fijo, ya que hay que tener en cuenta distintos factores como la temperatura de

trabajo, el tipo de microorganismo, entre otros (Cowles, 1940; loannou et al., 2007).

El presente estudio tiene como objetivo determinar el coeficiente de dilucion para
un producto desinfectante de uso domeéstico que contiene cloruro de benzalconio, el
cual es un compuesto de amonio cuaternario, frente a cepas de Listeria innocua y

Escherichia coli.



IV. HIPOTESIS

El coeficiente de dilucion de un desinfectante difiere de acuerdo con el tipo de

bacteria en estudio, la composicion del producto y las condiciones de trabajo.

V. OBJETIVOS

Objetivo General

e Determinar el coeficiente de dilucion de un desinfectante compuesto de
amonio cuaternario de uso doméstico y de otros parametros que den
informacion de su accion bactericida frente a cepas de Listeria innocua y

Escherichia coli.
Objetivos especificos

e Evaluar el efecto germicida del desinfectante frente a los distintos

microorganismos, a diferentes tiempos y concentraciones.

e Calcular la eficiencia germicida del desinfectante, la velocidad especifica de

muerte y tiempo de reduccion decimal para cada microorganismo.

e Calcular el coeficiente de dilucion para cada microorganismo.



VI. MATERIALES Y METODOS

Materiales

Insumos:

e Cepas: Listeria innocua y Escherichia coli
e Desinfectante comercial compuesto por cloruro de benzalconio (10%).
» Medios de cultivo: Agar Soya Tripticasa (TSA), Caldo Soya Tripticasa (TSB).
+ Neutralizante Universal (Alvarez et al., 2001):
= Tween 80: 30 ml/100 ml
» NaHSOs: 6,25 ml (40%)
= NaxS203: 3,92 g
* Diluyente c.s.p. 250 mi:

o Peptonalg
o NaCl85¢g
o H20 1000 ml
Equipos:
e Autoclave ORTHAM.

e Estufa de cultivo Daihan Labtech Co. Ltda.
e Vortex Vision Scientific Co. Ltda.

e Oftros equipos y materiales de trabajo del Laboratorio de Microbiologia Aplicada
de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de
Chile.

10



Metodologia de trabajo

Estandarizacién del recuento inicial de las cepas.

Se realizé por recuento en placa de Petri. Para ello se incubé 1 ml del cultivo
puro por 24 h a 35°C en 9 ml de TSB, repitiendo el ensayo por 2 d consecutivos con el
fin de estandarizar la cepa. Posteriormente se realizaron las diluciones decimales
necesarias de este cultivo y se sembr6 1 ml de cada dilucion en placa y se les adicion6
TSA, se incubd a 35°C durante 24 h (Arriagada, 2006).

Control de neutralizante

Utilizando la metodologia recomendada por Sutton et al. (2002) se prepararon 2
tubos de ensayo, uno con 1 ml del biocida mas 9 ml de neutralizante y otro con 1 ml de
agua peptonada y 9 ml de neutralizante y se dejaron reposar por 10 min a temperatura
ambiente. Se prepar6 un tercer tubo con 9 ml de agua peptonada como control. Luego
estos tres tubos se inocularon con 1 ml del cultivo puro diluido a una concentracion
aproximada de 102 ufc/ml, se agitdé cuidadosamente y se dejé reposar durante 10 min.

Posteriormente, se realizd recuento en placa, incubando a 35°C durante 72 h.

Determinacién de la accién bactericida in vitro del desinfectante

Se tomé una alicuota de 1 ml del cultivo puro de la cepa en estudio y se puso en
contacto con 99 ml de desinfectante y se agité continuamente. De esta suspension se
fue traspasando 1 ml a 9 ml de solucién neutralizante a los 3, 5, y 10 min. Se realizaron
diluciones decimales para efectuar el recuento de microorganismos sobrevivientes
sembrando en placa Petri 1 ml de las ultimas tres diluciones y adicionando TSA. Las
placas se incubaron a 35°C durante 24 h — 48 h. Posteriormente, se efectud el recuento
de las colonias. Este procedimiento se realizo para el desinfectante a concentraciones
de 100, 160 y 230 ppm.

Los ensayos se realizaron en triplicado y los resultados se expresaron como la
media de éstos, calculandose también su desviacion estandar. Con estos resultados se

determino:
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a)

Eficiencia germicida (%E), que corresponde al porcentaje de microorganismos

gue son destruidos por la accién del desinfectante, y se obtiene a partir de la

siguiente expresion:

No_N¢
No

O%E = ( )(100)

Donde:
No = numero de microorganismos iniciales.

