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Resumen

Las superficies contaminadas representan una de las principales vias de transmisién de
microorganismos a lo largo de la cadena alimentaria, y se sitian como el segundo factor mas
frecuente de contaminacidon cruzada de los alimentos. Dentro de la industria alimentaria,
ademas de las superficies duras de trabajo (vidrio, metal y materiales poliméricos), la ropa
del personal y otros materiales textiles (sintéticos y naturales) utilizados durante el
procesado de los alimentos también son consideradas una fuente potencial para transferir
microorganismos patogenos a los alimentos. Por tanto, el proceso de lavado de textiles debe
poseer adicionalmente un efecto desinfectante. En este sentido, es necesario aplicar
métodos que permitan un control microbioldgico adecuado sobre ambos tipos de
superficies, mediante el uso de herramientas para evaluar satisfactoriamente Ila
contaminacién y la aplicacion de tratamientos, convencionales o alternativos, que
disminuyan o eliminen de manera eficiente los microorganismos, principalmente cuando
estos se encuentran dentro de un biofilm. Un método alternativo interesante para el control

de la contaminacién microbiana es el uso de bacteriéfagos (fagos).

En este estudio se comparé el método de cultivo convencional, la microscopia de
epifluorescencia directa (DEM) y la PCR en tiempo real (RTi-PCR) para el recuento de
Staphylococcus aureus sobre superficies textiles de algodon. El método que mostré mejor
sensibilidad fue el cultivo (0,38 logio UFC cm™), seguido por la RTi-PCR (2,13 log1o UFC cm™).
Mientras que, la DEM presentd una sensibilidad menor (4,12 logi, UFC cm'z) y ademas

resulto ser laboriosa para el recuento microbiolégico en textiles.

También, evaluamos el efecto desinfectante del lavado estandar sobre S. aureus y Candida
albicans en superficies textiles a diferentes temperaturas con ocho agentes desinfectantes
resultantes de la combinacién de dos detergentes (Polvo y Liquido) y tres agentes
blanqueadores. Los agentes desinfectantes base Polvo frente a sus respectivas
combinaciones base Liquido, presentaron mejor efecto desinfectante. La adicién de
hipoclorito de sodio, como agente blanqueador, mejord eficientemente el efecto bactericida
y fungicida de ambos detergentes, incluso a temperatura ambiente. En tanto, la adicidn de
percarbonato de sodio mostr6 mejor efecto desinfectante con el incremento de

temperatura (a 40 °C). Por el contrario, la adicién de peréxido de hidréogeno, no mejord



sustancialmente el grado de desinfeccion. Asi, después del hipoclorito de sodio, el
percarbonato de sodio se convierte en la mejor eleccién, ya que ademas presenta un menor

impacto negativo al medio ambiente.

Por ultimo, se aplicé la DEM para evaluar la efectividad del fago P100 en el control de
biofilms de Listeria monocytogenes sobre superficies de acero inoxidable. El fago P100 fue
capaz de disgregar los biofilms a temperatura ambiente. Las mayores reducciones de L.
monocytogenes en un menor tiempo se obtuvieron con concentraciones de fago mayores a
7 logio UFP ml™. El método de cultivo mostré reducciones del patégeno a niveles
indetectables; sin embargo la tincién vital revelé la presencia de células viables, que
representarian un riesgo de contaminacion cruzada. El fago P100 puede proporcionar una
medida adyuvante para controlar la contaminacion de superficies de acero inoxidable con
biofilms de L. monocytogenes. La DEM resulté ser una buena herramienta para evaluar

rapida y adecuadamente el efecto del fago P100.



Abstract

Contaminated surfaces are one of the main routes of transmission of microorganisms
throughout the food chain, and are placed as the second most common factor of cross-
contamination. In food industry, besides hard surfaces (glass, metal, and organic polymeric
materials), staff clothing and various textile materials (synthetic and natural) used during
food processing are also considered a potential source to transfer pathogens to food.
Therefore, the textile wash process should possess additionally disinfecting effect. In this
regard, it is necessary to implement measures to enable an appropriate microbiological
control on both types of surfaces, using tools to assess contamination successfully and
applying treatments, conventional or alternative, to reduce or eliminate microorganisms
efficiently, especially when these are located within a biofilm. An interesting alternative

method for controlling microbial contamination is the use of bacteriophages (phages).

In this study, the count of Staphylococcus aureus on cotton fabrics obtained by the
conventional culture method, the Direct Epifluorescence Microscopic (DEM), and Real-Time
PCR (RTi-PCR) were compared. The conventional culture method showed better sensitivity
(0.38 log1o CFU cm™), followed by RTi-PCR (2.13 logio CFU cm™). Whereas, DEM showed the
lowest sensitivity (4.12 logio UFC cm'z), and furthermore proved to be laborious for

microbiological count in textile fabrics.

Also, we evaluated the disinfection effect of standard washing on S. aureus and Candida
albicans in textile fabrics at various temperatures with eight disinfectant agents resulting
from combination of two detergents (Powder and Liquid) and three bleaching agents.
Powder-based disinfectant agents generally showed higher disinfection effect than their
respective combinations in Liquid-based. Adding sodium hypochlorite as a bleaching agent
enhanced efficiently the bactericidal and fungicidal effect of both detergents even at room
temperature. Meanwhile, addition of sodium percarbonate improved the disinfectant
effectiveness with increasing temperature (40 ° C). Conversely, the addition of hydrogen
peroxide did not substantially improve the degree of disinfection of detergents. Therefore,
after the sodium hypochlorite, sodium percarbonate becomes the best choice, since it also

has a less negative impact on the environment.



Finally, DEM was applied to evaluate the effectiveness of phage P100 for controlling Listeria
monocytogenes biofilms on stainless steel surfaces. Phage P100 was able to disaggregate the
biofilms at room temperature. Greater reductions of L. monocytogenes in less time occurred
using phages concentrations higher than 7 log PFU ml™. Cultivation method showed
pathogen reduction to undetectable levels; however vital staining revealed the presence of
viable cells, which represent a risk of cross contamination. Our data suggest that the phage
P100 may provide an adjuvant measure to control the contamination of stainless steel
surfaces with L. monocytogenes biofilms. In this study, DEM was a good tool to quickly and

accurately assess the effect of phage P100.
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I. Introduccion

Las superficies contaminadas representan una de las principales vias de transmisién de
microorganismos a lo largo de la cadena alimentaria (Mostert et al., 2005) y se sitia como el
segundo factor mas frecuente de contaminacién cruzada de los alimentos (Tirado y Schmidt,
2001; Reij y Den Aantrekker, 2004). La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, World
Health Organization) estima que las enfermedades diarreicas transmitidas por alimentos y
agua causan la muerte de aproximadamente 2,2 millones de personas anualmente, la
mayoria nifios (WHO, 2002). Actualmente una de las mayores preocupaciones en la industria
alimentaria es la contaminacién de los alimentos por patdgenos bacterianos debido a sus
consecuencias en la salud publica, principalmente por la generacion de brotes, los que a su
vez afectan el comercio, el turismo y conllevan a demandas legales o a pérdida del empleo

(Lequette et al., 2010).

Los microorganismos pueden crecer sobre todo tipo de superficies como los materiales
textiles y fibrosos (tejidos poliméricos comunes, tejidos de algoddn, poliéster, raydn, nylon,
lana y ésteres de celulosa) y superficies duras (vidrio, metal y materiales poliméricos) (Lynn,
2009). El desarrollo de los microorganismos depende de varios factores, entre ellos la
temperatura, humedad/actividad de agua (ay), pH, disponibilidad de nutrientes, etc. En este
sentido, los restos que deja el paso de material alimenticio sobre una superficie favorecen el
desarrollo de los microorganismos, que con el tiempo pueden afectar la seguridad y calidad
del alimento (Lelieveld et al., 2003). La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA,
European Food Safety Authority) informé que durante el 2010 ocurrieron 5 262 brotes de
enfermedades transmitidos por los alimentos en Europa. Donde el mayor nimero de casos
correspondié a salmonelosis (a pesar del significativo descenso observado en los ultimos
afos), seguido por las siguientes enfermedades de etiologia bacteriana: campilobacteriosis,

brucelosis y listeriosis (Schmidt y Gervelmeyer, 2003; EFSA y ECDC, 2012).

En la industria alimentaria, ademas de las superficies duras de trabajo, la ropa del personal y
otros materiales textiles utilizados durante el procesado de los alimentos también son
considerados una fuente potencial para transferir microorganismos patogenos a los
alimentos (Christison et al., 2007; Todd et al., 2010b). Diversos estudios demuestran que los
textiles usados en los ambientes de procesado de los alimentos pueden estar altamente

contaminados con microorganismos (Rayner et al., 2004; Little y Sagoo, 2009), como es el
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caso de los paiios de limpieza que pueden actuar como fuente y vehiculo de diseminacién de

microorganismos (Moore y Griffith, 2006).

Debido a que los productos de interés pueden ser facilmente recontaminados, ya sea bien
por las superficies de trabajo, ropa de trabajo o utensilios de limpieza, es necesario adherirse
estrictamente a las normas de higiene, buenas practicas de higiene (BPH), buenas practicas
de fabricacién (GMP, Good Manufacture Practice) y la aplicacién estricta del sistema de
Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC) a lo largo del proceso de elaboracién
(Reij y Den Aantrekker, 2004). Un prerrequisito fundamental es la aplicacion de un programa
de limpieza y desinfeccidn que tiene como propdsito garantizar la seguridad y la salubridad

de los productos alimenticios (Lelieveld et al., 2003).

La limpieza tiene por objetivo eliminar toda suciedad visible y/o invisible que pueda
encontrarse sobre una superficie (Leveau y Bouix, 2002), para que la desinfeccion pueda
reducir a un nivel aceptable la cantidad de microorganismos presentes, y/o prevenir el
desarrollo microbiano en la superficie durante el periodo de inter-produccion (Lelieveld et
al., 2003; Mostert et al., 2005). En el proceso de limpieza uno de los factores que debe
tenerse en cuenta es la naturaleza de la suciedad a ser eliminada (Sakiyama et al., 1998). De
esto depende el tipo y la cantidad de producto a utilizar (Matias et al., 2013). Asi, los
detergentes alcalinos son eficaces para la eliminacion de sustancias organicas y los acidos
para remover depdsitos inorgdnicos (Sakiyama et al., 1998). Para que la posterior etapa de
desinfeccion sea eficaz, se debe asegurar el contacto directo del desinfectante con los
microorganismos (Wildbrett, 2000). La eleccién de un desinfectante debe considerar la
actividad contra el patégeno diana, la seguridad del usuario y la compatibilidad con el tipo

de superficie; ademas, del coste (Fraise, 1999).

En el caso de los textiles, debido a que pueden contener toda clase de microorganismos
(bacterias, virus y hongos), es importante que los procesos de lavado no sélo tengan un
efecto de limpieza, sino también antimicrobiano (Fijan et al., 2008). En los ultimos 20 afos,
con la finalidad de conseguir un ahorro econdmico y la proteccion del medio ambiente, se ha
optado por lavados con bajas temperatura (Heinzel et al.,, 2010) utilizando productos
guimicos no téxicos (Wieprecht et al., 2007). Sin embargo, la disminucién en la temperatura

de lavado puede favorecer la posibilidad de sobrevivir a los microorganismos patégenos
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(Fijan et al., 2007). Por tanto, se deben evaluar las condiciones de lavado para determinar si
son efectivos en la eliminacién de microorganismos, especialmente en textiles usados en la
industria alimentaria, farmacéutica, cosmética, asi como en el sector hospitalario (Anénimo,

2003).

Una herramienta importante en los procesos industriales es el control microbiolégico. Los
métodos mas utilizados para la deteccién de patdgenos son los convencionales basados en
el cultivo del microorganismo. En general, estos métodos son muy laboriosos, consumen
mucho tiempo y requieren procesos de enriguecimiento, aislamiento en medios selectivos,
pruebas bioquimicas y serologia (Seo et al., 2004). Ademas, no permiten el desarrollo de
todos los microorganismos (Lignell et al.,, 2008), especialmente de aquellos que se
encuentran en un estado viable pero no cultivable (VBNC, Viable But Nonculturable), ya que
representan un riesgo importante debido a que pueden recuperarse y ser causantes de
infeccidn (Oliver, 2005; Lindback et al., 2009). Asi, con el fin de realizar una mejor evaluaciéon
de las poblaciones microbianas, se ha incrementado el uso de técnicas rdpidas e
independientes del cultivo (Hein et al., 2001; Chen y Li, 2005), incluso algunos investigadores
proponen el uso de varios métodos indicadores de viabilidad para tener alguna certeza

sobre el estado fisiologico de una bacteria (Berney et al., 2006).

Las superficies de contacto con los alimentos pueden permitir la adhesion de
microorganismos con el subsecuente desarrollo de biofilms, convirtiéndose en una fuente
persistente de contaminacion para los alimentos (Wong y Amy, 1998; Yang et al., 2009). Una
caracteristica del biofilm es que, una vez que se ha desarrollado sobre el alimento o sobre la
superficie, es dificil de eliminar completamente usando procesos clasicos de limpieza y
desinfeccion (Tompkin, 2002; Baumann et al., 2009). En consecuencia, existe la necesidad de
mejorar los métodos para el control de la contaminacidn. Una opcion interesante es el uso
de bacteriéfagos, que se presentan como enemigos naturales de las bacterias, y atacan de
forma especifica a los patdgenos diana sin comprometer la viabilidad de la flora en el
habitat. Estas caracteristicas los convierten en agentes antimicrobianos atractivos para ser
usados en superficies de trabajo o alimentos (Carlton et al., 2005; Guenther et al., 2009; El-
Shibiny et al., 2009), ademas, los animales y las personas no presentan efectos adversos a
los bacteriéfagos (Sulakvelidze et al., 2001; Bruttin y Brussow, 2005; Carlton et al., 2005;

Rozema et al., 2009).
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Il. Objetivos

Los objetivos del presente trabajo fueron:

1.

Objetivo general:

Aplicar métodos de analisis convencionales, rapidos y alternativos para el control

microbioldgico de la higiene en diferentes tipos de superficies.

2.

Objetivos especificos:

Aplicacién y comparacion del método de cultivo convencional, la microscopia de
epifluorescencia directa y la reaccidon en cadena de la polimerasa en tiempo real para
evaluar el recuento bacteriano en superficies textiles. Previa puesta a punto de la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real con el kit TagMan®
Staphylococcus aureus.

Aplicacion y evaluacion del efecto desinfectante de diferentes procesos de lavado
estandar sobre Staphylococcus aureus y Candida albicans en superficies textiles para
determinar la eficiencia de reduccion microbiana en los textiles contaminados;
ademas, la evaluacién de la transferencia microbiana desde las superficies textiles
contaminadas a textiles estériles y a aguas residuales (lavado y enjuague).

Aplicacion de la microscopia de epifluorescencia directa para evaluar la efectividad
del bacteriéfago P100 en el control de biofilms de Listeria monocytogenes sobre
superficies de acero inoxidable. Previa implementacién de la metodologia para la

deteccidn y cuantificacion de fagos en superficies de acero inoxidable.
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1.  Peligros microbioldgicos en la industria alimentaria

Los principales tipos de contaminantes en los alimentos suelen ser fisicos, quimicos y
microbioldgicos (Lelieveld et al., 2003), siendo estos uUltimos los causantes de la mayoria de
brotes de origen alimentario (Mostert et al., 2005). Cualquier persona esta en riesgo de
contraer una enfermedad de origen alimentario. Sin embargo, los recién nacidos, nifios
pequefios, mujeres embarazadas y personas con el sistema inmune debilitado, presentan
mayor riesgo de sufrir la enfermedad en su forma mds grave o incluso puede resultar mortal

(USDA, 2011).

La WHO define a las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) como
enfermedades, generalmente de naturaleza infecciosa o tdxica, originadas por agentes que
ingresan al cuerpo durante la ingestion de alimentos (WHO, 2007). En los Estados Unidos de
América (EE.UU.), la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, Food and Drug
Administration) y el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA, United States
Department of Agriculture) son las principales agencias del gobierno federal responsables de
la regulacion frente a los alimentos consumidos, entre otras cosas. Asimismo, en la Unién
Europea (UE), la EFSA es la delegada de la evaluacion y la comunicacion del riesgo en

relacion a la seguridad de alimentos y piensos (Lelieveld et al., 2003).

En los paises industrializados, las bacterias patégenas son la causa mas frecuente de
enfermedades de origen alimentario (ICMSF, 2004). Y el lugar mds comun donde se originan
los brotes de origen alimentario es el hogar (46,4%), seguido de los restaurantes/cafés, etc.
(19,8%) y escuelas (6,2%) (CDC, 2007). Consecuentemente, la contaminacién bacteriana
representa la mayor preocupacion de la industria alimentaria debido a sus graves
consecuencias, tanto de salud publica como econdmicas (Lequette et al., 2010). En los
EE.UU., las enfermedades de origen alimentario, originadas por los principales patdgenos,
generan un coste de hasta $35 billones anuales en gastos médicos, ademas de la pérdida de

productividad laboral (WHO, 2007).

La WHO estima que las enfermedades diarreicas transmitidas por los alimentos y el agua
causan la muerte de aproximadamente 2,2 millones de personas anualmente, la mayoria
nifios (WHO, 2002). Sélo en los EE.UU., el Centro para el Control y Prevencidon de

Enfermedades (CDC, Centers for Disease Control and Prevention) estima que cada afio 47,8
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millones de personas enferma, 127 839 son hospitalizados y 3 037 muere por
microorganismos transmitidos por los alimentos, siendo los causantes de la mayoria de las
muertes Salmonella no tifoidea, Toxoplasma, Listeria y norovirus (CDC, 2011). En la UE, la
EFSA informd que durante el 2010 ocurrieron 5 262 brotes de enfermedades transmitidos
por los alimentos, que causaron 43 473 personas enfermas, 4 695 hospitalizaciones y 25

muertes, con Salmonella como la principal causa de los brotes (EFSA y ECDC, 2012).

Las principales bacterias transmitidas por los alimentos son Salmonella spp., Campylobacter
spp., Brucella spp. y Listeria spp., siendo la enfermedad mas frecuente la salmonelosis, a
pesar de observarse en los ultimos afios un descenso significativo en el nimero de casos
(EFSA y ECDC, 2012). Sin embargo, a medida que los métodos de deteccion mejoran y a la
vez son mas accesibles, se esta considerando a los virus como la principal causa de
gastroenteritis no bacteriana (ICMSF, 2004), ya que representan aproximadamente mas de
la mitad de las enfermedades de origen alimentario, principalmente en EE.UU. A pesar de
ésta situacion los virus entéricos normalmente no son evaluados en las muestras

ambientales y de alimentos (Hirneisen et al., 2010).

Otros contaminantes microbiolégicos de los alimentos que presentan un gran potencial para
causar enfermedades son los protozoos, como: Cryptosporidium, Cyclospora, Giardia, y
Toxoplasma (Dawson, 2005). Ademas, existe evidencia de la interaccion entre algunos
protozoarios y bacterias patégenas, tales como Salmonella enterica, Escherichia coli
0157:H7 y L. monocytogenes, ya que pueden permanecer viables y multiplicarse en el
interior de los protozoarios, y posteriormente ser liberadas al exterior por medio de

vesiculas (Gourabathini et al., 2008).

Las aminas bidgenas producidas por algunos microorganismos también pueden originar
problemas en la salud humana y en la calidad de los alimentos. Estas son producidas por
cepas bacterianas especificas que tienen la capacidad de descarboxilar aminodcidos (Ladero
etal., 2010) y entre las mas importantes se encuentran la histamina, putrescina, cadaverina,
tiramina, triptamina, fenil etilamina, espermina y espermidina (Onal, 2007). La produccion
de aminas bidgenas dependera de los microorganismos que predominen en la matriz del

alimento, asi en los alimentos fermentados las bacterias acido lacticas son las principales
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productoras de histamina (Russo et al., 2010), mientras en productos de pescado lo son las

bacterias entéricas gram negativas (Landete et al., 2007).

Otras toxinas de interés en la inocuidad alimentaria son las toxinas naturales como las
micotoxinas y biotoxinas marinas (WHO, 2007). Las micotoxinas son metabolitos de los
hongos capaces de tener efectos toxicos agudos, carcinogénicos, mutagénicos,
teratogénicos, inmunotodxicos y estrogénicos en humanos y animales (Van Egmond et al.,
2007). Mientras que las biotoxinas marinas son producidas por varias especies de algas, se
acumulan en moluscos como mejillones, ostras y vieiras, y son responsables de
aproximadamente 60 000 intoxicaciones anuales a nivel mundial (Gerssen et al., 2010). Los
mariscos contaminados con biotoxinas marinas pueden ocasionar una variedad de

enfermedades gastrointestinales y neuroldgicas (Mohd Syaifudin et al., 2009).

No obstante, es importante mencionar que en muchos casos el agente patdgeno
responsable y/o los alimentos implicados son desconocidos y en el 75% de hospitalizaciones

realizadas no se identifica la etiologia especifica de los casos (Reij y Den Aantrekker, 2004).

2. Fuentes de contaminaciéon microbiolégica en la industria alimentaria

Tradicionalmente, la atencion de los microbidlogos se ha dirigido hacia la ecologia de los
microorganismos en las materias primas y en los productos terminados (ICMSF, 2004). No
obstante, la relativa falta de asociacion especifica entre el tipo de alimento y los
microorganismos patogenos que originan los brotes de enfermedades de origen alimentario,
destacan el papel potencial de la contaminacion cruzada, contaminacién ambiental y el

papel del manipulador infectado a lo largo de la cadena de produccién (Greig y Ravel, 2009).