Nt = numero de microorganismos sobrevivientes al tiempo t.

b) Velocidad especifica de muerte (k), que da cuenta de la cinética de muerte de

los microorganismos de acuerdo con la expresion:

1 (Nf)— kt
n NO =

Donde:

No = numero de microorganismos iniciales.

Nf = nimero de microorganismos sobrevivientes al tiempo t.

t = tiempo de contacto entre el desinfectante y el microorganismo.

k = velocidad especifica de muerte (min?)

Tiempo de reduccién decimal (TRD), el cual indica el tiempo necesario para
disminuir en un ciclo logaritmico la cantidad de microorganismos presentes en

una muestra de ensayo y se determina con la siguiente expresion:
TRD 23
"~k

Donde:

k = velocidad especifica de muerte.
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d) Coeficiente de dilucion, el cual representa la relacion entre la
concentracion del desinfectante y el tiempo de accion para obtener una
similar efectividad frente a un determinado microorganismo, de acuerdo con
la siguiente expresion:

C"t = Constante

Donde:

C = concentracién del desinfectante.

t = tiempo de accion para disminuir en un mismo namero la contaminaciéon de
microorganismo.

n = coeficiente de dilucién.

Luego, el coeficiente de dilucién se obtiene a partir de la siguiente expresion:

_ logi, — log
logcy — logc;

Ci1 y C2 son las concentraciones inferior y superior del desinfectante, mientras
que t1 y t2 son los tiempos para Ci y C2 a los que se logra una misma

disminucion bacteriana (Alba y Araujo, 2008).
Anédlisis estadistico.
Se utilizé el software Statgraphics Centurion XVII para realizar un analisis

de varianza para los valores de recuento de Listeria innocua y Escherichia coli

obtenidos en este estudio, con un intervalo de confianza del 95%.
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VI

RESULTADOS

Control del neutralizante

Tabla 1. Control del neutralizante

Escherichia coli Listeria innocua

(ufc/ml) (ufc/ml)
Control 9,8 x 1082 8,2 x 1082
Neutralizante 9,8 x 1082 8,3 x 1082
Neutralizante + Desinfectante 9,7 x 1082 8,3 x 1082

Distintos superindices en una misma columna indican diferencia estadisticamente
significativa (valor-P<0,05).

La evaluacion del neutralizante se realiz6 utilizando los recuentos iniciales de las
cepas de Escherichia coli y Listeria innocua como controles, los cuales fueron
comparados con el recuento de estas bacterias al ser expuestas al neutralizante y otra

gue, ademas del neutralizante, se le agrego el desinfectante de amonio cuaternario.

En la tabla 1 se muestran los resultados promedio obtenidos en cada caso.
Como se puede observar, los recuentos, para las dos cepas en estudio, fueron
similares en los tres andlisis mencionados, obteniéndose valores de 9,8x108 y 9,7x108

ufc/ml para Escherichia coliy de 8,2x108 y 8,3x108 ufc/ml para Listeria innocua.

Al realizar el analisis estadistico entre los recuentos obtenidos para cada cepa
en estos tres casos, se obtuvo un valor-P mayor a 0,05, por lo que se comprobd6 que no
existian diferencias significativas entre éstos, con un nivel de confianza del 95%. Por lo
tanto, es posible determinar que el neutralizante utilizado cumple su funcion de

inactivar al desinfectante sin presentar efecto bactericida sobre los microorganismos.

14



Accion bactericida in vitro del desinfectante

=
S
o
t:L), 4 >e 100 ppm
‘_%D 3 160 ppm
230 ppm
2
1
0
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura 1. Efecto del desinfectante a concentraciones de 100, 160 y 230 ppm en

Escherichia coli a diferentes tiempos.

En la figura 1 se presenta la cinética de muerte de Escherichia coli al utilizar el
desinfectante en estudio a distintas concentraciones y tiempos de accién. Ademas, se
muestra la desviacion estandar entre los logaritmos de los recuentos para cada punto

de medicion.

Se puede observar que a la mayor concentracion de 230 ppm solo se alcanz6
una disminucion de 4 ciclos logaritmicos. La concentracion de 160 ppm presentd una
disminucién de 3 ciclos logaritmicos, mientras que la concentracion menor de 100 ppm

alcanzo a reducir solo 2 ciclos logaritmicos.