Los alimentos pueden contaminarse durante la recoleccién de las materias primas, el
almacenamiento y el transporte a la fabrica, asi como durante la transformacion en
productos terminados (Lelieveld et al., 2003). Asimismo, el producto final puede ser
recontaminado posteriormente durante su transporte y almacenamiento en las tiendas y/o
durante su almacenamiento y en la preparacion de alimentos por los consumidores (Mostert
et al., 2005). En la industria alimentaria, los factores que contribuyen mas frecuentemente

en la transmision de microorganismos patdgenos son la contaminacién por personal (9,2%),
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seguido por los equipos contaminados (5,7%) y el uso de salas inadecuadas para el
procesamiento o almacenamiento (4,2%) (Tirado y Schmidt, 2001; Reij y Den Aantrekker,

2004).

Personal. De todos los medios viables de exposicidn de los alimentos a los microorganismos,
ademas del alimento en si, las personas son la fuente de mayor contaminacién
(Vasconcellos, 2004). Las personas son portadoras naturales de muchos microorganismos,
en el cabello, piel, membranas mucosas, tracto digestivo, heridas, infecciones y ropa
(Mostert et al., 2005). Sin embargo, independientemente del origen de la contaminacion, es
mas probable que los patdgenos se transmitan a través de las manos tocando una variedad
de superficies (Todd et al., 2008), que pueden estar contaminadas con Staphylococcus
aureus, L. monocytogenes, coliformes y estafilococos, E. coli y Salmonella (Todd et al.,
2010a). Por tanto, el lavado frecuente de las manos y el secado son necesarios durante todas

las fases de preparacién del alimento (Michaels et al., 2004).

Aire. En el procesamiento de productos alimenticios a menudo existe la formacién de polvo,
particulas y gotas de agua (aerosoles) que son liberadas a la atmdsfera, y participan en la
contaminacién cruzada del aire al alimento (Zorman y JerSek, 2008; Pérez-Rodriguez et al.,
2008). Sin embargo, la distribucidn de los patégenos a través de aerosoles es probablemente
mas importante que a través del polvo (Pearce et al., 2006). En general, el papel que puede
desempeiiar el aire como fuente de contaminacién directa del alimento suele
sobreestimarse y no es tan importante como otras posibilidades (ICMSF, 2004). No obstante,
la calidad del aire es crucial en ocasiones especificas como en el envasado aséptico, el
enfriamiento del alimento por aire o en las operaciones de deshidratacion por aire o

transporte neumatico (ICMSF, 2004).

Agua. El agua se usa ampliamente en la industria alimentaria en muchos de los métodos de
procesamiento del alimento como en el remojo, lavado, enjuague, escaldado,
calentamiento, pasteurizacion, refrigeracion, enfriamiento, produccién de vapor, como un
ingrediente, ademas para la limpieza y desinfeccién (Casani et al., 2005). A pesar de las
consideraciones que se tienen para mejorar la calidad del agua antes de su uso, el agua
puede contaminarse durante las operaciones en la planta y posteriormente servir como una

fuente de contaminacién de patdgenos si no es controlada (ICMSF, 2004). Una de las vias de
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contaminacién es por medio del agua en forma de aerosol. Los aerosoles generados pueden
dispersar microorganismos en un area extensa y pueden permanecer suspendidos por largos

periodos de tiempo (Gibson et al., 1999).

Plagas. Las aves, insectos y roedores son un problema potencial de contaminacién, porque
estos pueden actuar como vehiculos en la transmision de patégenos. Por este motivo, los

edificios deben ser disefiados para mantenerlos fuera (Lelieveld et al., 2003; ICMSF, 2004).

Superficies. Es el segundo factor mas frecuente en la contaminacion cruzada de los alimentos
(Tirado y Schmidt, 2001). La ropa del personal y otras superficies textiles utilizadas durante
el procesado de los alimentos también participan en la transferencia de microorganismos
patégenos a los alimentos (Christison et al., 2007; Todd et al., 2010b). La Tabla 1 muestra
algunos ejemplos en donde las superficies de las instalaciones, equipos, utensilios, ropa y
panos de limpieza han sido identificadas como posibles fuentes de patégenos en brotes de

origen alimentario [Modificado de (Reij y Den Aantrekker, 2004)].

3. Superficies contaminadas

Las superficies sdlidas utilizadas en la industria alimentaria varian ampliamente en su
composicion quimica y en la configuraciéon de la superficie. Sin embargo, con algunas
excepciones, se pueden clasificar principalmente en dos grupos: materiales textiles y
superficies duras. Dentro de los materiales textiles los mas comunes son los tejidos
poliméricos: algoddn, poliéster, rayon, nylon, lana y ésteres de celulosa. Mientras que las
superficies duras mas importantes son: el vidrio, metal y materiales poliméricos organicos

como las superficies pintadas, lindleo y azulejos de plastico (Lynn, 2009).

3.1.  Superficies textiles en el procesado de los alimentos

En el procesamiento de alimentos, las superficies textiles son utilizadas para la proteccion
del personal (prendas de vestir) y la limpieza del entorno (pafios, toallas, etc.) (Cardinale et

al., 2005).

Entre los agentes infecciosos que pueden contaminar la ropa del personal se encuentran las

bacterias entéricas, como Salmonella, Shigella, Campylobacter, E. coli (incluyendo E. coli
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Tabla 1. Brotes de origen alimentario de etiologia bacteriana causados por contaminaciones
cruzadas con superficies de trabajo [Modificado de (Reij y Den Aantrekker, 2004)].

Patégeno

Alimento implicado

Probable fuente de contaminacion

Referencia

Bacillus cereus

Campylobacter jejuni

E. coli 0157:H7

L. monocytogenes

Salmonella

Salmonella agona

Salmonella berta

Salmonella ealing

Salmonella enteritidis

Salmonella enteritidis
PT4

Salmonella
Typhimurium
Vibrio cholerae

Virus Norwalk

Yersinia enterocolitica

Ningun alimento
especifico

Lechuga o lasafia

Yogur aromatizado

Diferentes alimentos

Carne

Mantequilla
Salchichas

Carne cocida
Sandwich de pavo

Cereales para el
desayuno

Queso de pasta blanda

Formulaciones infantiles

Helado

Pasteles

Jamon cocido en
rodajas

Pudin de chocolate
Sandwich de ensalada

de pavo

Leche pasteurizada

Platos, cucharas, palillos y pafios de
cocina contaminados con agua
subterranea

Contaminacion de manos, utensilios
de cocina y encimera con pollo crudo

Bomba utilizada anteriormente para
leche sin pasteurizar, con zonificacién
insuficiente

Manejo inadecuado de utensilios

Uso de la misma ropa de trabajo,
tanto para manipular alimentos
crudos como cocidos

Ambiente de procesado
Mdquina de envasado y embalaje

Mdquina de cortado
Ropa del personal contaminada

Ambiente de las lineas de

procesamiento y equipos

Cubos de maduracién del queso
usados anteriormente para canales de
pollo

Ambiente de las lineas de

procesamiento y equipos

Cisterna para transportar helados,
usada anteriormente para huevos
crudos

Recipientes de mezcla, bolsa para
crema y boquillas sin limpiar

Recipientes usados anteriormente
para el curado de carne de cerdo
cruda

Pafos de cocina lavados en agua de
rio contaminado

Ropa de personal contaminada con
vémito
Contaminacion
medio ambiente

post-procesado  del

(Choi et al., 2011)

(Graves et al., 1998)

(Morgan et al., 1993)

(Banatvala et al., 1996)

(Todd et al., 2010b)

(Lyytikdinen et al., 2000)
(Goulet et al., 1998)
(Lunden et al., 2002)

(Todd et al., 2009)

(Breuer, 1999)

(Ellis et al., 1998)

(Rowe et al., 1987)

(Hennessy et al., 1996)

(Evans et al., 1996)

(Llewellyn et al., 1998)

(Hankin, 1896)

(Lo etal., 1994)

(Ackers et al., 2000)

0157) y Clostridium difficile, ademas, de cepas virales respiratorias y entéricas, como
norovirus, rotavirus, adenovirus y astrovirus (Bloomfield et al., 2011). Existen evidencias que
revelan que durante las actividades de trabajo, los delantales de los manipuladores llegan a

contaminarse con un elevado numero de coliformes totales y S. aureus (Lues y Van Tonder,
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2007). Ademas, de la ropa de trabajadores de plantas procesadoras de carne también se han

aislado patégenos como Salmonella spp. y L. monocytogenes (Kahraman et al., 2010).

En general, los patdgenos que se encuentran en la ropa pueden ser facilmente transferidos a
los alimentos (Todd et al., 2010b). Existen casos publicados que confirman que la ropa de los
manipuladores de alimentos ha sido la fuente de infeccién y modo de propagacion en
diversos brotes bacterianos, asi como también virales (Todd et al., 2009; Todd et al., 2010b),
debido principalmente a la falta de sustitucién por ropa limpia, previo a o durante la jornada

laboral (Lo et al., 1994; Cardinale et al., 2005).

Por tanto, se debe establecer la frecuencia del cambio de ropa y el grado de
descontaminacién durante el lavado teniendo en cuenta el tipo de alimento que se produce
(Lelieveld et al., 2003). En las plantas procesadoras de alimentos, una de las herramientas
mas exitosas de las GMP, es el control de material contaminado a través de la prohibicion

del uso de prendas de vestir de calle (Giambrone, 2010).

Los pafios de tela, toallas y esponjas utilizados para manipular objetos calientes, limpiar
manos y superficies de contacto alimentarias, también son facilmente contaminados con
diversos microorganismos, y asimismo, son fuente y vehiculos diseminadores de
microorganismos (Hilton y Austin, 2000; Sattar et al., 2001; Christison et al., 2007; Little y
Sagoo, 2009; Todd et al., 2010b). Incluso la carga microbiana en este tipo de superficies
puede ser similar a la encontrada en los utensilios usados para limpiar suelos (Christison et

al., 2007).

Entre la carga microbiana que contamina las bayetas, pafios de limpieza y toallas de mano se
han encontrado microorganismos potencialmente patdgenos de origen alimentario, como E.
coli, S. aureus, Bacillus spp., B. cereus, Campylobacter spp., Salmonella spp., Listeria spp. y L.
monocytogenes (Christison et al., 2007; Redmond y Griffith, 2009; Little y Sagoo, 2009). Por
lo anterior, es recomendable que las esponjas y panos, al estar frecuentemente
contaminados, deberian ser limpiados y desinfectados regularmente (Scott, 2000). La Tabla
2 muestra los criterios microbioldgicos para calificar la calidad microbioldgica de los pafios

de limpieza (Little y Sagoo, 2009).
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Tabla 2. Criterios microbioldgicos en pafios de limpieza (Little y Sagoo, 2009).

Muestra Microorganismos Calidad microbiolégica
Satisfactorio Insatisfactorio
Paiios de limpieza Recuento de aerobios <10° CFU cm™ >10° CFU cm™
Enterobacteriaceae <10*cFUcm” >10* CFU em™
E. coli No detectado Detectado
S. aureus No detectado Detectado

3.2.  Superficies duras en el procesado de los alimentos

Entre las superficies duras se encuentran las superficies de contacto alimentarias, como

equipos, mesas y utensilios usados en el procesado de los alimentos.

La contaminacion de los equipos puede ocurrir durante la produccién, cuando el paso de
material alimenticio sobre una superficie deja residuos que favorecen el desarrollo de los
microorganismos, que con el tiempo pueden alcanzar una cantidad suficiente para afectar la
seguridad y la calidad del alimento (Lelieveld et al., 2003; Vasconcellos, 2004). Esta situacién
representa un riesgo, debido a que pueden actuar como fuente potencial de transmision de
patégenos (Oliveira et al., 2007). Asimismo, es importante destacar que las superficies duras
gue no estdn en contacto directo con el alimento, como los pisos, paredes, techos, vigas y
estructuras de apoyo, también se pueden comportar como reservorios potenciales de
contaminacién microbiana y representar un riesgo en la transmisién de patdgenos (Mostert

etal., 2005).

Existe evidencia, que las superficies contaminadas de equipos, como maquinas de corte o
utensilios, contaminan los alimentos mediante la transferencia de microorganismos
patdgenos, como ha sido el caso de L. monocytogenes transferida a embutidos o Salmonella
enterica a lechuga (Lin et al., 2006; Ravishankar et al., 2010). Ademas, se han encontrado
recuentos microbioldgicos similares entre una superficie contaminada y el producto final

después de una contaminacion cruzada (Naidoo y Lindsay, 2010).

Un buen disefio higiénico y un mantenimiento adecuado son factores cruciales para evitar la
contaminacién de los equipos utilizados para el procesado de los alimentos. Es importante
evitar errores en el disefio o en la instalacién de los equipos (Reij y Den Aantrekker, 2004).

Ademas, estos deben ser mantenidos en buenas condiciones para prevenir ralladuras que
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puedan albergar microorganismos (Scott, 2000). En general, las superficies lisas se limpian y
desinfectan mejor que las rugosas y agrietadas (Wildbrett, 2000). La UE exige el
cumplimiento de la norma EN 1672-2, referente al disefio de maquinarias para alimentos,
como medida para prevenir la proliferacion de microorganismos patégenos y alterantes en

la industria alimentaria (Lelieveld et al., 2003).

Uno de los factores que intervienen en la contaminacion cruzada es la viabilidad de los
microorganismos. Debido a que estos pueden permanecer viables en las superficies por
largos periodos de tiempo y representar un peligro de contaminacion durante este periodo
(Kusumaningrum et al., 2003; Dawson et al., 2007). El tiempo de supervivencia varia entre
microorganismos, mientras algunos pueden sobrevivir dias, otros pueden permanecer
viables por meses. Algunas especies de Candida pueden permanecer viables hasta por 14
dias en superficies secas de acero inoxidable (Traoré et al., 2002). Salmonella Typhimurium
puede sobrevivir hasta 4 semanas en superficies secas (Dawson et al., 2007). Muchas
especies de bacterias gram negativas, como Acinetobacter spp., E. coli, Klebsiella spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens o Shigella spp., también pueden sobrevivir

por meses en superficies secas (Kramer et al., 2006).

La supervivencia de los microorganismos depende de las condiciones del entorno, como
temperatura, ay, pH, disponibilidad de nutrientes, presencia o ausencia de oxigeno y
componentes inhibitorios como los conservantes (Todd et al., 2009; Mgretrg et al., 2010).
Asi como del tipo de material de los equipos, utensilios y superficies, porque esta
caracteristica es esencial en el proceso de adhesion de los microorganismos y en la
formacion de biofilms (Oulahal et al., 2008; Careli et al., 2009). En este sentido la matriz del
alimento residual sobre una superficie también favorece la supervivencia de los
microorganismos, por ejemplo un alto contenido proteico (Oulahal et al., 2008; Takahashi et

al., 2010).

Otro punto a considerar, es la adaptacién de los microorganismos a condiciones fisicas
extremas, haciéndolos mas tolerantes, lo que les permite sobrevivir por mas tiempo sobre
las superficies (Beales, 2004). Por ejemplo, ciertos microorganismos pueden adaptarse a la

supervivencia en ambientes acidos o a la desecacidn, este ultimo mediante la sintesis de
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disacaridos de sacarosa, especialmente, la trehalosa que actla como un osmoprotector

(Ramos et al., 2001; Alvarez-Ordéfiez et al., 2009).

La experiencia indica que la aplicacion dptima de un plan de APPCC o un programa de GMP
no garantiza definitivamente que el alimento no se contaminara, que es posible reducir,
pero no impedir o eliminar la posibilidad de que un alimento se contamine cuando queda

expuesto al entorno donde se esta procesando (ICMSF, 2004).

4. Limpieza y desinfeccion en la industria alimentaria

La higiene de los alimentos se define como todas las condiciones y medidas necesarias para
asegurar la inocuidad y la aptitud de los alimentos en todas las fases de la cadena
alimentaria (Codex Alimentarius Commission, 2003). Los procesos de limpieza y desinfeccidn
en la industria alimentaria tienen como objetivo la remocién de microorganismos y
materiales que favorecen el desarrollo microbiano. Esto conduce al incremento de la vida
util del producto, y a su vez mantener los equipos y superficies en buen estado. Finalmente,
proporciona un ambiente de trabajo seguro y limpio para los empleados (Lelieveld et al.,

2003).

Una higiene alimentaria deficiente contribuye a las enfermedades de origen alimentario,
hasta en un 39% de las infecciones (Scott, 2000). Por este motivo, en un intento por reducir
la morbilidad de las ETA, se ha alentando a todos los sectores de la cadena de produccién a
la mejora de la higiene y a la incorporacién activa de enfoques sobre inocuidad alimentaria
(Newell et al., 2010). Basandose en la implementacion y aplicacion de medidas preventivas
generales tales como BPH y GMP en la higiene basica de la elaboracidn de alimentos (Reij y

Den Aantrekker, 2004).

4.1. Limpieza

La limpieza consiste en eliminar de una superficie dada, toda suciedad visible o invisible que
pueda encontrarse sobre la misma. Esta es realizada por la “detergencia”, accién donde las
suciedades son separadas de su sustrato y puestas en solucion o en dispersion (Leveau y
Bouix, 2002). Ademas, la limpieza es necesaria para hacer eficaz la desinfeccidn subsiguiente

(Wildbrett, 2000).
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En el proceso de limpieza uno de los factores que debe tenerse en cuenta para la eleccion
del producto a usar, es la naturaleza de la suciedad a ser eliminada. Asi, los detergentes
alcalinos son eficaces para la eliminacién de sustancias orgdnicas y los acidos para remover

depdsitos inorganicos (Sakiyama et al., 1998; Matias et al., 2013).

Todos los sistemas de limpieza dependen de una o de la combinacidon de tres acciones

basicas (Durkee, 2006):

e Accion mecdnica, como la limpieza abrasiva de superficies.

e Accidén térmica, cuando se usa calor.

e Accién quimica, como los detergentes, alcalis o acidos.

4.1.1. Limpieza de superficies textiles

La dureza de la superficie de la fibra, varia no sélo con la fibra base, sino también con el
acabado de la superficie, que afecta tanto al grado con que se ensucia la superficie como a la
remocion de la misma. En general, los acabados suaves, recogen y retienen la suciedad mas
facilmente que los acabados duros, ya que las superficies suaves permiten una mayor

superficie de contacto con la suciedad (Lynn, 2009).

Para la limpieza de los textiles se utilizan detergentes de lavanderia, que son combinaciones
de compuestos quimicos que asociados a los factores: tiempo, temperatura, y accion
mecdnica, permiten liberar a una superficie de su suciedad (Leveau y Bouix, 2002; Altmajer-
Vaz, 2004). Los detergentes de uso general son detergentes de alta potencia que se pueden
utilizar con muchos tipos de telas/textiles (Lynn, 2009). La composicion del detergente para
textiles, en general, contiene: tensioactivos, coadyuvantes de formulacion (builders),
enzimas, agentes blanqueadores y otros aditivos menores, tales como agentes de dispersién,
suavizantes de tejidos y abrillantadores épticos (Yu et al., 2008). Los tensioactivos y los
coadyuvantes de formulacion son los dos ingredientes mas importantes en los productos de

limpieza (Yu et al., 2008; Lynn, 2009).

La Figura 1 muestra los componentes tipicos presentes en las formulaciones de detergentes
(Altmajer-Vaz, 2004). La tendencia actual para la innovacion de productos para la limpieza

de textiles se basa en la necesidad de minimizar el impacto negativo ambiental. Para ello se
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Figura 1. Componentes comunes en las formulaciones de detergentes (Altmajer-Vaz, 2004).

han desarrollado productos tensioactivos facilmente biodegradables, nuevos coadyuvantes
gue sustituyen a los fosfatos, un sistema blanqueador optimizado junto con enzimas, que

tienen un papel mas central en la limpieza de los textiles (Johansson y Somasundaran, 2007).

4.1.2. Limpieza de superficies duras

La composicion de los detergentes para el lavado de superficies duras difiere de los textiles,
debido a que las caracteristicas requidas para estos productos son dependientes en gran
medida del tipo de superficie y del espacio en que se encuentran (abiertas o en sistemas
cerrados). Por ejemplo, los detergentes en un sistema de limpieza in situ (CIP, Cleaning in
place) y en presencia de residuos alimentarios, especialmente residuos de tipo proteico,
generan espumas que causan una disminucién en la presiéon de lavado y en la energia
cinética de los chorros, para evitar este efecto, se formula una composicién en gran parte
inorgdanica, formada principalmente por coadyuvantes y tensioactivos con poder espumante

reducido, tales como los no idnicos (Altmajer-Vaz, 2004). Mientras que, los detergentes de

24



1ll. Revision bibliogrdfica

aplicados en superficies abiertas, generalmente contienen altas composiciones de espumay

tensioactivos organicos como ingrediente principal (Lynn, 2009).

4.1.3.  Agentes de limpieza

En general, los agentes de limpieza o detergentes se presentan en forma de sustancias
simples o mezclas que elabora el fabricante a partir de diversas sustancias quimicas

(Wildbrett, 2000).