Cabe mencionar que la concentracion indicada por el fabricante, de 160 ppm por

5 min, logr6 una reduccién de solo 2 ciclos logaritmicos.
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En la tabla 2 se presentan los resultados promedios obtenidos del recuento de
Escherichia coli a distintos tiempos y concentraciones del desinfectante en estudio,
junto con los célculos de eficiencia germicida, velocidad especifica de muerte y tiempo

de reduccién decimal correspondientes.

Tabla 2. Actividad germicida del desinfectante a distintas concentraciones sobre

Escherichia coli

Concentracion Tiempo N E k TRD
(ppm) (min) (UFC/ml) (%) (min?) (min)
02 9,7 x108
3P 1,1 x106° 89,041 0,74 3,12
1002
5¢ 2,8 x10° 97,123 0,71 3,24
10d 1,2 x104 99,877 0,67 3,43
02 9,9 x108
3b 3,2 x10° 96,801 1,15 2,00
*160ab
**5e 4,2 x104 99,576 1,09 2,11
109 6,0 x103 99,940 0,74 3,10
02 9,3 x10°
3b 5,0 x104 99,459 1,74 1,32
230P
5¢ 5,6 x103 99,939 1,48 1,55
10¢ 9,1 x10? 99,990 0,92 2,49

*Concentracion recomendada por el fabricante
**Tiempo de accion recomendado por el fabricante
Distintos superindices en una misma columna indican diferencia estadisticamente significativa

en los valores del recuento de microorganismos (valor-P<0,05).

Como se puede observar en la tabla, a la menor concentracion del desinfectante
solo se alcanzé un 99% de eficiencia a los 10 min de accion, lo cual fue similar con lo

obtenidos para la concentracion indicada por el fabricante de 160 ppm entre los 5y 10
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min. La mayor eficiencia, que fue de un 99,99%, y se alcanzo a la concentracién de 230

ppm por 10 min, los cuales eran los parametros de estudio mas altos.

Para la concentracion y el tiempo de exposicion recomendado por el fabricante

se alcanzo una reduccién de solo el 99%.

Segun la USFDA (2013) un producto desinfectante eficaz debe lograr reducir las
poblaciones de microorganismos en 5 ciclos logaritmicos, que es una reduccion del
99,999%. Por lo tanto, segun los resultados, a ninguna concentracion se logra esta

reduccion.

En cuanto a la velocidad especifica de muerte, para un mismo tiempo, a mayor
concentracion del desinfectante los valores de k van aumentando, lo que indicaria que
al aumentar la concentracion se disminuye a una mayor velocidad la poblacion inicial
del microorganismo. Mientras que para cada concentracion los valores de k van siendo
menores en el tiempo, por lo que la poblacion restante va disminuyendo cada vez a una

menor velocidad.

En el tiempo de reduccion decimal los valores en cada concentracion fueron
aumentando, por lo que cada vez se necesitaba mas tiempo para poder disminuir en un
ciclo logaritmico la cantidad de microorganismos que iban quedando. Mientras que al
aumentar la concentracion del desinfectante se obtuvieron valores menores para un
mismo tiempo, lo que quiere decir que al aumentar la concentracion se necesita menos

tiempo para lograr una misma reduccion.
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Figura 2. Efecto del desinfectante a concentraciones de 100, 160 y 230 ppm en Listeria

innocua a diferentes tiempos.

La figura 2 muestra la cinética de muerte de Listeria innocua frente al
desinfectante de amonio cuaternario utilizado a diferentes concentraciones durante
tiempos de accién definidos. Junto a cada punto de medicién se agregé la desviacion

estandar del logaritmo de los valores obtenidos en ese recuento.

Como se puede observar, a las concentraciones mas altas utilizadas del
desinfectante, de 160 y 230 ppm, se alcanz6 una reduccién 6 ciclos logaritmicos a los 3
min de accion, mientras que para la concentracion menor de 100 ppm la misma
disminucién se logré a los 5 min y a los 3 min presenté una reducciéon de 5 ciclos

logaritmicos.

Los datos que se presentan en la tabla 3 corresponden a los promedios
obtenidos del recuento de Listeria innocua para cada tiempo de medicion a las distintas
concentraciones del desinfectante, junto con los valores calculados de la eficiencia
germicida, velocidad especifica de muerte y tiempo de reduccion decimal

correspondientes.
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Tabla 3. Actividad germicida del desinfectante a distintas concentraciones sobre

Listeria innocua

Concentracion Tiempo N E .
. ) TRD (min)
(ppm) (min) (UFC/ml) (%) (min-1)
02 9,1 x 108
3P 1,0 x 102 99,9988 3,04 0,76
1002
5P <1,0 x 10* 99,9998 1,82 1,26
10P <1,0 x 10! 99,9998 0,91 2,52
02 8,9 x 108
3P <1,0 x 10* 99,9998 3,03 0,76
*1602
**5b <1,0 x 10! 99,9998 1,82 1,27
10° <1,0 x 10* 99,9998 0,91 2,53
02 9,4 x 108
3b <1,0 x 10! 99,9998 3,05 0,75
2302
5P <1,0 x 10* 99,9998 1,83 1,26
10P <1,0 x 10! 99,9998 0,91 2,51

*Concentracion recomendada por el fabricante
**Tiempo de accion recomendado por el fabricante
Distintos superindices en una misma columna indican diferencia estadisticamente significativa

en los valores del recuento de microorganismos (valor-P<0,05).

Como se puede observar, en todas las concentraciones se alcanza una
eficiencia mayor a 99,999%, en el caso de concentraciones mas altas, de 230 y 160
ppm, esta se alcanza a los 3 min, y a los 5 min para la de concentracibn menor

utilizada.

En cuanto a la cinética de muerte y al tiempo de reduccién decimal, al obtenerse
recuentos parecidos, los valores obtenidos son similares para las tres concentraciones,
y se comportan de manera similar a los de la tabla 2, los valores de k disminuyen en el

tiempo, mientras que el TRD aumenta.
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Determinacién del coeficiente de dilucion (n)

Tabla 4. Coeficiente de dilucién para Escherichia coli y Listeria innocua

Coeficiente de Escherichia coli Listeria innocua

dilucién 1,1 0’04

La tabla 4 muestra los valores del coeficiente de dilucion calculados para cada

microorganismo en estudio, frente al desinfectante de amonio cuaternario.

Para Escherichia coli se obtuvo un valor de 1,1, mientras que para Listeria

innocua se determind un valor mucho menor de 0,04.

Analisis estadistico.

El Anexo | muestra los resultados del andlisis de varianza ANOVA simple para
los datos de la prueba del neutralizante. Se utiliz6 como factor las muestras
(Neutralizante+Biocida, Neutralizante y Control) y como variable dependiente el
logaritmo de la media del recuento de cada muestra, todo esto se realizé por separado
para las distintas cepas en estudio. Se determind que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras, con un nivel de confianza del 95%,

ni para E. coli ni para L. innocua.

En el Anexo Il se presentan los analisis realizados a los datos utilizados para
determinar la accién germicida del desinfectante. En este caso, para cada bacteria del
estudio se utilizé la media del logaritmo del recuento como variable dependiente y los

factores analizados fueron el tiempo de accion y la concentracion del desinfectante.

20



Para E. coli, ambos factores obtuvieron un valor-P menor a 0,05, por ende,
presentaron diferencias estadisticamente significativas, con un 95% de nivel de
confianza. El factor concentracion solo presenté diferencias significativas entre las
concentraciones de 100 ppm y 230 ppm, Mientras que el factor tiempo de accién

presento diferencias significativas en todos los puntos de medicion.

En el caso de L. innocua, solo el factor tiempo presenté diferencias
estadisticamente significativas, con un nivel de confianza del 95%. Esto se debe a la
diferencia de recuento entre el tiempo 0 y todos los otros tiempos analizados, en donde

se obtuvo una rgpida disminucion de los microorganismos sobrevivientes.
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VIII. DISCUSION

Tabla 5. Resumen de la eficiencia germicida del desinfectante frente a los

microorganismos en estudio.

Concentracion Tiempo E (%)

(ppm) (min) E. coli L. innocua

3 89,0411 99,9989

100 5 97,1233 99,9999

10 99,8767 99,9999

3 96,8013 99,9999

160* S5** 99,5758 99,9999

10 99,9399 99,9999

3 99,4595 99,9999

230 5 99,9395 99,9999

10 99,9902 99,9999

*Concentracion recomendada por el fabricante

**Tiempo de accion recomendado por el fabricante

Existen varios estudios realizados con compuestos de amonio cuaternario en
donde se ha determinado que presentan una mayor eficiencia frente a bacterias Gram
positivas que frente a Gram negativas (Chaidez et al, 2007; Fazlara y Ekhtelat, 2012;
Rueda et al., 2003). Rueda et al. (2003) obtuvieron concentraciones efectivas para el
cloruro de benzalconio de 1380 ppm frente a Escherichia coli y de 3100 ppm para
Pseudomonas aeruginosa, mientras que para Staphylococcus aureus y Enterococcus
faecalis fueron de 300 y 210 ppm, respectivamente, lo cual indicaria que la efectividad
puede llegar a ser hasta 10 veces mayor para Gram positivas. Fazlara y Ekhtelat
(2012) obtuvieron resultados similares a lo planteado, donde las bacterias Gram
positivas estudiadas fueron mas sensibles que las Gram negativas, a excepcion del