A continuacion se describe el papel de los diferentes compuestos quimicos basicos de los

detergentes:

a) Tensioactivos

El tensioactivo o agente de superficie activo es quiza el ingrediente mas importante presente
en todas las formulaciones de detergentes (Bajpai y Tyagi, 2007). Comprende entre 15% y
40% de la formulacion total (Yu et al., 2008). Los tensioactivos disminuyen la tensidn
superficial del agua, o la tensién interfacial entre el agua y las otras fases (como aceites).
Aportan propiedades humectantes, espumantes, detergentes, dispersantes, solubilizantes y
anti-espumantes en funcién de su estructura (Leveau y Bouix, 2002; Johansson y
Somasundaran, 2007). Estan compuestos por una cadena larga de carbonos (por lo general
de C12-C18), lipofilica e hidrofdbica y una porcién hidrofila, correspondiente a un grupo con
carga o sin carga eléctrica, tal como un grupo sulfato, sulfonato o polietoxilado (Johansson y

Somasundaran, 2007).

Los tensioactivos en disolucién acuosa presentan un comportamiento caracteristico para
producir iones. Por tanto, son clasificados por sus propiedades idnicas (carga eléctrica) en

cuatro grupos: anidnicos, no iénicos, catidnicos y anféteros (Yu et al., 2008):

Tensioactivos anionicos: Son los mas utilizados debido a su relativo bajo coste de fabricacion.
En el agua, la parte hidrdfila lleva una carga negativa, que puede reaccionar en el agua de
lavado con los iones de carga positiva [calcio (ca*) y magnesio (I\/Ig2+)] de la dureza del agua,
gue tienden a desactivar al tensioactivo anidnico. Estos tensioactivos son especialmente
eficaces en la limpieza de suelos aceitosos y suspensiones de suciedad arcillosa (Bajpai y

Tyagi, 2007). Entre los tensioactivos anidnicos, se destaca el acido dodecilbencensulfénico
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lineal (LAS), que comprende mas del 40% de todos los tensioactivos utilizados (Altmajer-Vaz,

2004).

Tensioactivos no iénicos: No reaccionan con el Ca** o Mg2+ y por tanto son tolerantes a la
dureza del agua (Johansson y Somasundaran, 2007). Son especialmente buenos en la
eliminacidon de suciedad aceitosa por solubilizacién y emulsificacion. Los tensioactivos no
idnicos se utilizan con frecuencia en algunos detergentes en polvo con poder espumante
reducido y en detergentes liquidos. Ademads, se pueden mezclar con los tensioactivos
anidnicos. Los tensioactivos no idnicos mas comunes son aquellos a base de éxido de
etileno, conocido como tensioactivos etoxilados. Otra clase importante son los productos
polihidroxi tales como ésteres de glicol, ésteres de glicerol (y poliglicerol), glucdsidos (y

poliglucésidos) y ésteres de sacarosa (Bajpai y Tyagi, 2007).

Tensioactivos catidnicos: Poseen una carga positiva en la parte hidréfila, se adsorben
facilmente en la mayoria de las superficies sdlidas, generalmente con carga negativa
(Altmajer-Vaz, 2004). Entre los mas comunes estan los compuestos de amonio cuaternario,
el cloruro de dialquil dimetil amonio (DADMAC) y el cloruro de benzalconio (BAC) (Bajpai y
Tyagi, 2007).

Tensioactivos anfdteros: Presentan baja sensibilidad a la dureza del agua, buena
compatibilidad con electrolitos y otros tensioactivos (Altmajer-Vaz, 2004). Estos
tensioactivos contienen tanto grupos catiénicos como anidnicos. Su comportamiento en
solucion es dependiente del pH, en soluciones de pH acido, adquieren caracter tipo
cationico; mientras que a pH alcalinos adquieren cardcter tipo anidnico. Los tensioactivos

anféteros mas comunes son la N-alquilo betainas (Bajpai y Tyagi, 2007).

b) Coadyuvantes de formulacion

Los coadyuvantes de formulacién, también llamados builders, son el segundo ingrediente
mas importante de un detergente. Los iones de Ca® y Mg2+ existentes en el aguadurayenla
suciedad, reducen considerablemente la eficiencia de los tensioactivos. Por tanto, se utilizan
en combinacién con los tensioactivos para eliminar la presencia de estos iones, y mejorar la
eficacia de la limpieza (Bajpai y Tyagi, 2007; Yu et al., 2008). Dentro de los coadyuvantes mas
utilizados estan: fosfatos, carbonatos, silicatos, aluminosilicatos (zeolitas) y citrato de sodio

(Leveau y Bouix, 2002).
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c) Acidos
Son requeridos en algunas zonas de la industria alimentaria, como en superficies abiertas o
sistemas CIP, donde se originan residuos especificos dependientes del tipo de producto. Los
depdsitos mas tipicos son la piedra de cerveza (oxalato calcico), costras de proteinas, resinas
de ldpulo o las incrustaciones lacticas que se forman sobre todo a partir del fosfato tricalcico
(Wildbrett, 2000). Los acidos organicos, como los acidos glucdnicos o citrico, tienen interés
porque no son peligrosos, ni corrosivos y poseen un poder secuestrante adicional (Leveau y
Bouix, 2002). Ademas, los acidos presentan actividad desinfectante debido a los efectos de

alteracion en los acidos nucleicos y proteinas (Johansson y Somasundaran, 2007).

d) Bases o dicalis

Los alcalis son muy usados debido que a rompen proteinas por la accién de los iones
hidroxilos, saponifican grasas, ejercen un efecto bactericida a concentraciones altas y por su
bajo coste (Lelieveld et al., 2003). Los alcalis actuan como detergentes primarios en la
limpieza de ceramica, vidrio y superficies de metal, incluso en ausencia de tensioactivos (Kirk
et al.,, 2002). La sosa [hidroxido de sodio (NaOH)] es el principal componente de los
detergentes alcalinos fuertes. Los detergentes alcalinos pueden ser clorados para ayudar la
remocion de depdsitos proteinicos, pero el cloro a pH alcalino no es un agente biocida

efectivo (Leveau y Bouix, 2002).

Las bases son efectivas en la remocion de biofilms, un pH alcalino sobre un biofilm induce a
la solubilidad de las Sustancias Poliméricas Extracelulares (EPS, Extracellular Polymeric
Substances) y a la congestién de la red de EPS, que en consecuencia, reduce la cohesion del

biofilm y facilita su eliminacién (Lequette et al., 2010).

e) Blanqueadores oxigenados

Los blanqueadores oxigenados proporcionan al detergente una accién blanqueadora con la
eliminacion de manchas y suciedad para todo tipo de tejidos. Los blanqueadores oxigenados
en polvo (Bajpai y Tyagi, 2007) contienen compuestos inorganicos de peroxigeno, como el
tetrahidrato de perborato de sodio y el percarbonato de sodio. Estos cuando se disuelven se
convierten en perdxido de hidrégeno (agente oxidante) y en sales residuales del compuesto

(por ejemplo, borato de sodio o carbonato) (Johansson y Somasundaran, 2007). Los
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blanqueadores oxigenados en su forma liquida contienen peréxido de hidréogeno que

suministra directamente el agente oxidante (Bajpai y Tyagi, 2007).

Los blanqueadores oxigenados presentan la ventaja de ser productos seguros para el medio
ambiente, no obstante necesitan de temperatura adecuadamente elevada para ser efectivos

(Johansson y Somasundaran, 2007).

f) Enzimas

En los ultimos afios se ha incrementado el uso de la tecnologia enzimatica para la
eliminacion de la suciedad y para superar los problemas de eficiencia en la limpieza cuando,
con la finalidad de ahorrar energia, la temperatura utilizada en el lavado es reducida (Kirk et
al.,, 2002). Las enzimas en los detergentes actuan de manera Optima a intervalos de
temperatura entre 20 — 60 ° C y de pH entre 7 — 10,5. Sin embargo, cada enzima presenta
una temperatura y pH especificos de trabajo (Johansson y Somasundaran, 2007). Las
hidrolasas son una clase de enzimas que catalizan reacciones de hidrdlisis de moléculas
complejas (proteinas, lipidos, almidones, etc.), generando estructuras de menor tamafio y de
mas facil eliminacion (Altmajer-Vaz, 2004). Las enzimas mas utilizadas en detergencia para
eliminar la suciedad debida a proteinas, lipidos y almidén son las proteasas, lipasas y

amilasas, respectivamente (Kirk et al., 2002).

El uso de enzimas como alternativa para la eliminacién de biofilms formados en las
superficies de la industria alimentaria, se perfila como una medida preventiva, para evitar el
establecimiento de biofilms o para erradicar una contaminacion por biofilm ya existente

(Lequette et al., 2010; Craigen et al., 2011).

g) Otros aditivos en detergentes

Diversos agentes son anadidos al detergente para mejorar el rendimiento, dar individualidad
o resaltar una caracteristica en especial. Entre ellos tenemos a los agentes anti-redeposicion,
agentes secuestrantes, coadyuvantes de elaboracion, colorantes, fragancias, inhibidores de
corrosidn, agentes antiespumantes y abrillantadores épticos ((Altmajer-Vaz, 2004; Bajpai y

Tyagi, 2007).
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4.1.4. Efecto de la temperatura sobre la detergencia

En general, el aumento de la temperatura mejora el lavado como resultado del aumento de
la velocidad de las reacciones quimicas y enzimaticas, la disminucion de la viscosidad, de las
fuerzas de adhesion entre el sustrato y la suciedad, etc. (Altmajer-Vaz, 2004). Asimismo, se
consigue la reduccion de la carga microbiana (Lelieveld et al., 2003). El efecto es importante
a dos temperaturas criticas, una donde la suciedad grasa se licua y otra es el punto de

ebullicion, en ambas la detergencia aumenta notablemente (Lynn, 2009).

La temperatura elevada puede afectar el desempefio de los diversos componentes de los
detergentes vy, a su vez, ocasionar efectos positivos y negativos sobre el proceso de limpieza
(Tabla 3) (Wildbrett, 2000; Altmajer-Vaz, 2004). Por ejemplo, los tensioactivos no idnicos
disminuyen su solubilidad a partir de cierta temperatura (punto de turbidez) y enturbian la
solucién de limpieza (Leveau y Bouix, 2002). Si la temperatura de lavado es superior al punto

de turbidez, se obtiene una detergencia pobre (Altmajer-Vaz, 2004).

Tabla 3. Efecto del uso de temperatura elevada sobre la eficacia de la limpieza.

Efectos positivos Efectos negativos
Menor capacidad adhesiva Mala eliminacidn de suciedades proteicas
Disminuye viscosidad de suciedad Altera térmicamente las enzimas
Funde la suciedad grasa Menor capacidad captadora de suciedad de las sustancias
lipidas

Aceleran la dispersion
Menor solubilidad de sustancias responsables de la dureza
del agua

Aceleran la imbibicién
Aceleran las reacciones quimicas y enzimaticas
Disminuye la solubilidad de los tensioactivos no idnicos al

Mayor solubilidad de componentes solubles de la suciedad superar el punto de turbidez

4.2. Desinfeccion

La desinfeccion es definida como la reduccidén del nimero de microorganismos presentes en
el medio ambiente, por medio de agentes quimicos y/o métodos fisicos, a un nivel que no
comprometa la calidad y seguridad del producto (Taylor et al., 1999). Para ello debe
asegurarse el contacto directo de la solucidon desinfectante con los microorganismos
(Wildbrett, 2000). La eficacia de un agente antimicrobiano se ve afectada por seis factores

principalmente: i) el tamafio de la poblacion microbiana, ii) la composicion de la poblacion
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microbiana, iii) la concentracion o intensidad del antimicrobiano, iv) la duracion de la

exposicion, v) la temperatura, y vi) los diversos factores ambientales (Willey et al., 2009).

4.2.1. Desinfeccion de superficies textiles

Los programas de un lavado estandar son aceptables para la mayoria de textiles, donde la
limpieza visual es el objetivo. Sin embargo, debido al alto riesgo que conllevan los textiles
usados en la industria alimentaria, estos requieren mayores estandares de lavado,

suficientes para reducir la carga microbiana (Lelieveld et al., 2003).

En 1998, el Instituto Alemdan de Aseguramiento de la Calidad y Certificacién, RAL, presentd la
guia para emitir Certificados de Calidad de lavado e higiene de los textiles en la industria
alimentaria (RAL-GZ 992/3). Esta se basa en los principios del sistema de Andlisis de Riesgo y
Control de Biocontaminacion (RABC, Risk Analysis and Biocontamination Control) y de
APPCC. El mantenimiento de las certificaciones depende de inspecciones anuales no

anunciadas de las lavanderias (Tabla 4) (Fijan et al., 2008).

Tabla 4. Valores recomendados para los puntos criticos de control en lavanderias implicadas en la
limpieza de textiles de la industria alimentaria, segin RAL-GZ 992/3 (Fijan et al., 2008).

Punto critico de control Estandar
Textiles planchados y doblados b 9 de cada 10 muestras no deben contener mas de
50 UFCdm™>?
Procedimiento de lavado Sin crecimiento de indicadores biolégicos
Textiles humedos <100 UFC dm™
El agua del grifo para lavar, agua blanda, el agua de enjuague <100 UFC mI*t
Equipo técnico (maquinas de lavado, de seleccién y cintas <100 UFC dm™
transportadoras)
Estantes de almacenamiento/transporte (estanterias planchadora- <100 UFC dm™

secadora, estanterias de ropa doblada, pared lateral de los
vehiculos de transporte)

Higiene de manos (antes y después de la limpieza y desinfeccién) <100 UFC dm™

® Valores limites: fijados por el Instituto Aleman Robert-Koch.

® Placas RODAC usadas para el muestreo de textiles planchados y doblados no deberian contener

microorganismos patdgenos o potencialmente patégenos como: E. coli, Enterobacter cloacae, etc.
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El 23 de Septiembre del 2002, el Comité Europeo de Normalizacidon (CEN) aprobd la Norma
Europea EN 14065:2002, basandose en los principios del sistema RABC, para asegurar de
forma continua la calidad microbioldgica de los textiles lavados que se utilizan en la industria

farmacéutica, hospitalaria, alimentaria y cosmética (Anénimo, 2003).

4.2.2. Desinfeccion de superficies duras

Para las superficies duras abiertas, los desinfectantes son aplicados directamente al equipo,
superficie o utensilio a desinfectar durante un periodo prolongado. Para las superficies duras
de sistemas "cerrados", se utilizan desinfectantes dentro del sistema llamado CIP, donde los
desinfectantes son distribuidos por gravedad o por bombas dentro del equipo (Holah, 1995).
La Tabla 5 muestra los criterios microbioldgicos de muestras ambientales recomendados por

el Servicio de Salud Publica de EE.UU. y por Little y Sagoo (2009).

Tabla 5. Criterios microbiolégicos de hisopados ambientales (Little y Sagoo, 2009).

Calidad microbiolégica

Muestra Microorganismos
Satisfactorio Insatisfactorio

Hisopado de superficies ~ Recuento de aerobios <10 CFU cm™ > 10 CFU cm™
de alimentos listos para Enterobacteriaceae <1 CFU em™> >1 CFU em2
el consumo: limpiado y E. coli No detectado Detectado
listo para usar
Hisopado de superficies Recuento de aerobios <10°CFUcm™ >10° CFU cm™
recién limpiadas que Enterobacteriaceae <10°CFU cm > 102CFU cm
estan en uso E. coli No detectado Detectado

4.2.3. Desinfectantes

En la eleccion de un desinfectante se debe considerar la actividad contra el patdgeno diana,
la seguridad del usuario y la compatibilidad con el tipo de superficie, ademas del coste
(Fraise, 1999). La Tabla 6 muestra los desinfectantes mas comunes y sus respectivos

mecanismos de accidn (Denyer y Stewart, 1998; Leveau y Bouix, 2002; Mostert et al., 2005).

a) Compuestos de amonio cuaternario (QACs)

Son compuestos catidnicos y no deben mezclarse con sustancias anionactivas (Wildbrett,
2000). Uno de los compuestos mas utilizados es el BAC, sus propiedades son explotadas en

la desinfeccidn estatica de materiales, en desinfeccidn de equipamiento y de superficies por
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Tabla 6. Mecanismo de accion de los desinfectantes.

Biocida

Mecanismo de accion

Objetivo

Compuestos de amonio cuaternario
(QACs)
Anféteros

Halégenos

Compuestos de yodo (Yoddéforos)

Peroxygens

Alcoholes

Aldehidos

(bis) Fenol

Biguanidas

Interaccidn electrostatica (idnica) con
fosfolipidos

Sintesis proteicas con falsos
aminodcidos

Halogenacién/oxidacién

Oxidacion

Oxidacion

Desnaturalizacién de proteinas

Reaccidn alquilacion

Penetracion/particion de la bicapa
fosfolipidica

Interaccion electrostatica (idnica)

Integridad de membrana celular

Proteinas

Acido nucleico, proteinas, enzimas

Grupos de proteinas, enzimas,

nucledtidos y acidos grasos

Proteinas y enzimas de los grupos tiol,
lipidos, DNA

Membrana plasmatica

Pared celular. Biomoléculas (por
ejemplo, proteinas, ARN, ADN) con
grupos amino, imino, amida, carboxilo
y tiol (nucledfilos). Entrecruzamientos
intermoleculares

Gradiente de pH transmembrana,
integridad de membrana

Membrana citoplasmatica (bacterias)/

membrana plasmatica (levaduras)

pulverizacion, asi como en desinfeccidn de circuitos de tuberias (Leveau y Bouix, 2002; Kuda
et al., 2011). Los QACs son efectivos en un de rango de pH entre 6 y 10, lo que limita su
aplicacion en ambientes dacidos (Mostert et al., 2005). En general, son considerados
desinfectantes de nivel bajo; sin embargo, son efectivos contra la mayoria de bacterias
vegetativas, virus encapsulados y algunos hongos (Johansson y Somasundaran, 2007). Los
gérmenes gram negativos son menos sensibles, particularmente P. aeruginosa, que,
espontaneamente o tras el contacto con dosis subletales, puede mostrar una resistencia
muy elevada (Leveau y Bouix, 2002). Las condiciones necesarias para lograr una desinfeccién
efectiva con QACs dependen de la concentracion y el tiempo de contacto (Johansson vy

Somasundaran, 2007).

b) Anféteros
A diferencia de los QACs, los anféteros pueden existir en su forma anidnica, catidénica o
neutra dependiendo del pH de la solucién (Johansson y Somasundaran, 2007). No son
compatibles con agentes oxidantes y concretamente con los generadores de cloro, porque
inhiben, parcialmente o totalmente, estos compuestos. Los anfdteros presentan actividad

bactericida y fungicida con concentraciones de principio activo extremadamente débiles.
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También muestran actividad virucida y esporicida. Entre ellos se encuentran las N-alquilo
betainas y los N-alquilo amino propionatos (Bajpai y Tyagi, 2007), sus principales usos son: la
desinfeccion de circuitos de tuberias, la desinfeccion por pulverizacidn o por inundacion de

los equipos y la desinfeccion de los pediluvios (Leveau y Bouix, 2002).

¢) Haldgenos

Existen dos tipos de productos: a) los que se hidrolizan en solucién para dar 4acido
hipocloroso, como el cloro gaseoso, hipocloritos y cloraminas, y b) los que no se hidrolizan y

son activos tal cual, como el diéxido de cloro (Leveau y Bouix, 2002).

Los compuestos clorados se encuentran dentro del grupo de los desinfectantes de nivel
intermedio (Johansson y Somasundaran, 2007). El cloro, hipoclorito y cloraminas presentan
un amplio espectro de actividad: bacterias en su forma vegetativa, mohos, algas y protozoos.
La destruccién de esporas de bacterias y de virus es mds lenta (Leveau y Bouix, 2002). Sin
embargo, estos compuestos presentan como desventaja que son rdpidamente inactivados
por la materia organica y que pueden generar compuestos perjudiciales para el medio

ambiente (Lelieveld et al., 2003).

El cloro gaseoso, el hipoclorito de sodio y los derivados clorados en presencia de agua dan
acido hipocloroso (HCIO) (Leveau y Bouix, 2002), que es considerado el biocida mas potente
en mezcla acuosa (Johansson y Somasundaran, 2007). Sin embargo, su estabilidad es
dependiente principalmente del pH (entre 4 y 6). En medio alcalino, la actividad
antimicrobiana decrece (formacién de hipoclorito), y en presencia de acido, el acido

hipocloroso da cloro gaseoso que es un producto altamente tdxico (Leveau y Bouix, 2002).

d) Compuestos de yodo (Yodoforos)

En general, el yodo se utiliza como desinfectante en solucion acuosa o alcohdlica (Wildbrett,
2000). Los yodéforos son complejos que resultan de la combinacién del yodo y de un agente
solubilizante o de un agente transportador, que libera lentamente el yodo cuando son
diluidos en agua (Leveau y Bouix, 2002). Los yoddforos son desinfectantes de nivel
intermedio, efectivos contra células vegetativas gram negativas y positivas, levaduras,
mohos, virus encapsulados y algunas microbacterias (Mostert et al., 2005; Johansson y

Somasundaran, 2007). Sin embargo, presentan algunas desventajas como la tincion de la
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piel, de las partes plasticas de equipos y un coste relativamente elevado comparado con el

cloro (Mostert et al., 2005).

e) Agentes oxidantes productores de oxigeno (Peroxygens)

El peréxido de hidrégeno y acido peracético son los principales representantes del grupo de
los generadores de perdxido (Peroxygens) (Mostert et al., 2005). Son desinfectantes de nivel
alto (Johansson y Somasundaran, 2007). El perdéxido de hidrégeno tiene actividad,
particularmente frente a esporas. Es mas activo sobre las bacterias gram positivas que sobre
las gram negativas y mas activo aun sobre las bacterias anaerobias, que no estan provistas
de catalasa, que sobre las bacterias aerobias (Leveau y Bouix, 2002; Mostert et al., 2005).
Algunos mohos como por ejemplo los Trichophyton, pobres en catalasa, son mas sensibles.
Otros como Candida albicans, que poseen una actividad catalasa mas elevada, son mas
resistentes (Leveau y Bouix, 2002). También son efectivos contra virus encapsulados vy
desnudos (Johansson y Somasundaran, 2007). Mientras, el acido peracético tiene excelente
actividad bactericida, esporicida y fungicida. A diferencia del peréxido de hidréogeno no es

afectado por la presencia de catalasa ni por la materia organica (Leveau y Bouix, 2002).

f) Alcoholes

Los alcoholes, como el alcohol isopropilico o etilico, son considerados desinfectantes de nivel
intermedio y son muy eficaces a concentraciones entre 60 — 70% (Johansson vy
Somasundaran, 2007). Tienen un amplio espectro de actividad antimicrobiana e inhibe el
crecimiento de bacterias vegetativas y virus encapsulados. Sin embargo, son ineficaces sobre
las esporas bacterianas y su actividad fungicida es despreciable (Leveau y Bouix, 2002;

Mostert et al., 2005).

g) Aldehidos

Los compuestos mas utilizados son el glutaraldehido y formaldehido (Mostert et al., 2005).
Los aldehidos poseen un amplio espectro de actividad que abarca las bacterias, levaduras,
mohos y formas esporuladas de bacterias. Se distinguen sobre todo por su actividad frente a
los virus encapsulados y desnudos. Son utilizados en la desinfeccion de tuberias, depdsitos y
equipos (Leveau y Bouix, 2002). El formaldehido se emplea en combinacién con otros

principios activos, sobre todo con tensioactivos y otros aldehidos (Wildbrett, 2000).
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h) Bisfenoles

El triclosdn y el hexaclorofenol son los mads utilizados. El triclosan se aplica como capa
antimicrobiana en material de embalaje y cintas transportadoras. Los bisfenoles son activos
contra bacterias, hongos y algas (Mostert et al., 2005). Son considerados desinfectantes de
nivel intermedio. Las concentraciones de uso final pueden variar ampliamente, desde 0,05 a
mas de 1%, dependiendo del ingrediente activo y la aplicacion (Johansson y Somasundaran,

2007).

i) Biguanidas
El grupo de las biguanidas estd representado por clorhexidina, alexidina y biguanidas
poliméricas (Mostert et al.,, 2005). La clorhexidina presenta buena actividad frente a
bacterias y levaduras, reducida actividad frente a virus, y los mohos son la clase mas
resistente (Leveau y Bouix, 2002). Ademads, su eficacia se reduce en gran medida con la
presencia de materia organica (Mostert et al., 2005). El clorhidrato de polihexametileno
biguanida, que no es espumante, es utilizado en para la desinfeccion de los circuitos de
forma dinamica, pero debido a su estrecho espectro antimicrobiano necesita de la

asociacién con otros principios activos (Leveau y Bouix, 2002).

4.3. Importancia del secado

Una de las medidas para asegurar el éxito de la desinfeccién consiste en el secado de las
superficies (Wildbrett, 2000). La eliminacion de agua y/o secado de los equipos, reduce el
desarrollo y supervivencia microbiana, y por tanto, reduce la tasa de transferencia de
microorganismos (Lelieveld et al., 2003; Mostert et al., 2005). El secado es facil de conseguir
en superficies abiertas y con baja humedad ambiental, obteniéndose una mdaxima rapidez en
el secado cuando el enjuagado final es realizado con agua caliente. Sin embargo, en sistemas
cerrados es dificil de alcanzar una completa desecacidn. Debido a que no siempre es posible
hacer circular el aire, aparte del peligro de contaminacion que esto supondria (Wildbrett,

2000).

Cada microorganismo presenta diferente grado de tolerancia a la desecacidn, pero cuando
se realizan secados rapidos, todos los microorganismos presentan una reduccion de su
viabilidad mas efectiva (Fuster-Valls et al., 2008; Takahashi et al., 2010). Ademas, se ha

observado que la presencia de materia orgdnica ejerce un efecto protector contra la
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desecacion (Takahashi et al., 2010) y en algunos casos, este efecto protector es mas

pronunciado con la presencia de sal (Vogel et al., 2010).

5. Valoracidn de la eficacia desinfectante

Las pruebas microbioldgicas para valorar la eficacia de los desinfectantes incluyen diferentes
parametros en sus disefios, como la concentracién del antimicrobiano, el tiempo de
contacto, la temperatura, la presencia o no de suciedad, el tipo y numero de
microorganismos (Mostert et al., 2005). Actualmente, en Europa, se disponen de algunos
métodos oficiales aprobados por el CEN para evaluar las propiedades antimicrobianas de los

biocidas, que incluyen cuatro etapas (Anénimo, 2002; Hernandez-Rodriguez, 2006):

efase 1 ensayos de suspension para la actividad bdasica del producto,

mediante ensayos in vitro;

efase 2 etapa 1 ensayos de suspensién en condiciones representativas de la
utilizacién del producto en la practica (concentracion y tiempo

de contacto compatibles con el material);

efase 2 etapa 2 otros ensayos de laboratorio, por ejemplo: ensayos de lavado,
de impregnacién de manos y ensayos de superficie que simulen
las condiciones de utilizacién del producto en la practica
(contaminando artificialmente y estudiando la reduccién del

numero de microorganismos por la accién del desinfectante);

efase 3 ensayos de campo en condiciones de utilizacién en la practica,

controlando el resultado de la desinfeccion.

Asi, por ejemplo, para determinar la aceptabilidad de un producto como desinfectante
quimico sobre superficies no porosas, este tiene que pasar primero por pruebas de la fase 1
(en suspension), y demostrar que el producto posee actividad bactericida (UNE-EN
1040:1997) y/o fungicida (EN 1275:1997) basica, al alcanzar una reduccién de la viabilidad
igual o superior de 10° antes de 60 s y de 10* antes de 60 min, respectivamente.

Posteriormente, superar la fase 2 etapa 2, sobre superficies no porosas en las condiciones
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especificas de su utilizacion prevista (concentracién del producto, temperatura, tiempo de
contacto, condiciones limpias o sucias), una actividad bactericida y fungicida (EN
13697:2001) al alcanzar un factor de reduccién logaritmica igual o superior a 4 logyo en 5

min y 3 logio en 15 min, respectivamente (Anénimo, 2002).

La evaluacién de los antimicrobianos utilizados para desinfectar textiles en sectores
especificos, como farmacia, alimentacion, salud y cosméticos, es realizada mediante un
proceso de lavado. Se determina la acciéon quimico-térmica, mecdnica, asi como el tiempo de
contacto y la concentracion del producto, sobre el efecto de la desinfeccién (Fijan et al.,
2005; Fijan et al., 2007). El Instituto Robert-Koch (RKI, Robert-Koch Institute) recomienda la
evaluacién del lavado utilizando bio-controles, que consisten en piezas de algodén (1 cm?)
contaminadas con microorganismos de prueba, como S. aureus ATCC 6538, Enterococcus
faecium ATCC 6057 entre otros, mas sangre, seguidos de un proceso de secado (Anénimo,
1996). Después del lavado de los bio-controles, el objetivo de la eficacia bactericida y
fungicida es conseguir una reduccién de 10° y de 10* respectivamente, como lo sefiala el
ensayo en suspension modificado de la norma de la Asociacion Alemana de Higiene y

Microbiologia (Fijan et al., 2005; Fijan et al., 2007).

6. Resistencia microbiana a los desinfectantes en la industria alimentaria

Los microorganismos resistentes se describen como una especie o cepa que tiene mas
capacidad para sobrevivir a repetidas operaciones de limpieza y desinfeccion, de tal manera
que dominan la flora microbiana del medio ambiente (Holah et al., 2002). Los mecanismos
implicados en la adaptacion y resistencia de las bacterias a los biocidas no son totalmente
conocidos; sin  embargo, es importante conocer la respuesta de los
microorganismos/patdgenos cuando se aplican los desinfectantes de contacto en superficies

y equipos de un proceso (Russell, 2004; Mostert et al., 2005).

Cada tipo de microorganismo (bacterias, hongos, virus, protozoarios, priones) presenta
diferentes respuestas frente a los antisépticos y desinfectantes, debido a sus diferencias en
estructura celular, composicion y fisiologia (McDonnell y Russell, 1999). La industria
alimentaria reconoce que algunas especies son mas resistentes a los biocidas que otras, por

ejemplo, las Pseudomonas y especies de estafilococos, e insiste que estos deberian formar
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parte del portafolio de microorganismos que los fabricantes de desinfectantes usen cuando

lleven a cabo las pruebas en suspension y superficie del desinfectante (Holah et al., 2002).
La resistencia a los antimicrobianos puede presentarse como:

a) una propiedad natural del microorganismo (intrinseca): habilidad de esporular,
adaptacion de las Pseudomonas, efecto protector de los biofilms, carencia en el
microorganismo de la estructura diana del antimicrobiano, o impermeabilidad del
microorganismo al antimicrobiano (McDonnell y Russell, 1999; Mostert et al., 2005;

Madigan et al., 2009).

b) adquirida por material genético. A través de plasmidos, transposones e integrones.
Los mecanismos de resistencia pueden estar codificados genéticamente en el
cromosoma o en los plasmidos (Madigan et al., 2009). Cuando la resistencia se
encuentra en secuencias genéticas moviles, estas diseminan por conjugacion,
transformacién o transduccidén la resistencia hacia otras células de la misma o
diferente especie (Willey et al., 2009). Generalmente, la resistencia adquirida por
plasmidos, es aquella presentada por los antimicrobianos basados en metales (plata,
cobre o mercurio), clorhexidina y QACs, asi como también para acridinas, diamidas y
bromidio de etidio en cepas de Staphylococcus resistentes a antibioticos (Russell,

1997; Mostert et al., 2005).

¢) por mutacién. Este tipo no es frecuente, aparece de forma espontanea vy las bacterias
resistentes son seleccionadas en presencia del antimicrobiano. En general, se
produce un cambio en la diana del antimicrobiano, de modo que no puede unirse y

producir la inhibicién (Willey et al., 2009).

Dentro de los factores que contribuyen a la resistencia a los antimicrobianos se encuentran:
i) el uso de concentraciones inadecuadas del antimicrobiano, por ejemplo cuando los
microorganismos son expuestos a concentraciones sub-letales de biocidas ii) el tiempo de
contacto insuficiente vy iii) el uso indiscriminado (sin control) de antimicrobianos (Willey et

al., 2009).
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7. Biofilms como mecanismo de defensa

La generacién de un biofilm es un mecanismo intrinseco que se encuentra dentro de las
adaptaciones fisiologicas (fenotipicas) como es la asociacion de microorganismos en
superficies solidas (McDonnell y Russell, 1999). Un biofilm es una agrupacién de células
microbianas adheridas a una superficie y encerradas dentro de una matriz excretada por las

células, compuesta de EPS (Madigan et al., 2009).

Los biofilms en la industria alimentaria son importantes porque originan problemas como la
biocorrosion, disminucién de la calidad del agua y porque pueden actuar como una fuente
persistente de contaminacion microbiana (McDonnell y Russell, 1999). Este ultimo es de
especial importancia porque conduce a la descomposicion de los alimentos o a la

transmisién de enfermedades (Van Houdt y Michiels, 2010).

El biofilm puede ser producido por cualquier microorganismo bajo condiciones adecuadas de
humedad y nutrientes. Sin embargo, cabe destacar que algunos microorganismos de forma
natural tienen mayor tendencia que otros para producir biofilms (Mostert et al., 2005). El
biofilm es formado como: defensa frente a condiciones adversas, para la colonizacién de un
nicho favorable y para el uso de los potenciales beneficios de la comunidad (Brooks y Flint,
2008). Dentro de la formacion de los biofilms, el término biofouling es utilizado para definir
la formacién indeseable de una capa de microorganismos con sus productos de
descomposicion sobre superficies que se encuentran en contacto con liquidos. En la
industria de los alimentos esta formacién puede conducir a la reduccién de la transferencia

de calor, el incremento de la resistencia en fluidos y a la corrosién (Blaschek et al., 2007).

7.1. Etapas de la formacion del biofilm

La formacion del biofilm comprende una secuencia de pasos (Figura 2). Inicialmente se
producen dos etapas de adhesidn, una primera etapa que es reversible y una segunda etapa
irreversible (ICMSF, 2004). Durante la primera etapa ocurre una adhesion inicial rapida a
través de fuerzas electrostaticas débiles, fuerzas estéricas y fuerzas de Van der Waals
(Brooks y Flint, 2008; Van Houdt y Michiels, 2010). Pero, en poco tiempo, la expresion del
gen es modificada y comienza el crecimiento del biofilm, con la unién fisica de las células a la
superficie por polisacaridos complejos, que fijan firmemente la célula a la superficie (ICMSF,

2004; Brooks y Flint, 2008).
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Figura 2. Distintos procesos responsables de la formacién de biofilms (Bryers y Ratner, 2004).

La adhesidn a la superficie es dependiente del tipo de material (hidréfobo o hidrdfilo) y de la
cepa (Silva et al., 2008). Otro factor que también interviene en la adhesidn y colonizacidn, es
la presencia de apéndices filamentosos extracelulares como los flagelos, el pili y las fimbrias.
El primero participa en el transporte de la célula hacia la primera interaccién con la
superficie, mientras que el resto son importantes para la adhesion y colonizacion de las

superficies (Simoes et al., 2010).

7.2. Mecanismos de resistencia de los biofilms

Naturalmente un biofilm esta formados por especies mixtas, tiene un espesor de varios
micrometros o varios milimetros y el 90 — 97% esta constituido por agua (Brooks y Flint,
2008). La matriz de las EPS en un biofilm bacteriano se constituye principalmente de
polisacaridos y proteinas (representan el 75 — 89%); ademas, de acidos nucleicos, lipidos,
fosfolipidos y sustancias humicas. Las EPS brindan a los microorganismos del biofilm un
efecto protector porque retrasa o impide a los antimicrobianos alcanzar los

microorganismos diana en el biofilm (Brooks y Flint, 2008; Simdes et al., 2010).

En general, las células dentro de un biofilm son mas resistentes que las células plancténicas
a condiciones de deshidratacidn, calor y a los efectos de los agentes de limpieza y
desinfeccion (ICMSF, 2004; Blaschek et al., 2007; Van Houdt y Michiels, 2010). Lo anterior,
sobre todo en un biofim mixto, debido a la estructura mas compleja de las EPS (Brooks y

Flint, 2008). Sin embargo, la resistencia a los desinfectantes adquirida por la formacion de
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biofilms, es considerada como una pseudo-resistencia, ya que cuando las células se
desprenden del biofilm, rapidamente son susceptibles a los antimicrobianos (McDonnell y

Russell, 1999; Mostert et al., 2005; Blaschek et al., 2007).

Existen otros mecanismos que pueden explicar la resistencia de las bacterias dentro de un
biofilm, son: el estado casi durmiente de las células, debido a que en el interior del biofilm
las células muestran una disminucion en la tasa de crecimiento por los gradientes de oxigeno
y nutrientes (Van Houdt y Michiels, 2010), la forma esporulada de hasta el 10% de células en
algunos biofilms de bacilos termofilos (Brooks y Flint, 2008) y la capacidad de detectar los
cambios del biocida y responder activamente desplegando la respuesta de proteccion al

estrés mas efectivamente que las células plantoénicas (Van Houdt y Michiels, 2010).

Todos estos mecanismos de resistencia hacen que su eliminacion dentro de las plantas
procesadoras de alimentos se convierta en un gran reto (Brooks y Flint, 2008). La adhesion
microbiana a las superficies es un proceso bastante rdpido, por tanto, es necesaria una
adecuada frecuencia de desinfeccion para evitar la maduracién del biofilm y la acumulacién
de materia organica (residuos del producto), que pueden influir en las condiciones de
higiene de los materiales y en la disponibilidad de nutrientes (Van Houdt y Michiels, 2010).
Asimismo, el disefio de los equipos, una buena eleccidon del material y su tratamiento
superficial asi como la rugosidad y su facil limpieza, son factores importantes para combatir

la formacién del biofilm (Mostert et al., 2005).

7.3. Patdgenos en biofilms

En la industria alimentaria la principal fuente de contaminacidn de los alimentos y de las
superficies de contacto con los alimentos son los patégenos en biofilms, como E. coli
0157:H7, L. monocytogenes, S. Typhimurium, C. jejuni, Klebsiella pneumoniae, Legionella
pneumophila, Yersinia enterocolitica entre otros (Shi y Zhu, 2009). Los patdgenos son
capaces de formar biofilms cuando se encuentran bajo condiciones apropiadas para su
desarrollo (Mostert et al., 2005; Shi y Zhu, 2009). Pero, incluso también cuando las

condiciones son hostiles, como es, la presencia de desinfectantes (Lelieveld et al., 2003).
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7.3.1. Patogenos en biofilms: L. monocytogenes

L. monocytogenes es una bacteria transmitida al hombre principalmente a través de
alimentos (Carpentier y Cerf, 2011). Una variedad de productos alimenticios, como
productos cdrnicos, aves de corral, productos lacteos y vegetales, se han visto implicados
como vehiculos de listeriosis (Conter et al., 2009). La listeriosis, a pesar de su incidencia
relativamente baja, esta colocada entre las infecciones transmitidas por los alimentos mas
graves debido a la severidad de la enfermedad y a la elevada tasa de mortalidad con que
esta relacionada. En la UE, la EFSA informd que en el 2010 el numero de casos de listeriosis
disminuyd ligeramente y se confirmaron 1 601 casos. Pero como en afios anteriores, se
notificd una alta tasa de mortalidad (17%) (EFSA y ECDC, 2012). La listeriosis invasiva se
presenta principalmente en personas en los extremos de edad (ancianos y bebés), personas
con enfermedades de inmunodepresién y personas que reciben terapia inmunosupresora
(Swaminathan y Gerner-Smidt, 2007). Los sintomas clinicos asociados con la listeriosis en
adultos son principalmente las infecciones del sistema nervioso central y bacteriemia, pero

también puede incluir endocarditis (Farber y Peterkin, 1991).

L. monocytogenes esta ampliamente distribuida en las plantas de procesamiento. Los
alimentos implicados de mayor preocupacion son aquellos en donde puede multiplicarse
(Tabla 7). En general, los alimentos relacionados en casos de listeriosis contienen > 1 000
UFC g (Tompkin, 2002; Lin et al., 2006). Actualmente, la FDA y USDA tienen una regla de
tolerancia cero para L. monocytogenes en alimentos listos para el consumo (Nugen y
Baeumner, 2008). Asimismo, la UE establecié un limite de 100 UFC g'1 durante la vida util del

producto (Unién Europea, 2005).

Es importante destacar que L. monocytogenes puede establecerse en una instalacion de
procesamiento de alimentos y permanecer como miembro de la flora residente durante
meses o afios (Tompkin, 2002; Latorre et al., 2010; Cruz y Fletcher, 2011). Un factor muy
importante que determina la particular persistencia de la contaminacién por L.
monocytogenes en los ambientes de procesado de alimentos, es su habilidad para adherirse
a las superficies (Mostert et al., 2005; Kushwaha y Muriana, 2009). Este microorganismo
tiene el potencial de formar biofilms sobre diversos materiales como el acero inoxidable,

caucho o plastico (Latorre et al., 2010). Ademads, de sobrevivir a las tecnologias aplicadas en
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Tabla 7. Superficies
monocytogenes.

del ambiente de procesado de

los alimentos contaminadas con L.

Producto

Equipo y/o superficie

Origen de la contaminacion

Piezas de aves de corral

Carne de cerdo ahumado
en frio

Encurtidos japoneses,
“Asazuke”

Filetes de bagre

Queso
Requesdn de leche acida,

“Quargel”

Leche

Leche

Salchichas fermentadas

Queso

Cangrejo azul

Superficies de contacto con los alimentos
(tabla de cortar, cuchillos). Superficies que
no estan de contacto con los alimentos
(afiladores de cuchillo)

Maquina de salmuera (dientes de
alimentacion, superficies lisas, y espacios
de la maquina)

Instalaciones de la fabrica (zona de
inmersion de botas), pisos, piso del
refrigerador, tabla de cortar, cuchillo,
contenedor, plataforma, barril de

maduracién, mesa de trabajo, entre otros)

Mdquina de descabezado, tabla de corte,
agua de refrigeracion, cintas
transportadoras en las diferentes etapas,
mesa de pesar filetes, pared del congelador

Magquinaria y equipos de procesamiento y
envasado

Ambiente de la planta de procesamiento

Pisos (de sala y drea de almacenamiento).
Medidores de leche, pezonera de linea, y
salida del tanque de leche

Colector de leche cruda, silos de leche,
mezclador de suero

Maquina de picar carne, maquinas de
rellenar, cubiertas, bateadores de carne

Cuchillos, tablas de cortar, platos de queso,
empacadores, mesas, manija del
refrigerador, etc. de comercio minoristas

Drenajes del piso, refrigerador de producto
crudo, plataformas de recepcion, mesas y
guantes

Superficies no sometidas a adecuados
procesos de higiene (Chiarini et al., 2009)

Disefio de higiene deficiente (Berzins et al.,
2010)

Posible inicio de la contaminacion por
medio de la materia prima o por
contaminacion cruzada con los
manipuladores de alimentos (Maklon et al.,
2010)

Agua de refrigeracion y personal (Chen et
al., 2010)

_ *(Alessandria et al., 2010)

_ (Fretz etal., 2010)

Temperaturas inadecuadas durante el ciclo
de limpieza. Presencia de grietas en las
superficies (Latorre et al., 2010)

_ (Doijad et al., 2011)

_(Martin et al., 2011)

Ingreso de queso contaminado en los
comercios minoristas seguido de aplicacion
de practicas inadecuadas durante el
proceso de corte o de envase, que
contaminaron otros quesos (Gaulin et al.,
2012)

Posibles  procesos de limpieza 'y
desinfeccién deficientes (Pagadala et al.,
2012)

* no se informo

el procesado de alimentos. Por ejemplo, tolera altas concentraciones de sal y pH

relativamente bajos, y sobre todo porque son capaces de multiplicarse a temperaturas de

refrigeracion (Vazquez-Boland et al., 2001).