Bacillus cereus, debido a su capacidad para formar esporas.
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Esta diferencia en la efectividad concuerda con los resultados de eficiencia
obtenidos en este estudio y que se muestran en la tabla 5, en donde el desinfectante a
la menor concentracion frente a Listeria innocua presenta una reduccion de 6 ciclos
logaritmicos a los 5 min de accion, mientras que para Escherichia coli a la mayor
concentracion y a los 10 min de accién logré solo una reduccion de 4 ciclos
logaritmicos y no de 5 ciclos (eficiencia de 99,999%), que es lo que se espera para

considerar efectivo un producto desinfectante (USFDA, 2013)

Para corroborar la mayor accion desinfectante frente a un tipo de
microorganismos, se resume en la tabla 6 los resultados de la velocidad especifica de
muerte, la cual siempre es mayor para la cepa de Listeria innocua, lo que indica que
esta bacteria Gram positiva disminuye a una velocidad mayor su poblacién inicial, al

compararla con la cepa del microorganismo Gram negativas utilizado.

Tabla 6. Resumen de la velocidad especifica de muerte de los microorganismos en

estudio frente al desinfectante a base de amonio cuaternario.

Concentracion Tiempo k (min-?)

(ppm) (min) E. coli L. innocua

3 0,74 3,04

100 5 0,71 1,82

10 0,67 0,91

3 1,15 3,03

160* 5** 1,09 1,82

10 0,74 0,91

3 1,74 3,05

230 5 1,48 1,83

10 0,91 0,92

*Concentracion recomendada por el fabricante

**Tiempo de accion recomendado por el fabricante
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La diferencia en la respuesta que presentan las bacterias frente al desinfectante
se puede deber a las diferencias en sus estructuras celulares, composicion y fisiologia
(Bragg et al., 2014).

Segun la literatura, existen dos mecanismos de resistencia a los desinfectantes:
la resistencia intrinseca y la adquirida. La primera es la capacidad natural de las células
bacterianas para tener una sensibilidad reducida a ciertos agentes. En el caso de las
bacterias Gram negativas, éstas presentan en su estructura una membrana externa, la
cual es una bicapa asimétrica con una parte interna que consiste en fosfolipidos y otra
externa, cuyo componente principal son los lipopolisacaridos (LPS). Las moléculas de
LPS interactian entre si en la superficie celular formando una barrera de
permeabilidad, lo que restringe el acceso de biocidas hidréfobos, y asi permite que las
bacterias Gram negativas sobrevivan en ambientes hostiles (Zhang et al., 2013). Otra
forma de resistencia intrinseca es la formacién de biofilms por parte de algunos
microorganismos, lo cual reduce la sensibilidad hacia el desinfectante. También se ha
visto que la actividad del cloruro de benzalconio se ve reducida frente a bacterias que
forman esporas, como Bacillus cereus (Bragg et al., 2014; Fazlara y Ekhtelat, 2012).

El otro mecanismo de resistencia es el adquirido, el cual resulta de mutaciones
de genes celulares o por la adquisicion de informacidn genética externa. Una de las
posibles causas de esto es el reiterado contacto con el biocida, por lo que se sugiere
gue exista a nivel industrial una rotacion constante del tipo de desinfectante que se use.
Sin embargo, se ha visto que la adaptacion cruzada con otros desinfectantes diferentes
a CAC es responsable de reforzar la supervivencia de las bacterias (Bragg et al., 2014;
Diomedi et al., 2016; Ruiz-Bolivar et al. 2008).

En la tabla 7 se muestran el resumen de los valores del TRD calculados para
cada tiempo y concentracion. Como se puede ver, las mayores diferencias se
presentan en la menor concentracion, donde la cepa de L. innocua a los 3 min requiere
alrededor de un cuarto del tiempo que necesita la cepa de E. coli para reducir en un

ciclo logaritmico la cantidad de microorganismos restantes.
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Tabla 7. Resumen del tiempo de reduccion decimal y coeficiente de dilucion del

desinfectante frente a los microorganismos en estudio.

Concentracion  Tiempo TRD (min) n
(ppm) (min) E. coli L. innocua E. coli L. innocua
3 3,12 0,76
100 5 3,24 1,26
10 3,43 2,52
3 2,00 0,76
160* oF* 2,11 1,27 11 0,04
10 3,10 2,53
3 1,32 0,75
230 5 1,55 1,26
10 2,51 2,49

*Concentracion recomendada por el fabricante

*Tiempo de accion recomendado por el fabricante.

En la tabla 7 también se presentan 2 valores distintos de coeficiente de dilucién
(n) para el mismo desinfectante, por lo que los cambios en la concentracion de éste
haran variar la actividad germicida en potencia del valor del n calculado para cada

bacteria en estudio (Denyer y Baird, 2007).

En el caso del desinfectante frente a Listeria innocua, se obtuvo un coeficiente
de dilucion de 0,04, lo cual indica que si el producto se aumenta al doble de la

concentracion sugerida por el fabricante, la actividad aumentaria cerca de un 3%.

Por otro lado, el coeficiente de dilucion para Escherichia coli fue de 1,1, es decir,
un aumento al doble de la concentracién indicada aumentaria cerca de un 54% la
actividad del desinfectante. Por lo tanto, variar la concentracion del producto podria
generar efectos mas significativos en la eficiencia germicida, que aumentar el tiempo

de accioén.
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Tabla 8. Resumen de los resultados del desinfectante a la concentracion y

tiempo recomendado por el fabricante (160 ppm por 5 min)

. TRD
E (%) k (min-1) _
(min)
Escherichia coli 99,5758 1,09 2,11
Listeria innocua 99,9999 1,82 1,27

De acuerdo con la tabla 8, al tiempo de accién y concentracion que indica el
envase, el desinfectante frente a la cepa de Listeria innocua presentd una eficiencia de
99,9999%, es decir, se logré una reduccion de 6 ciclos logaritmicos, mientras que
frente a la cepa de Escherichia coli solo logré una reduccion de 2 ciclos logaritmicos,
con un tiempo de reduccién decimal de 2,1 min, lo cual significa que para lograr la
reduccion de 5 ciclos logaritmicos se necesitarian cerca de 10 min. Estos resultados
para la Escherichia coli sugieren que a las recomendaciones establecidas por el
fabricante la accion del biocida seria insuficiente para lograr una desinfeccion que

asegure la inocuidad.

En estudios realizados por Rueda et al. (2003) en donde utilizaron el cloruro de
benzalconio en estado puro diluido con agua destilada, se obtuvo una concentracion
efectiva del desinfectante para distintas cepas de E. coli entre 750 ppm y 1000 ppm,
mayor a lo utilizado en este trabajo y a lo recomendado por el fabricante. Este valor de
concentracion efectiva podria resultar mucho mayor en el caso de los experimentos
realizados en este estudio, ya que ademas de utilizar un producto comercial, las
diluciones fueron hechas con agua potable, la cual presenta durezas que disminuyen la

actividad del desinfectante frente a los agentes bacterianos (Rodriguez, 2015).

En base a lo mencionado anteriormente, segun el estudio de Rueda et al. (2003)
se podria sugerir aumentar la concentracién de cloruro de benzalconio a modo de
mejorar la eficiencia del desinfectante frente a distintos tipos de microorganismos, pero
es importante mencionar que los compuestos de amonio cuaternario pueden presentar

efectos adversos, como irritacion a la piel y mucosa, especialmente si se utilizan a altas
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concentraciones. Su ingesta accidental puede provocar nauseas, vomitos y dolor
abdominal (Diomedi et al., 2016). Por esta razon, se hace importante seguir las
indicaciones dadas por el fabricante y no excederlas, a modo de evitar una posible
contaminacion quimica. Hay que recordar que el uso de estas soluciones
desinfectantes debe ser seguido de un enjuague adecuado, con el fin de no superar el

nivel maximo de residuos establecido por la UE de 0,1 mg/kg (Reglamento UE, 2014).

Aungue el desinfectante resulté ser muy eficiente frente a la cepa de Listeria
innocua estudiada, en la que se alcanzé una reduccién efectiva del niamero de
contaminantes a una concentracion menor de lo indicada en el envase, este producto
sefiala en su etiqueta que es recomendado para la desinfeccién de utensilios de
cocina, frutas, verduras y huevos, los cuales pueden llegar a presentar un amplio rango
de microorganismos (Beuchat, 1996). Estudios realizados en la desinfeccion de
vegetales con el mismo producto, mostraron que este desinfectante no disminuye
considerablemente la contaminacion presente, alcanzando una reduccion de solo 0,5
ciclos logaritmicos (Lopez et al, 2003), lo cual se pudo deber a la posible formacién de
biofilm bacterianos o también a la topografia superficial del vegetal o al hecho de que
estos desinfectantes disminuyen su actividad cuando hay presencia de material

organico.