Consecuentemente,

la vigilancia de L.

monocytogenes es importante en la industria alimentaria por su habilidad para colonizar y

formar biofilms que posteriormente son dificiles de erradicar (Oliver et al., 2005; Mostert et

al., 2005).
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Un programa de control de Listeria en ambientes de procesado de alimentos incluye las
siguientes estrategias: (i) prevencion del establecimiento y crecimiento de Listeriae en
nichos u otros sitios que pueden provocar la contaminacion de los alimentos listos para el
consumo; (ii) la implementaciéon de un programa de muestreo para evaluar en forma
oportuna si el entorno donde los alimentos estdn expuestos se encuentra bajo control; (iii)
una respuesta rapida y eficaz frente a resultados positivos de Listeria; (iv) verificaciéon por
medio de muestreo de seguimiento que la fuente ha sido detectada y corregida; (v) una
evaluacién a corto plazo para facilitar la deteccién de problemas y tendencias; y (vi) una
evaluacion a largo plazo para detectar zonas positivas dispersas en lineas de envasado, y

para medir el progreso general hacia la mejora continua (Tompkin, 2002).

8. Bacteriéfagos: Un método alternativo para el control y eliminacién de biofilms

La aparicién de bacterias resistentes a los antimicrobianos, asi como la dificil eliminacion de
los biofilms formados en las superficies de procesamiento de alimentos, muestran
claramente la necesidad de nuevas estrategias para el control de biofilms (Simdes et al.,
2010; Park et al., 2011). En este sentido, los bacteriéfagos (fagos) se presentan como una
buena alternativa porque se tratan de virus que sélo infectan bacterias, es un tratamiento
natural y son inocuos para las personas y animales (Carlton, 1999; Azeredo y Sutherland,

2008; Rozema et al., 2009).

Los fagos son organismos simples y abundantes, se estima que existen 10 fagos por cada
célula bacteriana (Azeredo y Sutherland, 2008). Son facilmente aislados del suelo, agua,
aguas residuales y de la mayoria de ambientes colonizados por bacterias (Marks y Sharp,
2000). Ademas, se encuentran presentes sobre la superficie de los alimentos, si la bacteria

huésped esta o estuvo presente (EFSA, 2009b).

Inicialmente se explord la habilidad de los fagos como agentes terapéuticos, pero, fueron
desplazados rdpidamente con la introduccion de los antibidticos (Carlton, 1999). Sin
embargo, actualmente su aplicacién en la industria alimentaria va en aumento y una
variedad de estudios sobre queso, frutas, verduras, pescado entre otros alimentos respaldan

su efectividad en el control de la contaminacién por microorganismos patdgenos
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manteniendo la calidad del producto (Leverentz et al., 2001; Leverentz et al., 2003; Carlton

et al., 2005; Sharma et al., 2009).

8.1. Replicacion de los bacteriofagos

Como todos los virus, los fagos sélo son capaces de replicarse dentro de una célula huésped.
Existen dos tipos principales de fagos: virulentos (liticos) y temperados. Los fagos liticos son
la mejor opcion para la descontaminacién de patdégenos porque, bajo condiciones
especificas, causan la lisis celular de la bacteria y no integran su acido desoxirribonucleico
(ADN) a la bacteria huésped (Azeredo y Sutherland, 2008). Mientras que, los fagos
temperados integran su ADN al material genético del huésped y se dividen con el ciclo
normal de la bacteria (Abedon, 2008). Por tanto, el uso de fagos liticos puede evitar la
posible transferencia horizontal de genes de resistencia bacteriana, produccidn de toxinas,

etc. que ocurriria con el uso de fagos temperados (Sulakvelidze et al., 2001).

El proceso de multiplicacion de los fagos liticos consta de varias fases (Figura 3). La primera
etapa es de fijacion, cuando el virus se une a la potencial célula huésped (Dimmock et al.,
2007). La mayoria de bacteriéfagos tienen cola, la punta de los cuales se unen a receptores
especificos (carbohidratos, proteinas y lipopolisacaridos) sobre la superficie del huésped
bacteriano (Marks y Sharp, 2000). Esta especificidad implica que un fago sélo puede infectar
ciertas bacterias que tienen el receptor, asi se determina la gama de huéspedes del fago
(Azeredo y Sutherland, 2008). La fijacibn mayormente es en la pared celular, pero existen
otros receptores celulares en el pili, flagelo o cédpsulas de la célula huésped (Dimmock et al.,
2007). Una vez fijado a la superficie de la célula, los bacteriéfagos inyectan su acido nucleico
dentro del huésped (Marks y Sharp, 2000). Esta accién es probablemente ayudada por la
accion de la lisosima que estd incorporada en la cola del fago (Dimmock et al., 2007).
Teniendo el genoma viral disponible, es utilizado en la fase de biosintesis donde se dirige la
expresion de los genes y proteinas para ensamblar las nuevas particulas virales. Finalmente,
la liberacién de las particulas virales del huésped es posible por la lisis celular a través de la
produccién de enzimas inducidas por los fagos (Azeredo y Sutherland, 2008). Después, las
nuevas particulas virales, buscan células para iniciar de nuevo el proceso (Dimmock et al.,
2007). Dependiendo de las especies y condiciones, cada fago “padre” puede producir

aproximadamente un promedio de 200 “hijos” por ciclo litico (Carlton, 1999).
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Figura 3. Ciclo litico del bacteriéfago. 1) Fijacion del bacteriéfago a bacteria huésped; 2) Insercién de
acido nucleico; 3 y 4) Biosintesis y ensamblaje de particulas virales; y 5) Liberacidén de particulas
virales.

En la lisis bacteriana estan involucrados dos fendmenos, “lisis desde dentro” y “lisis desde
fuera”. El tipo de lisis depende de la proporcidon entre fagos y bacterias, multiplicidad de
infeccién (MOI, Multiplicity Of Infection). Con un MOI bajo, los fagos infectan las células, se
multiplican y lisan las células desde dentro. Sin embargo, cuando el MOI es alto, un gran
numero de fagos se fijan a la célula y ocurre un debilitamiento de la pared celular, por tanto,
las células son lisadas directamente sin multiplicacién del fago y, en lugar de un incremento

en el titulo del fago, se produce una disminucién (Dimmock et al., 2007).

8.2. Ventajas y desventajas del uso de bacteriofagos

Los fagos cuentan con algunas caracteristicas que los convierten en buenos candidatos en el

biocontrol de bacterias patégenas:

e Son altamente especificos (Sulakvelidze et al., 2001) y por tanto se pueden usar para
el control de especies diana sin afectar otros constituyentes deseables de la flora

bacteriana (Greer, 2005).
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Puesto que los fagos estan compuestos, generalmente, de proteinas y Aacidos
nucleicos, sus eventuales productos de degradacidon consisten exclusivamente de
aminodcidos y acidos nucleicos. Por tanto, no son xenobidticos y, a diferencia de los
antibioticos y antisépticos, su introduccién y distribucién dentro de un ambiente

dado puede ser visto como un proceso natural (Carlton et al., 2005).

En presencia de un numero suficiente del huésped, los fagos se replican y continta

con la reinfeccién de otras bacterias huésped (Greer, 2005).

Otra cualidad es la notable estabilidad de los fagos. Son tan variados y versatiles
como sus huéspedes, algunos son capaces de sobrevivir en condiciones extremas de

temperatura (hasta 95 °C) y pH muy bajos (pH 1) (Marks y Sharp, 2000; Greer, 2005).

A pesar de estas ventajas existen algunos argumentos que cuestionan la eficacia de los fagos

como antimicrobianos:

Los fagos pueden mutar de su estado litico a temperado. Aunque este fendmeno se
ha observado sdlo en patdégenos de plantas y animales, no existe evidencia que

ocurra en alimentos (Greer, 2005).

Una de las preocupaciones genéticas mas criticas es la aparicion de bacterias
mutantes resistentes al fago. Sin embargo, las bacterias resistentes permanecen
susceptibles a otros fagos con un diana similar. Ademads, el uso de mezclas de fagos
de distintas familias también puede ayudar a resolver problemas con la resistencia

bacteriana (Sulakvelidze et al., 2001; Greer, 2005).

Un impedimento importante del biocontrol por fagos es la necesidad de una
densidad umbral de bacteria huésped, que seria de importancia en el control de

patogenos donde el nimero es normalmente bajo (Greer, 2005).

Tal vez el obstaculo mas grave es la reducida gama de huéspedes diana de un fago.
Para hacer frente a este problema se propone el uso de una mezcla con diferentes
fagos que puedan lisar a la mayoria de cepas del agente etioldgico (Sulakvelidze et
al., 2001). Otra alternativa es la identificacion de fagos que se unan a receptores

celulares compartidos por varias cepas bacterianas (Greer, 2005).
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8.3.  Susceptibilidad de los biofilms a los bacteriofagos

Tedricamente, un biofilm deberia ser rdpidamente infectado porque las células estdn mas
cerca unas de otras y este hecho podria favorecer la replicacion del fago. Sin embargo, la
estructura y composicion del biofilm, asi como la fisiologia de las células del biofilm, pueden
imponer algunas limitaciones a su infeccién (Sharma et al., 2005; Azeredo y Sutherland,
2008). Esto se debe a que la matriz del biofilm puede plantear un serio obstaculo para la
penetracion del fago, limitando la difusidon del fago hacia el interior del biofilm. Ademas el
biofilm es un reservorio de enzimas proteoliticas como las endoglucanasas que pueden
llevar a la inactivacién del fago (Azeredo y Sutherland, 2008). Sin embargo, algunos fagos
poseen enzimas que degradan las EPS, por tanto, son capaces de romper la estructura del
biofilm y facilitar el acceso de los fagos al biofilm (Azeredo y Sutherland, 2008; Hudson et al.,
2010). Asi los fagos que expresan enzimas capaces de degradar las EPS, son mas eficaces
removiendo los biofilms bacterianos que los fagos no enzimaticos (Lu y Collins, 2007).
Ademas, existe evidencia del incremento de la susceptibilidad a los desinfectantes cuando
los biofilms son previamente tratados con la enzima polisacarido depolimerasa de fagos. En

consecuencia, se obtiene una mejor remocion y eliminacién del biofilm (Tait et al., 2002).

Sin embargo, la oportunidad de conseguir un fago especifico con una alta capacidad litica y,
preferiblemente, que exprese una enzima que degrade las EPS, es de baja probabilidad. La
ingenieria de los fagos pude jugar un papel importante en este proceso, ya que puede
modificarlos genéticamente para alterar su gama de huéspedes e inducir la produccién de

depolimerasas (Azeredo y Sutherland, 2008).

La presencia de células muertas y la reducida actividad metabdlica de las células del biofilm,
también son consideradas una dificultad en la progresién de la infeccidon. Debido a que la
infeccion de los fagos y su ciclo vital, en general, dependen fuertemente de la etapa de
crecimiento de su huésped bacteriano y las células muertas pueden servir sélo como
receptoras de particulas virales pero no como huéspedes para su multiplicacién (Azeredo y

Sutherland, 2008).

8.4. Aspecto legal sobre el uso de bacteriéfagos

El uso de fagos ha sido aceptado a nivel industrial desde hace algunos afios. En 2006, la FDA

aprobd, en su listado de aditivos de alimentos, el uso de una mezcla de seis fagos (21 CFR
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172, Intralytix, Inc.) como agente antimicrobiano contra L. monocytogenes en productos de
carne y ave listos para el consumo (FDA, 2011). En este mismo afio, se designo al preparado
de bacteriéfagos P100 (Listex ™ P100, EBI Food Safety) como una sustancia generalmente
reconocida como segura (GRAS, Substances Generally Recognized as Safe), para ser usado
como antimicrobiano contra L. monocytogenes inicialmente sobre quesos brie, cheddar,
suizo y otros quesos envejecidos y madurados (FDA, 2012a). Posteriormente, se aceptd su
uso sobre alimentos en general, incluidos los productos de carne y ave (FDA, 2007). En 2011,
la FDA incorpord al listado de sustancias en contacto con los alimentos, un preparado de
fagos que consiste en una mezcla de tres cepas de fagos (EcoShield™, Intralytix, Inc.), que
actda reduciendo el nivel de contaminacidn de E. coli 0157:H7 en superficies de carnes rojas
(FDA, 2012b). Asimismo, el Servicio de Seguridad Alimentaria e Inspeccion (FSIS, Food Safety
and Inspection Service), incluye la aplicacion de fagos como agentes antimicrobianos, para el
control de Salmonella, E. coli 0157:H7 y L. monocytogenes, en la tabla de ingredientes
inocuos y adecuados en productos de carne, ave y huevo. Dentro de ellos considera a los
fagos aprobados por la FDA, asi como otros fagos con aceptabilidad aun por determinar

(FSIS, 2012).

En la UE, en el 2009, la EFSA emitid su opinidn cientifica y determind que no se puede
concluir si los bacteriofagos son capaces o no de proteger a los alimentos contra la
recontaminacién por bacterias patogenas. Enfatizé que el tratamiento puede variar con cada
fago, matriz de alimento y con las condiciones de aplicacién, incluyendo los factores
ambientales (EFSA, 2009b). Asi que en este mismo afio, decidio no incluir a los bacteriéfagos
en su listado de microorganismos con “presuncion cualificada de seguridad” agregados a los
alimentos o piensos. Argumentd que cada fago debe ser evaluado, caso por caso, para
demostrar la imposibilidad de un ciclo temperado y ausencia de cualquier gen de factor de
virulencia o resistencia antimicrobiana. Ademads, de la imposibilidad que existe para ser
asignados dentro de unidades taxondmicas precisas (géneros y especies) (EFSA, 2009a). En
2012, la EFSA evalud el informe sobre el uso de Listex™™ P100 en superficies contaminadas
de pescado crudo. Concluyd que el producto es toxicolégicamente seguro y, por tanto, no
nocivo para los consumidores, pero que falta reforzar las evidencias de su eficacia como
agente descontaminante de L. monocytogenes en pescado crudo. Esto debido a que no se

emitieron conclusiones definitivas de la eficacia de los fagos en la reduccién de recuentos
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bajos de L. monocytogenes, concentracidon que normalmente se encuentra en el pescado
crudo, y que no fueron validados bajo las condiciones de una planta piloto o industrial (EFSA,

2012).

9.  Control microbiolégico en superficies

Las superficies son evaluadas para determinar si la poblacién microbiana existente o residual
se encuentra en un nivel aceptable y si ha ocurrido la destruccion de las variedades de
microorganismos indeseados (Leveau y Bouix, 2002). Sin embargo, a pesar que el analisis
microbioldgico puede ser muy util en la gestion de la seguridad alimentaria, los analisis
deben seleccionarse y aplicarse conociendo tanto sus limitaciones como sus ventajas

(ICMSF, 2004).

A continuacidn se describen los métodos, tanto convencionales como rapidos, utilizados
para el control microbiolégico de la higiene en las superficies de las industrias,

principalmente en la alimentaria.

9.1. Métodos convencionales

Las técnicas de microbiologia convencional involucran la extraccién o toma de muestra de
microorganismos de las superficies, y su posterior cultivo con métodos estandar en agar

(Teufel y Redl, 2006).

9.1.1. Hisopos o esponjas

Son los métodos no destructivos mas usados para valorar la efectividad de los procesos de
limpieza y desinfeccidn aplicados en la industria alimentaria (Pérez-Rodriguez et al., 2008).
La superficie a evaluar se frota y los microorganismos se transfieren con el hisopo o esponja
dentro de un diluyente. Posteriormente, ésta solucidén puede ser cultivada en placas de agar
o analizada por otra metodologia (Salo et al., 2000). A diferencia de las placas de contacto,
estos dispositivos permiten evaluar cualquier forma o area de superficie y son relativamente
econdmicos (Mostert et al., 2005). Sin embargo, al igual que las placas de contacto,
presentan la incapacidad de recuperar con eficacia todos los microorganismos de la
superficie, valor que puede ser tan sélo de un 20% (Salo et al., 2000). Adicionalmente, para

el hisopo o esponja, la deteccidon y el recuento dependen también de la liberacién eficaz de
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los microorganismos del material para su posterior recuperacién, por ejemplo para las
células que forman parte de un biofilm que presentan resistencia al desprendimiento (Salo

et al., 2000; Moore y Griffith, 2002; Moore y Griffith, 2007).

En superficies textiles, no se aplica comunmente, debido a que el arrastre en superficies muy
porosas hace que la recuperacion se torne mas dificil (Scott et al., 2008; Valentine et al.,

2008).

9.1.2. Placas de contacto

Utilizando un soporte con agar, los microorganismos adheridos a las superficies de estudio
se transfieren presionando el agar sobre la superficie (Salo et al., 2000). Dependiendo del
estudio a realizar, se puede emplear un agar neutro o uno selectivo para determinar la
presencia de un tipo de microorganismo en particular (Bergen et al., 2009). Presentan una
mejor reproducibilidad y relativamente un bajo coste frente al hisopado. Sin embargo, sélo
pueden ser usadas en superficies planas y lisas [dipslide y placas de deteccion y recuento de
microorganismos (RODAC, Replicate Organism Detection and Counting)], los
microorganismos moviles pueden cubrir la superficie del agar, suelen dejar residuos de agar
sobre la superficie muestreada y, dependiendo del niumero de microorganismos en la
superficie, sélo puede ser semi-cuantitativa (Mostert et al., 2005). Este método se ha usado
para el estudio microbiolégico tanto de superficies duras como de superficies textiles (Lues y

Van Tonder, 2007; Teufel et al., 2008; Fijan et al., 2008; Bergen et al., 2009).

9.1.3. Extraccion de microorganismos de fracciones de superficies

Consiste en transferir un segmento de la superficie de trabajo a un medio liquido que puede
ser solucion salina normal, enriquecida o una soluciéon neutralizante para prevenir la
actividad inhibidora de agentes antimicrobianos (Anénimo, 2002; Traoré et al., 2002; Gerba
y Kennedy, 2007; Christison et al., 2007). Posteriormente, se lleva a cabo el desprendimiento
de los microorganismos de la superficie por agitacién con/sin perlas de vidrio o por
sonicaciéon (Anénimo, 2002; Christison et al., 2007; Sivakumar et al., 2010; Fijan y Sostar-
Turk, 2010). La agitacion con perlas de vidrio permite remover con mayor eficacia las
bacterias que se encuentran dentro de un biofilm (Lindsay y Von Holy, 1997). Finalmente la
deteccidon de los microorganismos se realiza por siembra en un medio de cultivo o por otro

método de deteccion. Este método es mas sensible comparado con la placa de contacto
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(Patel et al., 2006). Es el método mas usado para la recuperacion de microorganismos a
partir de superficies textiles (Patel et al., 2006; Christison et al., 2007; Little y Sagoo, 2009;

Kangwansupamonkon et al., 2009; Sivakumar et al., 2010).

9.2 Métodos rdpidos

En general, los métodos rapidos son métodos independientes del cultivo y representan una
alternativa para superar la dificultad de cultivar comunidades microbianas complejas (Teufel

y Redl, 2006). A continuacién se describen los mas importantes.

9.2.1. Bioluminiscencia o prueba de ATP

El adenosin trifosfato (ATP, Adenosine Triphosphate) esta presente en todas las células vivas
y su cantidad por célula es bastante constante (Ishida et al., 2002). La prueba de ATP se basa
en la bioluminiscencia, que es la propiedad que tienen algunos organismos de producir luz,
especificamente en la reaccidon que produce de forma natural la luciérnaga de América del
Norte, Photinus pyralis. En este caso, la enzima luciferasa utiliza la energia quimica contenida
en la molécula de ATP para catalizar la reaccion oxidativa de la luciferina, que genera un
producto inestable que se descompone y produce luz (Aycicek et al., 2006). La emisién de luz
se mide utilizando un lumindmetro y se expresa en unidades relativas de luz (URL), asi la

lectura es proporcional al contenido de ATP (Aycicek et al., 2006).

Luciferina + ATP + Mg2+ +0, Luciferasa » Oxiluciferina + AMP + PPi + CO,

Es una técnica rapida, simple, que facilita su uso como prueba de campo (Vilar et al., 2008).
Sin embargo, los resultados positivos pueden indicar la presencia de ATP proveniente tanto
de microorganismos asi como de materia que contiene ATP, por ejemplo, residuos de
alimentos (Poulis et al., 1993; Vilar et al., 2008). Por tanto, el resultado se refiere al estado
de “higiene” de una superficie (Lelieveld et al., 2003). Ademas, la técnica no es muy sensible
y por consiguiente no es adecuada para medir la higiene de equipos donde se necesita

esterilidad absoluta (Mostert et al., 2005).

52



1ll. Revision bibliogrdfica

9.2.2. Técnicas microscopicas

Existen varias técnicas microscépicas para estudiar la adhesién celular y formacion de
biofilms en superficies: microscopia de epifluorescencia, microscopia electrénica de barrido
y transmision, espectrofotometro infrarroja transformada de Fourier, laser confocal de

barrido y técnicas de microscopia de fuerza atémica (Mostert et al., 2005).