Otras investigaciones determinaron que entre un 10% a un 46% de cepas de
Listeria monocytogenes que se aislaron de alimentos y de lugares en donde se
procesan alimentos presentaron resistencia al cloruro de benzalconio (Muller et al.,
2013). Esto indicaria que no es posible establecer un coeficiente de dilucién especifico
para cada desinfectante, ya que la actividad de éste va a verse afectada, no solo si la
bacteria es Gram positiva 0 negativa, sino también por la posible resistencia que

puedan presentar ciertas cepas de una misma especie al biocida.

En diferentes estudios comparativos entre compuestos de amonio cuaternario de
distintas generaciones (loannou et al, 2007; Rueda et al. 2003) se puede determinar
una mayor eficiencia en generaciones mayores que la obtenida por el cloruro de
benzalconio (primera generacion). En el trabajo realizado por Rueda et al. (2003) se

determind que para lograr un mismo efecto germicida se necesitan concentraciones de
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compuesto de amonio cuaternario de segunda generacion diez veces menores a las
concentraciones que se requieren de cloruro de benzalconio, en donde ademas se vio
que las recomendaciones de tiempo y concentracion del fabricante para el
desinfectante de segunda generacion resultaron ser eficaces frente a los distintos

microorganismos analizados.
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IX.

CONCLUSIONES

El desinfectante de uso doméstico utilizado, cuyo principio activo es el cloruro de
benzalconio, presentd una mayor efectividad frente a L. innocua, logrando una
disminucién de 5 ciclos logaritmicos a la menor concentracion del desinfectante (100
ppm) a los 3 min de accion. Mientras que para E. coli a los parametros mas altos
utilizados en ese estudio (230 ppm por 10 min), solo se alcanzé una reduccion de 4

ciclos logaritmicos.

El coeficiente de dilucion del desinfectante frente a L. innocua fue de 0,04,
mientras que para la cepa de E. coli fue de 1,1, por lo que se demostré que este valor

va a diferir dependiendo del tipo de bacteria analizada.

Los valores de k y TRD obtenidos corroboraron una mayor accion germicida del
desinfectante frente a la cepa de L. innocua.

A los parametros de concentracion y tiempo indicados por el fabricante (160
ppm, 5 min), el desinfectante frente a la cepa de L. innocua presentd una eficiencia del
99,9999%, mientras que frente a la cepa de E. coli solo logré una reduccién de 2 ciclos
logaritmicos. Por lo tanto, se determiné que este desinfectante presenta una mayor
eficiencia frente a la cepa de bacteria Gram positiva que en la Gram negativa
estudiada.
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ANEXOS

I. Analisis de varianzas simple para la prueba del neutralizante.

A) Escherichia coli

Tabla ANOVA para log Recuento E.coli por Muestras

Fuente Suma de Cuadrados |G| |[Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos |0.0000200475 2 0.0000100237 0.60 0.6032
Intra grupos  |0.0000500152 3 0.0000166717

Total (Corr.) [0.0000700627 5

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de log Recuento E.coli en dos componentes: un componente entre-grupos
y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 0.601242, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que
0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de log Recuento E. coli entre un nivel de
Muestras y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para log Recuento E.coli por Muestras

Método: 95.0 porcentaje LSD

Muestras Casos [Media Grupos Homogéneos
Neutralizante+Biocida 2 8.98675 [X

Peptonada 2 8.989 X

Neutralizante+Peptonada |2 8.99123 (X

Contraste Sig. [Diferencia +/- Limites
Neutralizante+Biocida - Neutralizante+Peptonada -0.00447742 (0.0129943
Neutralizante+Biocida - Peptonada -0.00225025 10.0129943
Neutralizante+Peptonada - Peptonada 0.00222717 0.0129943

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién mltiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No
hay diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza.
En la parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segun la alineacién de las X's en
columna. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma
columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de
medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a O.
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B) Listeria Innocua

Tabla ANOVA para log Recuento L. innocua por Muestras

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos |0.00006523 2 0.000032615 3.49 0.1649
Intra grupos  |0.0000280543 3 0.00000935145

Total (Corr.) ]0.0000932843 5

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de log Recuento L. innocua en dos componentes: un componente entre-
grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 3.48769, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual que
0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de log Recuento L. innocua entre un nivel
de Muestras y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.
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Pruebas de Multiple Rangos para log Recuento L. innocua por Muestras

Método: 95.0 porcentaje LSD

Muestras Casos [Media Grupos Homogéneos

Peptonada 2 8.91115 (X

Neutralizante+Peptonada |2 8.91645 (X

Neutralizante+Biocida 2 8.91908 (X

Contraste Sig. [Diferencia +/- Limites
Neutralizante+Biocida - Neutralizante+Peptonada 0.00263212 |0.00973197
Neutralizante+Biocida - Peptonada 0.00792866 |0.00973197
Neutralizante+Peptonada - Peptonada 0.00529654 |0.00973197

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No
hay diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza.
En la parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segun la alineacion de las X's en
columna. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma
columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de

medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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II. Analisis de varianza multifactorial para los datos utilizados para determinar
la accion germicida.