La microscopia de epifluorescencia directa (DEM, Direct Epifluorescence Microscopic) se ha
convertido en la técnica de microscopia ideal para examinar especimenes bioldgicos, fijados
o0 vivos, porque permite la deteccion selectiva y especifica de moléculas en concentraciones
pequefias (Yuste, 2005). Donde los objetos de interés fluorescen en un fondo negro por
medio de sondas fluorescentes, que permiten marcar virtualmente cualquier aspecto de los

sistemas bioldgicos (Lichtman y Conchello, 2005).

La fluorescencia es la propiedad que exhiben algunas moléculas, denominadas fluoréforos,
gue absorben energia a una longitud de onda menor y especifica que provoca alteraciones
en el estado electrénico, vibracional y rotacional, y después de cierto periodo de tiempo,
emiten una porcion de esta energia a una longitud de onda mayor y especifica (Herman,
1998; Lichtman y Conchello, 2005; Petty, 2007). En la Tabla 8 se encuentran las
caracteristicas de los fluoréforos utilizados para evaluar la actividad celular o viabilidad de

los microorganismos.

Los microscopios de fluorescencia deben cumplir cuatro funciones: (1) proporcionar una luz
de excitacién con longitudes de onda adecuadas al espécimen; (2) separar la luz de
excitacion de la luz de fluorescencia emitida; (3) colectar la mayor cantidad posible de
fluorescencia emitida por los fluordforos; y (4) permitir la observacién de los detalles finos
de la muestra (Herman, 1998). En el microscopio de epifluorescencia el objetivo no sélo
tiene como funcién enfocar y amplificar la muestra, sino que sirve como un condensador
gue ilumina la muestra. Por este motivo, el microscopio posee tres elementos: filtro de
excitacion, espejo dicroico y filtro de emisidn, que conjuntamente permiten la separacién de

buena calidad entre la luz de excitacion y de emision (Lichtman y Conchello, 2005) (Figura 4).
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Tabla 8. Criterios y fluoréforos utilizados para evaluar la viabilidad de los microorganismos.

Criterio

Fluoréforo

Caracteristica

Permeabilidad de la
membrana

Respiracidn celular

Membranas intactas y

actividad esterasa

Potencial de membrana

pH intracelular

Recuento total

PO-PRO-3

SYBR green

SYTO'9

SYTOX Green

Yoduro de propidio (PI)

Cloruro de 5-ciano-2,3-ditolil
tetrazolio

Diacetato de fluoresceina /
Bromuro de etidio (EB)

DIiBAC,

Oxonol

Rodamina y cianinas

Fluoresceina,
piranina y cSNARF-1

BCECEF,

4,6-diamino-2-fenilindol

Naranja de acridina

Se une al ADN intracelular de células con membrana
lesionada, es decir permeables (Votyakova et al., 1994)

Se utiliza en combinacidén con yoduro de propidio para
medir la permeabilidad de la membrana citoplasmatica
(Berney et al., 2007)

Se une al ADN de todas las células (verde), con membrana
citoplasmatica intacta y lesionada (Baena-Ruano et al.,
2006). Atraviesa la membrana plasmatica intacta debido a
su bajo peso molecular. Se utiliza en combinacion con
yoduro de propidio (Sachidanandham et al., 2005)

SYTOX Green se une al ADN (Breeuwer y Abee, 2000).
Ingresa en organismos con membrana plasmatica lesionada
(Suller y Lloyd, 1999; Créach et al., 2003)

Sonda de ADN (Breeuwer y Abee, 2000) que penetra sélo
células con membrana lesionada (rojo) (Baena-Ruano et al.,
2006). No pasa a través de la membrana plasmadtica intacta
debido a su gran peso molecular (Sachidanandham et al.,
2005)

Produce un precipitado rojo fluorescente cuando es
reducido por el sistema transportador de electrones de las
células bacterianas (Créach et al., 2003)

El diacetato de fluoresceina es absorbido por las células y
escindida por enzimas intracelulares para dar el producto
fluorescente fluoresceina (verde) (Breeuwer y Abee, 2000).
Las células muertas no metabolizan FDA y son permeables
al contraste EB (naranja) (Hannig et al., 2007)

Ingresa en organismos
lesionada. Por tanto, mide
membrana (Suller y Lloyd, 1999)

con membrana plasmatica
la despolarizacién de la

Su acumulacién dentro de la célula es favorecida por la
reduccién en el potencial de membrana (Joux y Lebaron,
2000). Por tanto, mide la despolarizacion de la membrana
(Lépez-Amords et al., 1995)

Las células con potencial de membrana (interior con carga
negativa) acumulan rodamida y cianina (Breeuwer y Abee,
2000)

Miden el pH intracelular de las células (Breeuwer y Abee,
2000). Las células viables mantienen el pH interno y no son
afectadas por el pH externo, mientras que las lesionadas
varian su pH interno (McFeters et al., 1995)

Tincidn de contraste. Tifie el ADN de todas las células (azul)
(Boulos et al., 1999). Pasa a través de la membrana celular
de células viables y muertas (Hannig et al., 2007)

Se une al ADN y ARN (Whitehead et al., 2009). Los acidos
nucleicos monocatenarios se tifien de rojo y los de cadena
doble verde. No se puede distinguir entre células vivas y
muertas. Sin embargo, con la interpretacion clasica las
bacterias verdes son consideradas inactivas, mientras que
las rojas o naranjas se cree que son activas (McFeters et al.,
1995)
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Camara fotografica/
periférico de salida

Oculares

Lampara de Mercurio

Filtro de excitacion

""""" Filtro de emision

........ Espejo dicroico

Objetivo

Muestra

Figura 4. Funcionamiento de un microscopio de epifluorescencia. Flecha gris: Luz de excitacion;
Flecha negra: Luz de emisidn.

La ventaja de esta técnica es que nos brinda la posibilidad de observar a los
microorganismos en interaccion con el sustrato y la forma en que se encuentran distribuidos
y/o agrupados, por tanto puede ser util para una evaluacién rapida de la higiene de una
superficie (Holah et al., 1989). Sin embargo, presenta como desventaja el bajo limite de
deteccidn que posee, y por tanto resulta muy tedioso detectar menos de 10% células cm™ en

una muestra (Joux y Lebaron, 2000).

9.2.1. Citometria de flujo

Es un proceso que realiza medidas de las caracteristicas fisicas o quimicas de una sola célula
u otras particulas biolégicas, o no bioldgicas, de aproximadamente el mismo tamafio,
mientras estas pasan en una corriente de flujo (Shapiro, 2005). Con esta técnica las células
son forzadas a moverse rapidamente en una sola fila a través de una fuente de luz con alto
poder, midiendo la viabilidad de un nimero de organismos estadisticamente significativo (5

000 — 25 000 células por muestra) (Mostert et al., 2005).

La citometria de flujo usada con sondas fluorescentes permite medir propiedades

funcionales y estructurales de células individuales en una poblacion. Las células son
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marcadas con fluorocromos especificos o con conjugados fluorescentes que se unen con alta
especificidad a un constituyente celular particular, es posible medir una amplia variedad de
constituyentes celulares como proteinas, carbohidratos, ADN, acido ribonucleico (ARN) y
enzimas (lvnitski et al., 1999). Las ventajas de la citometria de flujo son la exactitud,

velocidad, sensibilidad y reproducibilidad (Mostert et al., 2005).

9.2.2. Métodos inmunoldgicos

El Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzima (ELISA, Enzyme-linked immunosorbent
assay) es la fuente de inspiracion para muchas aplicaciones de biosensores. El tipo mas
comun es ELISA tipo sandwich (Lazcka et al., 2007). En este sistema el anticuerpo primario es
inmovilizado sobre un soporte sélido, la muestra con el antigeno es adicionada a este
soporte. Posterior a un paso de incubacion, el material no unido se enjuaga y se agrega el
anticuerpo secundario conjugado con una enzima para formar un “sandwich” del antigeno
entre las dos moléculas de anticuerpos (de Boer y Beumer, 1999; Gracias y McKillip, 2004).
La cantidad de senal emitida se relaciona con la cantidad de antigeno diana en la muestra. Si
la enzima esta presente, el sustrato apropiado serd modificado, dando lugar a un producto
gue puede ser detectado por colorimetria o técnicas fluorométricas (de Boer y Beumer,
1999). Los métodos ELISA tienen un limite de deteccién tipico de 10* UFC ml™?, por
consiguiente la deteccion directa de los microorganismos no es posible y necesita de un
enriguecimiento previo con un minimo de 16 — 24 h de incubacion (de Boer y Beumer, 1999;

Gracias y McKillip, 2004).

Las técnicas de anticuerpos son facilmente automatizadas y rentables. Un ejemplo es el
sistema de Ensayo de Inmuno Diagndstico Vitek (VIDAS, Vitek Immuno Diagnostic Assay
System) basado en el ensayo fluorescente ligado a enzimas automatizado (ELFA, automated
Enzyme-Linked Fluorescent Assay) (Lazcka et al., 2007). Otro ejemplo es la técnica de
separacion inmunomagnética (IMS, Inmunomagnetic Separation), que utiliza perlas de hierro
recubiertas de anticuerpos, asi el microorganismo en suspensién se une a las perlas
inmunomagnéticas, a continuacion, el material es expuesto a un campo magnético que
basicamente extrae las bacterias de la suspensién, concentrando la cantidad de
microorganismos de la muestra para su posterior deteccién o cuantificacion (de Boer vy

Beumer, 1999; Nugen y Baeumner, 2008). La IMS puede ser combinada con casi cualquier
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método de deteccién como el cultivo o la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR,

Polymerase Chain Reaction) (Gracias y McKillip, 2004; Nugen y Baeumner, 2008).

9.2.3. PCR en tiempo real

Los formatos de las sondas de deteccion adaptados a los instrumentos de tiempo real, ha

sido gracias a la construccidn de sondas de oligonucleétidos con doble marcado, basadas en

el principio de Transferencia de Energia de Resonancia fluorescente (FRET, Fluorescent

Resonance Energy Transfer), es decir, que emiten una sefial de fluorescencia sélo cuando

estdn separadas (Giulietti et al., 2001). Estas sondas incluyen los sistemas TagMan y otros

mas sofisticados como Molecular Beacons, scropions y sondas de hibridacién que no

necesitan hidrdlisis por la actividad nucleasa de la Taqg (Giulietti et al., 2001; Reischl et al.,

2002). Por otro lado, el uso de colorantes de ADN bicatenario como SYBR Green, también

resulta muy util en la deteccidn de productos de PCR, sin la necesidad de usar una sonda

caray selectiva (Giulietti et al., 2001).

3
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Figura 5. Principio del sistema TagMan. 1) Desnaturalizacién; 2) Hibridacién; 3) Amplificacion y
emision de fluorescencia; 4) Dos cadenas nuevas de ADN. Sonda TagMan: emisor de fluorescencia (F,

reporter) y extintor de fluorescencia (Q, quencher).
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El sistema de PCR TagMan utiliza una sonda no amplificable por su extremo 3' para asegurar
gue no actue como cebador (Arya et al., 2005). La sonda contiene un emisor de
fluorescencia (F, reporter) en su extremo 5' y un extintor de fluorescencia (Q, quencher) en
su extremo 3' (Reischl et al., 2002). Si la secuencia diana estad presente, después de la
desnaturalizacién de la doble hebra de ADN, la sonda TagMan y los cebadores se hibridan a
una de las hebras simples de ADN (Wilhelm y Pingoud, 2003; Arya et al., 2005). En esta fase
con la sonda aun intacta, la fluorescencia de emisidn es absorbida por el quencher, principio
FRET (Heid et al., 1996). Posteriormente, ocurre la extensién de los cebadores hibridados
por medio de la Taqg polimerasa (Saiki et al., 1988). La Taq polimerasa hidroliza la sonda y
separa el reporter del quencher, dando como resultado un aumento de la fluorescencia

(Giulietti et al., 2001) (Figura 5).

El aumento de la fluorescencia de emisidn durante la reacciéon de PCR es detectada en
tiempo real por el termociclador y con los datos de fluorescencia obtenidos el programa
construye el grafico de amplificacién (Figura 6) (Arya et al., 2005). La curva de amplificacion
consta de tres fases distintas: 1) una fase inicial lag en donde la acumulacién de producto no
puede ser medida, 2) una fase exponencial y 3) una fase estacionaria (Wilhelm y Pingoud,

2003). El punto en donde ocurre el primer incremento significativo de fluorescencia que
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Figura 6. Curva de amplificacion de la fluorescencia emitida en RTi-PCR.

Fluorescencia
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excede el ruido de fondo, se define como ciclo umbral (C, threshold cycle) (Heid et al.,
1996). El valor de C; sirve para determinar la presencia del ADN diana asi como para estimar
con gran precisién su cantidad inicial (Wilhelm y Pingoud, 2003). A mayor presencia de ADN
diana al inicio de la reaccién, menor numero de ciclos seran necesarios para alcanzar el C;
(Arya et al., 2005). Ademas, la PCR en tiempo real (RTi-PCR, Real-Time PCR) incluye un
control interno de amplificaciéon (IAC, Internal Amplification Control) que permite detectar la
presencia de inhibicion durante la amplificacion previendo resultados falsos negativos. EI IAC
es amplificado al mismo tiempo que el gen diana pero es detectado por un segundo
fluoréforo. Si el IAC y ADN diana tienen valores de C; igual a cero, indica que un inhibidor

estuvo presente y el ensayo de PCR necesita ser repetido (Uyttendaele et al., 2003).

La RTi-PCR permite la obtencidn de resultados en pocas horas, manteniendo un alto nivel de
sensibilidad y especificidad (Lazcka et al., 2007; Nugen y Baeumner, 2008). No obstante, una
desventaja principal es que puede producir inhibicién de la enzima polimerasa por
contaminantes de la muestra, y se pueden obtener falsos positivos como resultado de la
detecciéon de &acidos nucleicos libres o microorganismos no viables. Para superar este
inconveniente se incorpora un paso de enriquecimiento para reducir los contaminantes. La
PCR se puede acoplar con otros métodos, por ejemplo PCR unido a biosensor o IMS (Nugen y

Baeumner, 2008; Nayak et al., 2009).

9.2.4. Biosensores

El uso de biosensores nos proporciona una herramienta portatil, rdpida, sensible y con
inmediata interpretacion de los resultados “sobre el terreno”. Ademas, de la posibilidad de
detectar la presencia y cantidad de microorganismos en cualquier ambiente (lvnitski et al.,

1999; Nayak et al., 2009).

Un biosensor bdasico incluye un sustrato (silicio, vidrio o polimeros) recubierto por una capa
conductora (polisilicio, didxido de silicio, nitrito de silicio, metal y éxidos metalicos) (Nayak et
al., 2009). Generalmente, para la deteccidn bacteriana, incluye un componente de
reconocimiento biolédgico como enzimas, acidos nucleicos o anticuerpos que estan
intimamente asociados o integrados a un transductor fisicoquimico o microsistema de
transduccion, que puede ser Optico, electroquimico, termoquimico, piezoeléctrico,

magnético o micromecdanico (lvnitski et al., 1999; Lazcka et al., 2007). Cuando se usan
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enzimas, tienden a funcionar como marcadores en lugar de elementos reales de
reconocimiento bacteriano. Pueden ser usadas para marcar anticuerpos o sondas de ADN,
de la misma manera como en la prueba de ELISA. Sin embargo, el uso de anticuerpos esta
mas difundido que el uso de sondas de ADN. Los anticuerpos pueden ser policlonales,
monoclonales o recombinantes, dependiendo de sus propiedades selectivas y la forma en
gue son sintetizados (Lazcka et al., 2007). Para la deteccién de patdgenos de origen
alimentario, se han desarrollado diversos biosensores con un rango y limite de deteccion
alrededor de 1,0 x 10° células mI™ para E. coli, E. coli 0157:H7, Salmonella, S. Typhimurium,
Legionella pneumophila, C. jejuni y Listeria. Sin embargo, también se ha logrado conseguir
una sensibilidad de 30 UFC de E. coli mI™ de agua. El tiempo de deteccion de los biosensores
es variable, por ejemplo desde 15 minutos para la deteccidn Listeria, o menos de una hora

en la deteccion de E. coli (Nugen y Baeumner, 2008; Nayak et al., 2009).
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IV. Control microbioldgico de textiles mediante cultivo, RTi-PCR y DEM

1. Material y Métodos

1.1.  Superficies de prueba

Se utilizaron textiles 100% algodén en color blanco. Previo a su uso, los textiles se
sometieron a un tratamiento para eliminar posibles sustancias inhibidoras: un lavado a 90 °C
con un detergente de lavanderia liquido sin blanqueador, tres enjuagues y un secado (Traoré
etal., 2002; O'Toole et al., 2009). Posteriormente, se cortaron en piezas rectangulares (area

10 cmz), se esterilizaron a 121 °C durante 15 min y se secaron.

1.2 Cepa bacteriana y preparacion del inéculo

Se utilizé la cepa de referencia de S. aureus ATCC 6538 perteneciente a la Coleccidn
Americana de Cultivos Tipo (ATCC, American Type Culture Collection; Manassas, EE.UU.). La
cepa liofilizada fue rehidratada en agua de peptona tamponada (BPW, Buffered Peptone
Water; bioMérieux®, Marcy I'Etoile, Francia) a 37 °C durante 18 — 24 h. Después se sembro
por el método de estria en Agar Tripticasa de Soja (TSA, Tryptic Soy Agar; Biokar Diagnostics,
Beauvais, Francia). Se seleccionaron colonias aisladas para preparar cultivos stock en tubos
de TSA inclinado, se incubaron a 37 °C durante 24 h y se almacenaron a 4 °C por un maximo
de un mes. A partir del cultivo en tubo inclinado, se prepardé el inéculo bacteriano,
subcultivando en 9 ml de BPW e incubando a 37 °C durante 18 a 20 h para obtener un
cultivo en fase estacionaria. A partir del cultivo obtenido, se realizaron diluciones decimales
(10" a 107) en Solucién Salina Triptona [TSS, Tryptone Saline Solution; 1 g de triptona
(Becton Dickinson and Co.) y 8,5 g de cloruro de sodio (Panreac Quimica S.A., Castellar del

Valles, Espaiia) por litro; pH 7,0 £ 0,2].

1.3. Inoculacion y tratamiento de los textiles de prueba

Los textiles de prueba se colocaron en placas de Petri y se inocularon en la parte central con
150 ul de cada una de las diluciones realizadas anteriormente. Paralelamente, se realizo el
recuento de la carga microbiana inoculada, sembrando el indculo por triplicado en TSA. Para
favorecer la adhesion y el secado del inéculo sobre los textiles, se introdujeron las placas de
Petri, con las tapas ligeramente abiertas, en una estufa a 37 °C durante 60 min (Anénimo,
2002). Posteriormente, se evalud el recuento de microorganismos mediante el método de

cultivo convencional, RTi-PCR y DEM.
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1.4. Evaluacion de la carga microbiana en textiles por método de cultivo convencional

Para extraer los microorganismos adheridos a las superficies, los textiles se colocaron en
frascos con 5 ml de Caldo Tripticasa de Soja (TSB, Tryptic Soy Broth; Becton Dickinson and
Co.) conteniendo 1 g por litro de Tween 80 (Panreac Quimica S.A.) y 3 g de perlas de vidrio
(didmetro 2 mm). Los frascos se homogeneizaron con un agitador mecdnico a alta velocidad
durante 1 min (Andnimo, 2002), se dejaron en reposo 5 min y se agitaron de nuevo durante
15 s. Seguidamente, a partir de la suspension obtenida se realizaron diluciones decimales en
TSS y, a partir de las diluciones adecuadas, se sembrd por duplicado 1 ml en medio TSA
conteniendo 6 g por litro de extracto de levadura (TSAYE, TSA with Yeast Extract; Becton
Dickinson and Co.). Finalmente se incubaron a 37 °C durante 24 h. Se realizé el recuento en
las placas que presentaron entre 30 y 300 unidades formadoras de colonia (UFC). Los datos

se expresaron como UFC por centimetro cuadrado.

1.5, Evaluacion de la carga microbiana en textiles por RTi-PCR

Para extraer y purificar el ADN, se utilizo el kit TagMan® Staphylococcus aureus (Applied
Biosystems, Foster City, EE.UU.) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. A partir de las
suspensiones obtenidas de los textiles en la seccion 1.4. de este capitulo, se tomaron
alicuotas de 1 ml y se transfirieron a tubos Eppendorf de 1,5 ml (SUDELAB S.L., Barcelona,
Espana). Cada suspension se centrifugd a 11 700 x g durante 3 min, se descarto el
sobrenadante y se resuspendié el pellet en 100 ul de reactivo de preparaciéon de muestra
PrepMan Ultra. Después se calenté a 100 °C durante 10 min, se homogeneizé en un agitador
mecanico durante 1 min y se centrifugd nuevamente a 11 700 x g durante 3 min.
Inmediatamente se tomd una alicuota de 50 ul del sobrenadante con el ADN extraido y se

almacend a -20 °C para su posterior amplificacion por PCR.

Para la amplificacion del ADN, se realizé una dilucidon del sobrenadante en agua (1:10). A
continuacion, se tomd una alicuota de 12 pl de la dilucién y se afadieron 15 pl de reactivo
2X Environmental Master Mix (EMM) mas 3 ul de reactivo 10X Target Assay Mix (TAM),
alcanzando un volumen total de reaccidon de 30 pl. La mezcla EMM y TAM contiene entre
otros componentes, un IAC que permite confirmar una correcta amplificacién del ADN. Se
trata de un ADN sintético que es amplificado al mismo tiempo que la secuencia diana del

microorganismo, pero es detectado con un segundo fluoréforo. La sonda marcada en el
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extremo 5' con 4,7,2'-tricloro-7'-fenil-6-carboxifluoresceina (VIC) detecta IAC y con 6-
carboxifluoresceina (FAM) detecta S. aureus. Ambas sondas marcadas por su extremo 3' con

6-carboxi-tetrametil-rodamina (TAMRA), como quencher.

El protocolo de PCR fue: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 min, y series de 45 ciclos a 95
°C durante 15 s (desnaturalizacion) y 60 °C durante 1 min (hibridacién, amplificacion). Para
realizar el protocolo térmico su usd el equipo Chromo4 TM Real Time System (Bio-Rad,
Hercules, California, EE.UU.). La visualizacién y el analisis de la amplificacidb se realizé
mediante el software Opticon Monitor version 3.1 (Bio-Rad Laboratories, California, EE.UU.).
La medicién de la fluorescencia se realizé automaticamente al final de cada paso de
amplificacién. Para determinar el nimero de microorganismos recuperados de los textiles,
se usaron los valores de C; correspondientes para estimar el nimero de S. aureus por

centimetro cuadrado, de acuerdo a la curva estandar de calibracion.

Para construir la curva estandar de calibracién se utilizaron los valores de C; obtenidos a
partir de diluciones decimales del cultivo puro de S. aureus. Estos se graficaron frente a sus

respectivos recuentos de células obtenidos por el método de cultivo convencional.

1.6.  Evaluacion de la carga microbiana en textiles por DEM

Los textiles inoculados se colocaron sobre portaobjetos y se humedecieron con 350 ul de
solucidn salina (8,5 g de cloruro de sodio por litro; pH 6,5 — 7,2). Inmediatamente después se
realizé la tincién vital utilizando el kit de viabilidad LIVE/DEAD’ Baclight™ (L13152;
Molecular Probes Inc., Oregon, EE.UU.) Este kit estd compuesto por dos colorantes
fluorescentes de &cidos nucleicos: SYTO9 y PL. SYTO"9 penetra tanto células con membranas
intactas como lesionadas. En contraste, Pl penetra soélo células con la membrana lesionada y
reduce el colorante SYTO'9. Por tanto, con la aplicacién simultanea de estos colorantes en
una proporcion adecuada, las células viables con membrana intacta fluorescen en verde y las
células muertas o lesionadas en rojo. La tincidn se realizé agregando 30 pl de la mezcla de
colorantes sobre los textiles a evaluar y se incubaron en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 15 min, de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La evaluacién de las
tinciones se realizé con el microscopio de epifluorescencia directa Olympus BX51/BX52

(Olympus, Tokio, Japdn), equipado con una ldmpara de mercurio de 100 W (USH-1030L,
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Olympus), un filtro de doble paso (U-M51004 F/R — V2, Olympus) y una camara digital DP50-
CU (Olympus) acoplada.

Para enumerar las células bacterianas, las muestras se observaron con un objetivo de 20X.
Se realizé el recuento de las células en diez campos elegidos al azar, el resultado se expreso
por centimetro cuadrado. Las imdagenes se analizaron con el programa analySIS Auto 3.2

(Soft Imaging System GMBH, Miinster, Alemania) (Fuster-Valls et al., 2008).

1.7. Anadlisis estadistico

Cada experimento se repitid tres veces en distintos dias y los andlisis se realizaron por
duplicado. Los recuentos microbioldgicos se transformaron en unidades logaritmicas [logig
(x + 1)]. El valor de uno fue agregado al recuento para usar el valor cero en el andlisis. Se
realizé el analisis de regresién y la prueba de t-Student apareado con la finalidad de conocer
la relacién y las diferencias entre los métodos de cuantificacion (a = 0,05). Los andlisis
estadisticos se realizaron con el programa SAS para Windows version 9.1 (SAS Institute, Inc.,

Cary, EE.UU.).
2. Resultados

2.1. Carga microbiana inoculada en textiles

La carga microbiana inoculada en los textiles se encontré entre 0,38 y 7,12 logio UFC cm™de
S. aureus, correspondientes a las diluciones del cultivo puro determinados por el método de

cultivo.

2.2.  Evaluacion de la carga microbiana en textiles por método de cultivo convencional

Los recuentos determinados por el método de cultivo convencional, de los microorganismos
inoculados frente a los recuperados a partir de los textiles, mostraron una relacion lineal en
el intervalo de 0,38 a 7,12 logyo UFC cm? (Figura 7) con un coeficiente de correlacion muy

elevado (R =0,99) y no se observaron diferencias significativas (P > 0,05) entre ellos.

2.3. Evaluacion de la carga microbiana en textiles por RTi-PCR

Los valores de C; de las diluciones decimales del cultivo puro de S. aureus, y sus
correspondientes recuentos de células obtenidos por el método de cultivo convencional,

mostraron una relacién lineal en el intervalo entre 3 x 10 y 3 x 10” UFC mI™ con un elevado
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coeficiente de correlacidon (R = 0,98), lo que permitid construir una curva estandar de

calibracién adecuada.

A partir de la curva de calibracidon, los recuentos estimados por RTi-PCR de los
microorganismos inoculados frente a los recuperados de los textiles, presentaron una
relacion lineal entre 2,13 y 7,12 log19 UFC cm™ con un elevado coeficiente de correlacién (R

=0,96) y no se observaron diferencias significativas (P > 0,05) entre ellos (Figura 7).

2.4. Evaluacion de la carga microbiana en textiles por DEM

El recuento de los microorganismos inoculados frente a los recuentos determinados sobre
los textiles por DEM presentaron una relacién lineal entre 4,12 y 7,12 log1o UFC cm™ con un
elevado coeficiente de correlacion (R = 0,99). No obstante, se observaron diferencias
significativas (P < 0,05) entre ellos. Los recuentos por DEM fueron menores en 1,5 unidades
logaritmicas respecto a los recuentos de los microorganismos inicialmente inoculados en los
textiles (Figura 7). La Figura 8 muestra una imagen digital de un textil inoculado con S.

aureus.

Recuento en textiles (log;, UFC cm2)
S

Microorganismos inoculados (log;, UFC cm-2)

Figura 7. Comparacién del recuento bacteriano determinado por @, método de cultivo; A, RTi-PCR; y
M, DEM en textiles de algoddn. Las barras de error representan la desviacidén estandar de la media (n
=6).
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2.5. Comparacion de RTi-PCR y DEM con el método de cultivo convencional

De los métodos evaluados, el método de cultivo convencional presentd el mejor limite de
deteccién (Figura 7). Asimismo, se observd que los recuentos obtenidos por RTi-PCR, dentro
del intervalo de cuantificacion, no fueron significativamente diferentes (P > 0,05) de los
obtenidos por método de cultivo convencional. Sin embargo, los recuentos obtenidos por
DEM se observaron significativamente inferiores (P < 0,001) a los obtenidos por el método

de cultivo convencional.

Figura 8. Textil de algoddn inoculado con S. aureus. El circulo con linea sélida muestra una célula
enfocada y el circulo con linea discontinua muestra una célula no enfocada. Imagen digital de
epifluorescencia de la tincién con LIVE/DEAD’ BacLight™ L13152.

3. Discusion

En este estudio se compard el método de cultivo convencional, RTi-PCR y DEM para estimar
el recuento de S. aureus en textiles. Se seleccioné este microorganismo porque se trata de
un potencial patdogeno de transmisidon alimentaria, es resistente y se encuentra presente en
textiles relacionados con el ambiente de procesado de alimentos (Christison et al., 2007;

Scott et al., 2008; Todd et al., 2009).
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Los resultados mostraron que los recuentos obtenidos por el método de cultivo
convencional y RTi-PCR no presentaron diferencias significativas entre ellos. Nuestros
resultados concuerdan con los obtenidos por otros investigadores cuando efectuaron
comparaciones entre los mismos métodos usando microorganismos sin ser sometidos a
condiciones de estrés, tal como se realizd en nuestro estudio (Goto et al., 2007; Reichert-

Schwillinsky et al., 2009).

La elevada correlacion entre el nimero de bacterias inoculadas y el recuento estimado por
RTi-PCR de los microorganismos recuperados de los textiles, coincide con las investigaciones
de Teufel et al. (2008) y Teufel et al. (2009), donde se contaminaron textiles artificialmente y
se determinaron los recuentos microbiolégicos por RTi-PCR. Sin embargo, en nuestro estudio
se obtuvo un limite de deteccién de 2,13 logyo UFC cm™ con RTi-PCR, mejor que el obtenido
por Teufel et al. (2008), que fue de 3,70 logio UFC cm™. Una principal ventaja del uso de la
RTi-PCR en textiles es que puede evaluar comunidades microbianas que son dificiles de

cultivar.

En este estudio, la relacion lineal observada en el rango de 4,12 a 7,12 logyo UFC cm'z, entre
los microorganismos inoculados y los detectados por DEM en los textiles, es la misma
descrita por Fuster-Valls et al. (2008). En su estudio ellos compararon el método de cultivo
convencional frente a DEM vy realizaron el recuento de microorganismos recientemente
inoculados (desde 4 a 7 log19 UFC cm?) en soportes de acero inoxidable. Peeters et al. (2008)
describieron una relacién lineal entre 5,00 y 7,48 logyo UFC pocillo™ después de contaminar
artificialmente placas de microtitulacion con bacterias gram negativas y dos cepas de S.

aureus.

Generalmente, cuando el recuento proviene de microorganismos en estado de estrés, los
estudios muestran un mayor recuento del nimero de microorganismos por DEM y RTi-PCR
frente al método de cultivo. Esto debido a que los resultados de los dos primeros métodos
mayormente corresponden a la suma de células bacterianas cultivables, no cultivables y
muertas (Rinsoz et al., 2008). Asi, Chen vy Li (2005) indicaron que el recuento obtenido por
PCR se encuentra altamente asociado con el obtenido por DEM. No obstante, en nuestro
estudio los recuentos obtenidos por DEM fueron significativamente menores (P < 0,05) que

los obtenidos por RTi-PCR y cultivo (Figura 7). Esto debido, posiblemente, a que muchas
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células bacterianas sobre la superficie del textil no fueron detectadas por DEM, ya que la
estructura tridimensional de los textiles no se puede enfocar completamente debido a que
la microscopia de epifluorescencia directa presenta una limitada profundidad de campo, lo
que produce un resplandor que degrada la imagen vy, por consiguiente, las bacterias en otros
planos no son detectadas (Figura 8) (White et al., 1987). Es importante mencionar que otra
dificultad que se presentd al evaluar los textiles por DEM fue que el propio textil también
emitia fluorescencia lo que provocaba una disminucidon en el contraste entre el fondo

(background) y los microorganismos.

Para obtener imagenes por DEM con menos interferencia por las estructuras desenfocadas,
Fujioka et al. (2006) desarrollaron un dispositivo con un sistema automatico de deteccion en
el eje Z y un programa de edicion asociado, asi observaron claramente las células
microbianas distribuidas sobre wuna superficie rugosa de textil. En otro estudio,
Peighambardoust et al. (2010) desarrollaron un sistema de captura de imagenes en
diferentes planos focales del eje Z y obtuvieron una pila de imagenes que se procesaron para

obtener una sola imagen con todas las estructuras enfocadas.

Aungue nuestros resultados por DEM lograron detectar la presencia de los microorganismos
en los textiles, como indican otros investigadores (Teufel y Redl, 2006; Sivakumar et al.,
2010), el recuento de estos resultdé en un proceso muy laborioso. Para superar este
inconveniente es imprescindible incorporar una base motorizada en el sistema de
microscopia que permita analizar mds campos a mayor velocidad y que facilite la deteccién
en el eje Z. Sin embargo, se debe destacar que una de las principales ventajas de la DEM es
la posibilidad de observar a los microorganismos en interaccién con el sustrato y la forma en

gue se encuentran distribuidos y/o agrupados.

En general, nuestros resultados evidenciaron que los tres métodos determinaron recuentos
relativamente consistentes del nimero de microorganismos inoculados. Sin embargo, el
método que mostrdo mejor sensibilidad fue el cultivo, seguido por la RTi-PCR. Mientras que,
la DEM resulté ser la técnica con menos sensibilidad y mas laboriosa para el recuento
microbioldgico en textiles. En conclusion, entre las técnicas rapidas, la RTi-PCR fue la técnica

mas eficaz para el recuento de S. aureus en textiles de algoddn. La metodologia propuesta
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para analizar por RTi-PCR, podria ser una alternativa para la deteccion de comunidades

microbianas que son dificiles de cultivar.
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V. Efecto desinfectante del lavado sobre S. aureus y C. albicans

1. Material y Métodos

1.1.  Superficies de prueba

Se utilizaron textiles de prueba de 100% algoddn, 100% poliamida y 100% poliéster en color
blanco. Previo a su uso, los textiles se sometieron al tratamiento para eliminar posibles
sustancias inhibidoras (Capitulo IV seccion 1.1.). Posteriormente se cortaron (area 10 cm?) y
se esterilizaron (121 °C durante 15 min). Para la carga del lavado se usaron telas 100%
algodon, que previo a su uso se sometieron al mismo tratamiento anterior. Las telas de

carga se esterilizaban y secaban antes de cada experimento.

1.2. Cepa microbiana y preparacion del inoculo

Se utilizaron las cepas de referencia de S. gureus ATCC 6538 (para determinar el efecto
antibacteriano del lavado) y C. albicans ATCC 10231 (para determinar el efecto antifingico
del lavado), pertenecientes a la ATCC. Las cepas liofilizadas se rehidrataron en BPW a 37 °C
(S. aureus) y 30 °C (C. albicans) durante 18 — 24 h, posteriormente se subcultivaron en TSA e
incubaron a 37 °C durante 24 h (S. aureus) y en Agar Extracto de Malta (MEA, Malt Extract
Agar; Biokar Diagnostics) e incubaron a 30 °C durante 48 h (C. albicans). Se usaron colonias
aisladas para preparar cultivos stock en tubos inclinados de TSA y MEA. Estos se

almacenaron un maximo de un mes a 4 °C (Anénimo, 2002).

Se prepararon los indculos microbianos a partir del cultivo en tubo inclinado, subcultivando
en las condiciones Optimas de crecimiento de cada microorganismo mencionadas
anteriormente. Para cada microorganismo, a partir del segundo subcultivo en agar se
prepard una suspensién microbiana en 9 ml de TSS con el fin de obtener una concentracién

aproximada entre 8 — 9 log1o CFU ml™ para inocular los textiles de prueba.

1.3. Inoculacion de los textiles de prueba

Los textiles de prueba se colocaron en placas petri e inocularon con 350 pl de suspension
microbiana. Estos textiles se secaron a temperatura ambiente durante 16 — 18 h en una
campana de flujo laminar (Bio—Il-A; Telstar, Terrasa, Espafia) cerrada y apagada,
previamente irradiada con luz UV. Las tapas de las placas petri se dejaron ligeramente
abiertas, para favorecer el secado del indculo. Una vez que el indculo se secé sobre los

textiles, se determiné la concentracién final de los microorganismos como se describe mas
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adelante en evaluacién de la carga microbiana en textiles (Capitulo V seccién 1.6.).
Posteriormente, dos textiles inoculados y dos sin inocular de cada tipo, se sujetaron a la tela
de carga del lavado y se colocaron dentro de una misma maquina de lavado bajo

condiciones de lavado especificas.

1.4. Procedimiento de lavado

El proceso de lavado se realizé en la lavadora doméstica Fagor A'A — F2010 (Fagor
Electrodomésticos, S. Coop., Espafia) con capacidad de carga de 8 kg y con diferentes
programas de temperatura. Para la carga de lavado se usaron 3,5 kg de telas de algodén,
siendo las mismas durante todos los experimentos. El ciclo de lavado consistié de un lavado
principal (promedio: 23 min y 9 L de agua), seguido de tres enjuagues (promedio: 26 min y
22 L de agua). Antes y después de cada proceso de lavado, la lavadora se desinfecté usando
un ciclo de lavado con programa antibacteriano: 90 °C de agua de lavado principal con 80 ml
de hipoclorito de sodio agregado durante el segundo enjuague. Con el fin de verificar la
desinfeccion, se analizé 100 ml de agua del ultimo enjuague por la técnica de filtracion de
membrana (TFM), como se describe posteriormente (Capitulo V seccién 1.7.). Los programas
de lavado se realizaron usando agua potable, previamente esterilizada a 121 °C durante 15

min, excepto para el programa antibacteriano.

1.5.  Agentes desinfectantes

Como agentes desinfectantes se utilizaron agentes comerciales de lavado: dos detergentes,
uno en polvo (PW) y otro liquido (LQ), y tres agentes blanqueadores basados en: hipoclorito
de sodio (SH), percarbonato de sodio (SP) y perdxido de hidrégeno (HP). Las dosis se
calcularon siguiendo las recomendaciones del fabricante para una carga media de lavado y
agua dura. Las caracteristicas y cantidades de los agentes desinfectante usados se muestran
en la Tabla 9. Los detergentes y los agentes blanqueadores se colocaron en el dispositivo de
dosificacién de la lavadora, antes del ciclo de lavado principal, excepto para SH, que fue

agregado durante el segundo enjuague de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Se evaluaron ocho combinaciones de detergentes y agentes blanqueadores: PW, PW-SH,

PW-SP, PW-HP, LQ, LQ-SH, LQ-SP y LQ-HP, a tres temperaturas: ambiente, 30 °Cy 40 °C.
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1.6. Evaluacion de la carga microbiana en textiles

Con el fin de detectar las células viables en los textiles, antes y después del proceso de
lavado, los textiles contaminados y sin contaminar se colocaron en frascos con 10 ml de TSB
conteniendo 1 g por litro de Tween 80 y 3 g de perlas de vidrio (didmetro 2 mm). Para la
extraccion de los microorganismos, los frascos se agitaron siguiendo el procedimiento
mencionado en el Capitulo IV seccion 1.4. Seguidamente, a partir de la suspensién obtenida
se realizaron diluciones decimales en TSS vy, a partir de las diluciones adecuadas, se sembro
por duplicado 1 ml en medio TSAYE para S. aureus y en MEA para C. albicans incubados a 37
°Cy 30 °C, respectivamente, ambos durante 48 h. Se realizé el recuento en las placas que
presentaron entre 30 y 300 UFC. Los datos se expresaron como UFC por centimetro

cuadrado.

Tabla 9. Descripcion de agentes de lavado comerciales usados como agentes desinfectantes.

Agente Composicion Componentes Dosis
desinfectante

PW* 5-15% Tensioactivos anidnicos 16g kg'l textiles
5-15% Blanqueadores basados en oxigeno
<5% Tensioactivos no idnicos
<5% Fosfonatos
<5% Policarboxilatos
Enzimas
LQ* 5-15% Tensioactivos aniénicos y no iénicos 14 ml kg'l textiles
<5% Fosfonatos
Enzimas
SHt <5% Hipoclorito de sodio 14g kg'l textiles
SPt >30% Percarbonato de sodio 104 g kg'l textiles
HPt 5-15% Peroxido de hidrégeno 28,6 ml kg'l textiles

*Detergentes: polvo (PW) y liquido (LQ).

tBlanqueadores basados en: hipoclorito de sodio (SH), percarbonato de sodio (SP) y perdxido de hidrégeno
(HP).

1.7.  Evaluacion de la carga microbiana en las aguas residuales de lavado

Para detectar los microorganismos viables transferidos de los textiles contaminados a las
aguas residuales, se recolectd por separado, el volumen total del agua residual del lavado
principal y del enjuague, en garrafas de boca ancha estériles de 10 y 20 L, respectivamente.

Posteriormente, las garrafas se homogenizaron con movimientos rotatorios e
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inmediatamente se tomé una muestra de 500 ml para el analisis microbioldgico. De acuerdo
a la carga microbiana del agua residual, se usé la TFM o el método de recuento en placa
estandar (RPE). En TFM, se filtré el agua a través de un filtro de membrana (Millipore
Corporation, Billerica, MA, EE.UU.) de 0,45 um de tamafio de poro (didmetro 47 mm).
Seguidamente, con el fin de eliminar el detergente residual, se paso por el filtro 50 ml de
solucion salina estéril. Los filtros se transfirieron asépticamente a placas de TSAYE o MEA,
segun el microorganismo. En el método RPE, se sembraron por duplicado alicuotas de 1 ml
de las diluciones apropiadas en TSAYE o MEA. Después de la incubacién se contaron las

placas que contenian entre 30 y 300 colonias y los datos se expresaron en UFC por mililitro.

1.8. Anadlisis estadistico

Cada experimento se repitio tres veces en distintos dias y los andlisis se realizaron por
duplicado. Los recuentos microbioldgicos se transformaron en unidades logaritmicas [logig
(x + 1)]. El valor de uno fue agregado al recuento para usar el valor cero en el analisis. Con el
fin de evaluar el efecto de desinfeccién de los procesos de lavado, se determinaron los
siguientes parametros: (1) la reduccién de microorganismos en los textiles contaminados, (2)
la transferencia de microorganismos de textiles contaminados a textiles estériles y (3) la
transferencia de microorganismos de textiles contaminados a las aguas residuales de lavado

y enjuague.