A) Escherichia coli

Anélisis de Varianza para log Recuento E.coli - Suma de Cuadrados Tipo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |[Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tiempo 18.3402 3 6.11341 45,56 0.0002
B:Concentracion 2.20567 2 1.10284 8.22 0.0191
RESIDUOS 0.80506 6 0.134177

TOTAL (CORREGIDO) 21.351 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de log Recuento en contribuciones debidas a varios factores. Puesto
gue se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando
los efectos de los demds factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores.
Puesto que 2 valores-P son menores que 0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre
log Recuento con un 95.0% de nivel de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para log Recuento de E. coli por Tiempo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tiempo [Casos [MedialLS [SigmalS |Grupos Homogéneos
10 3 3.60425 |0.211484 (X
5 3 4.6062 0.211484 | X
3 3 5.4092 0.211484 | X
0 3 6.98335 10.211484 X
Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites
0-3 * 1.57415 0.731834
0-5 * 2.37715 0.731834
0-10 * 3.3791 0.731834
3-5 * 0.803002 0.731834
3-10 * 1.80495 0.731834
5-10 * 1.00195 0.731834

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 6 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 4 grupos
homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas
entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar
entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un
riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a
0.

38



Medias y 95.0% de Fisher LSD

8.2

\‘
N
.

o
N
T
1

log Recuento
o1
N
T
F——
|

N
N
]

. |

10

Tiempo

Pruebas de Multiple Rangos para log Recuento de E. coli por Concentracién del desinfectante

Método: 95.0 porcentaje LSD

Concentracion [Casos |[MediaLS |[Sigma LS |Grupos Homogéneos
230 4 4.59309 0.183151 (X

160 4 5.2235 0.183151 |XX

100 4 5.63566 10.183151 | X

Contraste [Sig. [Diferencia |+/- Limites

100 - 160 0.412156 |0.633787

100-230 |[* 1.04257 0.633787

160 - 230 0.630416 [0.633787

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se
ha colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas
con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos
segun la alineacién de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las
medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del
5.0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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B) Listeria innocua

Analisis de Varianza para log Recuento L. innocua - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: Tiempo 2 77.1648 3 25.7216 307.80 0.0000
B: Concentracion 2 0.165625 2 0.0828126 0.99 0.4247
RESIDUOS 0.501392 6 0.0835653

TOTAL (CORREGIDO) 77.8318 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de log Recuento 2 en contribuciones debidas a varios factores. Puesto
gue se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando
los efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores.
Puesto que un valor-P es menor que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre log
Recuento 2 con un 95.0% de nivel de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos paralog L. innocua por Tiempo de Accidn

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tiempo 2 |Casos |MediaLS |SigmalS [Grupos Homogéneos
5 3 1.0 0.166898 (X
10 3 1.0 0.166898 [X
3 3 1.33333  |0.166898 |X
0 3 6.95891 ]0.166898 | X
Contraste |Sig. [Diferencia [+/- Limites

0-3 * 5.62557 0.577546

0-5 * 5.95891 0.577546

0-10 * 5.95891 0.577546

3-5 0.333333 |0.577546

3-10 0.333333 [0.577546

5-10 0 0.577546

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 3 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos
homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas
entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar
entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un
riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a
0.
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Pruebas de Multiple Rangos para log Recuento L. innocua por Concentraciéon del desinfectante

Método: 95.0 porcentaje LSD

Concentracion 2 |Casos |Media LS |SigmalLS [Grupos Homogéneos
160 4 2.48674 0.144538 |X

230 4 2.49328 |0.144538 |X

100 4 2.73916 ]0.144538 |X

Contraste |[Sig. [Diferencia +/- Limites

100 - 160 0.252426 0.50017

100 - 230 0.24588 0.50017

160 - 230 -0.00654615 |0.50017

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor
Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No

hay diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza.

En la parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en
columna. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma
columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de
medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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