Se calculé la eficiencia de reduccion (RED) después del lavado, de acuerdo a la ecuacién

(Fijan et al., 2007):

RED =1 <UFCb>
=10 p—
810 UFC,

Donde:

RED Eficiencia de reduccién después del lavado

UFC, Promedio de UFC en textiles contaminados después del lavado

UFCh  Promedio de UFC en textiles contaminados antes del lavado
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La eficiencia bactericida y fungicida de los agentes desinfectantes se establecié cuando se
consiguieron 5 y 4 reducciones logaritmicas, respectivamente (Fijan et al., 2005; Fijan et al.,

2007).

El efecto de los tratamientos se evalué con un analisis de la varianza (ANOVA) seguido de la
prueba de comparacién multiple Student-Newman-Keuls (SNK) (a = 0,05). Los andlisis se

realizaron con el programa SAS para Windows version 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, EE.UU.).
2. Resultados

2.1. Carga microbiana en los textiles antes del lavado

Después de secar los textiles inoculados durante una noche, la concentraciéon de células
viables de S. aureus y C. albicans fue de 7,65y 6,41 log,o UFC cm'z, respectivamente. Para S.
aureus, la supervivencia durante el secado fue independiente del tipo de textil, mientras que
para C. albicans esto no ocurrid. Para S. aureus se observd una reduccién de
aproximadamente 1,29 logy (P > 0,05) en todos los tipos de textiles. Sin embargo, para C.
albicans la reduccion en los textiles de poliéster (1,39 logig) fue significativamente menor (P

< 0,05) que en los textiles de algoddn y poliamida (1,69 — 1,61 logo).

2.2 Reduccion microbiana en los textiles contaminados después del lavado

La Figura 9 muestra la eficiencia de reduccién de S. aureus en los textiles de algoddn,
poliamida y poliéster después de lavados con diferentes agentes desinfectantes a

temperatura ambiente, 30 °Cy 40 °C.

Para S. aureus (Figura 9), en general, los agentes desinfectantes base PW obtuvieron RED
significativamente mayores (P < 0,05) que sus respectivas combinaciones en base LQ (PW,
PW-SP, PW-HP vs. LQ, LQ-SP, LQ-HP, respectivamente). Excepto para PW-SH vs. LQ-SH, que
no mostraron diferencias significativas (P > 0,05) en la reduccién bacteriana. Ademas, ambos
detergentes, PW y LQ, combinados con los agentes blanqueadores SH y SP lograron mayores
reducciones significativas (P < 0,05) que sus correspondientes detergentes sin agente

blanqueador.
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Figura 9. Reduccidn de S. aureus sobre superficies textiles después del lavado con diferentes agentes
de desinfeccidn a (A) temperatura ambiente, (B) 30 °Cy (C) 40 °C.  PW, detergente en polvo; [ PW-
SH, detergente en polvo con hipoclorito de sodio; Il PW-SP, detergente en polvo con percarbonato
de sodio; l PW-HP, detergente en polvo con perdxido de hidrégeno;  LQ, detergente liquido;
LQ-SH, detergente liquido con hipoclorito de sodio; I LQ-SP, detergente liquido con percarbonato de
sodio; y Il LQ-HP, detergente liquido con hipoclorito de sodio. Los datos son presentados como
promedios de RED * error estandar (n = 6). Los promedios dentro del mismo tipo de textil con letras
diferentes presentan diferencias significativas entre ellos (P < 0,05).
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Entre las diferentes combinaciones de agentes desinfectantes, cabe destacar que LQ-SH
consiguid una reduccion de 5 unidades logaritimicas mas respecto a LQ, en todos los textiles
y temperaturas. Por otro lado, el efecto del incremento en la temperatura de lavado se
observé principalmente cuando PW y LQ se combinaron con el agente blanqueador SP,
donde la reduccién bacteriana se incrementd significativamente (P < 0,05) a 30 °C y 40 °C

respecto a la temperatura ambiente en todos los tipos de textiles (Figura 9).

En general, la RED de S. aureus en los textiles de algoddn fue significativamente menor (P <
0,05) que en los textiles de poliamida y poliéster a temperatura ambiente y 30 °C con todos
los agentes desinfectantes, excepto a 40 °C donde no se observaron diferencias significativas
(P > 0,05) entre los textiles cuando el PW se combind con todos los agentes blanqueadores

(Figura 9).

Nuestros resultados indican que el nivel bactericida (RED =5 log) se consiguid con la mayoria
de los agentes desinfectantes base PW, en todos los tipos de textiles y temperaturas de
lavado, con algunas excepciones. Por el contrario, el nivel bactericida con los desinfectantes
base LQ, sdélo se consiguid con LQ-SH en todos los tipos de textiles y temperaturas; ademas,

con LQ-SP en poliamida y poliéster lavados a 40 °C (Figue 9).

La Figura 10 muestra la eficiencia de reduccién de C. albicans en los textiles de algoddn,
poliamida y poliéster después de lavados con diferentes agentes desinfectantes a

temperatura ambiente, 30 °Cy 40 °C.

Para C. albicans (Figura 10), en general, los agentes desinfectantes base PW lograron RED
significativamente mayores (P < 0,05) que sus respectivas combinaciones en base LQ a
temperatura ambiente y 40 °C. Sin embargo, a 30 °C no se apreciaron diferencias
significativas (P > 0,05) entre las reducciones de los agentes desinfectantes base PW y LQ. De
la misma manera a lo observado para S. aureus, cuando ambos detergentes se combinaron
con SH (PW-SH vs. LQ-SH), la RED conseguida no mostré diferencias significativas (P > 0,05)
entre ellos, para todos los tipos de textiles y temperaturas. Por otro lado, cuando los
detergentes se combinaron con SP, PW-SP presenté una RED significativamente superior (P <
0,05) a LQ-SP, principalmente a temperatura ambiente y 40 °C para todos los tipos de

textiles. Asimismo, cuando los detergentes se combinaron con HP, la RED de PW-HP fue
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Figura 10. Reduccion de C. albicans sobre superficies textiles después del lavado con diferentes
agentes de desinfeccién a (A) temperatura ambiente, (B) 30 °Cy (C) 40 °C.  PW; [l PW-SH; I PW-
SP; Ml PW-HP; LQ; | LQ-SH; ™ LQ-S; y M LQ-HP. Los datos son presentados como promedios de
RED % error estandar (n = 6). Los promedios dentro del mismo tipo de textil con letras diferentes
presentan diferencias significativas entre ellos (P < 0,05).
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significativamente mayor (P < 0,05) que LQ-HP, para los textiles de poliamida y poliéster a

todas las temperaturas.

El efecto de la temperatura de lavado se observé principalmente cuando PW se combind con
el agente blanqueador SP, donde con el incremento de la temperatura a 40 °C se consiguid

un aumento significativo (P < 0,05) de la reduccién flungica en todos los textiles.

Al igual que para S. aureus, la RED de C. albicans en los textiles de algoddn se observd
significativamente menor (P < 0,05) que en los textiles de poliamida y poliéster, excepto con

los desinfectantes combinados con SH (Figura 10).

El nivel fungicida (RED = 4 log) se consiguid con la mayoria de agentes desinfectantes base
PW y base LQ, pero solo para los textiles de poliamida y poliéster a todas las temperaturas.
Los detergentes combinados con SH fueron los Unicos que consiguieron el nivel fungicida en

los textiles de algoddn a todas las temperaturas.

2.3. Transferencia de microorganismos a los textiles estériles

La Figura 11 muestra la transferencia de S. aureus a textiles estériles de algoddn, poliamida y
poliéster después del lavado con diferentes agentes desinfectantes a temperatura ambiente,

30 °Cy 40 °C.

Para S. aureus (Figura 11), con los agentes desinfectantes base PW se observé una
transferencia significativamente menor (P < 0,05) a los textiles estériles (< 1 logio UFC cm™)
gue sus respectivas combinaciones en los desinfectantes base LQ, para todos los textiles y
temperaturas. La transferencia bacteriana se observd escasa o nula con los agentes
desinfectantes PW-SH y LQ-SH (< 0,15 log;o UFC cm?), para todos los tipos de textiles y
temperaturas. Por el contrario, la transferencia bacteriana mas elevada se observd con los
agentes desinfectantes LQ, LQ-SP y LQ-HP (= 2,02 logyo UFC cm'z) para todos los tipos de

textiles, especialmente a temperatura ambiente y 30 °C.

El efecto de la temperatura se observd con el agente desinfectante LQ-SP, donde con el
aumento de la temperatura a 40 °C se consiguid una reduccién significativa (P < 0,05) en la

transferencia bacteriana para todos los textiles (Figura 11).

Entre los diferentes tipos de textiles, la transferencia bacteriana no mostré diferencias
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Figura 11. Transferencia de S. aureus a superficies textiles estériles después del lavado con diferentes
agentes de desinfeccién a (A) temperatura ambiente, (B) 30 °Cy (C) 40 °C.  PW; @ PW-SH; [l PW-
SP; Ml PW-HP; LQ; | LQ-SH; ™ LQ-SP; y M LQ-HP. Los datos son presentados como promedios *
error estandar (n = 6). Los promedios dentro del mismo tipo de textil con letras diferentes presentan
diferencias significativas entre ellos (P < 0,05).
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significativas (P > 0,05) con los agentes desinfectantes base PW a todas la temperaturas. Sin
embargo, la transferencia bacteriana a los textiles de algoddon fue mayor respecto a
poliamida y poliéster, con los agentes desinfectantes base LQ a todas las temperaturas;
excepto con LQ-SH, donde la transferencia bacteriana fue escasa hacia los diferentes tipos

de textiles.

La Figura 12 muestra la transferencia de C. albicans a textiles estériles de algodon, poliamida
y poliéster después del lavado con diferentes agentes desinfectantes a temperatura

ambiente, 30 °Cy 40 °C.

Para C. albicans (Figura 12), la transferencia fungica a la mayoria de los textiles con los
agentes desinfectantes base PW no mostrd diferencia significativa (P > 0,05) con sus
respectivas combinaciones en base LQ a todas las temperaturas. Sin embargo, cuando se
observaron diferencias entre ellos, la transferencia con base PW fue significativamente
inferior (P < 0,05) que con base LQ. Al igual que para S. aureus, la transferencia fungica se
observé escasa o nula con los agentes desinfectantes PW-SH y LQ-SH (< 0,08 log1g UFC cm™),
para todos los tipos de textiles y temperaturas. Por el contrario, la transferencia fungica mas
elevada se observé con los agentes desinfectantes LQ-SP y LQ-HP para todos los tipos de

textiles, especialmente a temperatura ambiente (= 1,76 logyg UFC cm'z) (Figura 12).

El efecto de la temperatura se observo con los detergentes PW y LQ combinados con SP y
HP, donde con el incremento de la temperatura a 40 °C se consiguié una reduccién en la

transferencia fungica en todos los textiles.

Entre los diferentes tipos de textiles, la transferencia de C. albicans fue significativamente
mayor (P < 0,05) hacia los textiles de algoddn con los detergentes PW y LQ combinados con
SP y HP a todas las temperaturas- Ademas, con LQ se observd el mismo comportamiento
anterior, pero Unicamente a 30 °C y 40 °C. Con el resto de los agentes desinfectantes, la

transferencia no mostré diferencias significativas (P > 0,05) entre los tres tipos de textiles.

2.4. Transferencia de microorganismos a las aguas residuales

La Tabla 10 muestra la transferencia de S. aureus y C. albicans a las aguas residuales después

del lavado con diferentes agentes desinfectantes a tres temperaturas.
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Figura 12. Transferencia de C. albicans a superficies textiles estériles después del lavado con
diferentes agentes de desinfeccion a (A) temperatura ambiente, (B) 30 °Cy (C) 40 °C.  PW; [ PW-
SH; M PW-SP; Ml PW-HP; LQ; | LQ-SH; ™ LQ-SP; y M LQ-HP. Los datos son presentados como
promedios + error estandar (n = 6). Los promedios dentro del mismo tipo de textil con letras
diferentes presentan diferencias significativas entre ellos (P < 0,05).
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V. Efecto desinfectante del lavado sobre S. aureus y C. albicans

Tabla 10. Transferencia de S. aureus y C. albicans a las aguas residuales después del lavado con
diferentes agentes desinfectantes a tres temperaturas. Agentes desinfectantes: PW, PW-SH, PW-SP,
PW-HP, LQ, LQ-SH, LQ-SP y LQ-HP.

Agua residual y temperatura de lavado
Agente Lavado principal Fase de enjuague

Microorganismo

desmlecante Temperawa apc o TTRME g gocc
staphylococcus PW nN.D."PA 1,554 0,79°% ND.CA 014%%  ND.CA
aureus PW — SH 1,18° A 033°" 18°" 030°* 003" 027"
PW —SP 0,51° A 005" ND.°A 012°*  nND.*  ND°A
PW — HP 0,77% A 089"  ND.°A ND.CA  034%"  ND.CA
LQ 4,70° * 435"  400°" 4372 "% 419°"  400°"
LQ - SH 465° " 417 % 368°" ND.°A  ND.%A ND.CA
LQ-SP 4,40°% " 2,97%°%  154°8 420%°% 2338 046°C
LQ-HP 427 * 3,742 400% A 3,95° " 322°"  30°B
Candida PW 3,24°°A 361" 292°" 1,454 % 2902°%  221%"
albicans PW — SH 3,40 "4 350° A 291%A° ND.EA NDSA ND.PA
PW - SP 3,00° " 393 % 302°" 2,12°% 329%™ 226%"
PW — HP 3,46 " 403"  359°" 2,79° % 334%®%  371%"
LQ 3,434 414° " 268%"° 3,72° % 398° "  337°"
LQ - SH 3,46 "7 3,72° A 295% A ND.EA NDSA ND.PA
LQ-SP 3,904 3,432 "8 308" 3,377 334%®%  541%°8
LQ-HP 4,06° A 408"  343°°B 364° % 403" 249°°

* Los datos representan el promedio de los recuentos microbioldgicos (log,o UFC ml'l).
+ N.D. no detectable (debajo de 0,02 log;, UFC ml™ por TEM y debajo 0,18 log;o UFC ml™ por RPE).

*C Dentro de una columna, los valores con distintas letras minusculas indican diferencias significativas (P <
0,05) entre agentes desinfectantes por microorganismo.

A-C ) . . L . e
Dentro de una fila, los valores con distintas letras mayusculas indican diferencias significativas (P < 0,05)
entre temperaturas por microorganismo.

En general, la transferencia de S. aureus, tanto al agua del lavado principal como de
enjuague, fue significativamente inferior (P < 0,05) con los agentes desinfectantes base PW
respecto a los base LQ, especialmente a temperatura ambiente. Asimismo, entre los agentes
desinfectantes base PW no se observaron diferencias significativas (P > 0,05) en la
transferencia de S. aureus hacia las aguas residuales, tanto de lavado principal como de
enjuague. No obstante, entre los agentes desinfectantes base LQ si se apreciaron diferencias
significativas (P < 0,05) en la transferencia al combinarse con algunos agentes blanqueadores

(Tabla 10).

En el agua de lavado, generalmente se observd una menor transferencia de S. aureus con
todos los agentes desinfectantes base PW a todas las temperaturas (< 1,81 logo UFC ml™).

Por el contrario, la transferencia mds elevada al agua de lavado se detectd con LQ, LQ-SH y
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LQ-HP a todas las temperaturas (= 3,68 logio UFC ml'l). Mientras en el agua de enjuague la
transferencia bacteriana se observé escasa o nula (< 0,34 logio UFC ml™) con los agentes
desinfectantes base PW y con LQ-SH a todas las temperaturas. En contraste, la transferencia
mas alta al agua de enjuague se observd con LQ a todas las temperaturas (> 4,00 logo UFC

ml™?) (Tabla 10).

El efecto de la temperatura se aprecié especialmente con LQ-SP, donde se observé una
disminucion significativa (P < 0,05) de la transferencia bacteriana, tanto al agua de lavado
principal como al agua de enjuague, con el incremento de la temperatura a partir de 30 °C

(Tabla 10).

La transferencia de C. albicans al lavado principal con los agentes desinfectantes base PW no
mostraron diferencias significativas (P > 0,05) con sus respectivas combinaciones en base LQ.
Sin embargo, en las aguas de enjuague se observd que la transferencia con los
desinfectantes base PW fue significativamente inferior (P < 0,05) que con los base LQ a

temperatura ambiente, excepto con los agentes desinfectantes PW-SH y LQ-SH (Tabla 10).

En las aguas de lavado, a diferencia de S. aureus, la transferencia de C. albicans a todas las
temperaturas fue 2 2,68 logio UFC ml™ con todos los agentes desinfectantes. Mientras que,
en las aguas de enjuague, la transferencia fingica se observé nula con los agentes
desinfectantes PW-SH y LQ-SH a todas las temperaturas. Por el contrario, las transferencias
mas altas (= 2,41 logo UFC ml™) se observaron en la mayoria de los agentes desinfectantes

base LQ a todas las temperaturas (Tabla 10).

El efecto de la temperatura se observd con LQ-SP y LQ-HP, donde la transferencia de C.
albicans a las aguas de lavado y de enjuague disminuyd significativamente (P < 0,05) con el

incremento de la temperatura, especialmente a 40 °C (Tabla 10).

3. Discusion

Los textiles pueden estar contaminados con suciedad que podrian perjudicar el rendimiento
de los productos de limpieza, aun bajo condiciones normales (Heinzel et al., 2010). Si los
textiles siguen contaminados después del lavado, los microorganismos pueden ser
transmitidos a otras personas a través del contacto directo (prenda > mano > boca) o por

vias indirectas (prenda > mano > alimento > boca) (Gerba y Kennedy, 2007). Por lo anterior,
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se debe asegurar la desinfeccién adecuada de los textiles para prevenir la transmisidn de
microorganismos patégenos, especialmente en sectores en donde es necesario el control de

la biocontaminacién (Anénimo, 2003).

En este estudio se evalud el efecto de la desinfeccidon de diferentes agentes desinfectantes a
tres temperaturas de lavado, asi como la influencia del tipo de textil en el efecto
desinfectante de los procesos de lavados. En nuestro trabajo, no usamos compuestos para
simular la suciedad sobre los textiles, debido a que en un estudio previo se reveld que estos
sustratos no representaron una barrera de proteccidn significativa contra la eficiencia del
lavado (Fijan et al., 2007). Se evaluaron tres aspectos: 1) reducciéon de microorganismos en
los textiles contaminados, 2) transferencia de microorganismos de textiles contaminados a

textiles estériles y 3) transferencia de microorganismos a las aguas residuales del lavado.

La RED de los microorganismos en los textiles contaminados muestra que C. albicans
presentd mayor resistencia que S. aureus con la mayoria de los agentes desinfectantes
(Figura 9 y Figura 10). Nuestros resultados coinciden con lo descrito por Fijan et al. (2007),
quienes obtuvieron reducciones mas bajas de C. albicans comparado con S. aureus después

de lavados a 35 °Cy 45 °C.

En general, nuestros resultados de RED para S. aureus y C. albicans (Figura 9 y Figura 10)
muestran que los agentes desinfectantes base PW consiguieron una mayor reduccidon que
sus respectivas combinaciones en base LQ. Una posible explicacion puede ser que en la
composicion de los detergentes liqguidos no se incluyen algunos componentes que son
inestables en medio acuoso y la ausencia de algunos de ellos en la formulacidon puede
producir una disminucién de sus propiedades de lavado (Lépez y CavacoPaulo, 2008) . En
este sentido, el nivel bactericida se consiguid con mayor frecuencia con los agentes
desinfectantes base PW en todos los tipos de textiles y temperaturas. Respecto a nuestras
observaciones, la literatura sefiala ciertos resultados contradictorios en la evaluaciéon de los
detergentes. Fijan et al. (2007) observé que los lavados con detergente en polvo no
alcanzaron el nivel bactericida para S. aureus en textiles de algoddn a 35 °C. Por el contrario,
Patel et al. (2006) al evaluar lavados con detergente en polvo para S. aureus en textiles de
algoddén y poliéster a 40 °C, encontraron reducciones hasta niveles indetectables

(reducciones 2 6 log1o) consiguiendo de esta manera el nivel bactericida.
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En nuestro trabajo, no se consiguio el nivel fungicida en los textiles de algoddn con los
agentes desinfectantes base PW y LQ a todas las temperaturas, este se consiguié sélo
cuando se combinaron con SH. Nuestros resultados coinciden con lo sefialado por Fijan et al.
(2007), quienes al aplicar un lavado con detergente en polvo a 35 °C no consiguieron el nivel
fungicida contra C. albicans en los textiles de algoddn. Por el contrario, Hammer et al. (2010)
indicaron una reduccién completa (5,67 logio UFC cm™) de C. albicans en textiles de algodén

lavados con un detergente comercial en polvo a 30 °Cy 60 °C.

Estas discrepancias entre resultados de los diferentes estudios, podrian explicarse debido al
uso de diferentes formulaciones y concentraciones del detergente. En este sentido, Fijan et
al. (2007) usaron 6,2 gramos de detergente por kilogramo de textil, mientras que Hammer et
al. (2010) usaron 28,3 gramos por kilogramo de textil, por tanto, estos ultimos

investigadores obtuvieron reducciones microbianas superiores.

En este trabajo cuando se usé SH como agente blanqueador, se consiguieron los niveles
bactericidas y fungicidas para todos los textiles, incluso en lavados a temperatura ambiente
(Figura 9 y Figura 10). Nuestros resultados coinciden con Christian et al. (1983), que al
evaluar el lavado de textiles naturalmente contaminados (47,8 °C — 60 °C) usando cloro
como desinfectante, obtuvieron la eliminacidn completa de bacterias aerobias, estafilococos
y coliformes totales. Asimismo, Gerba y Kennedy (2007) obtuvieron una reduccién de virus
entre el 92% y 99% en textiles lavados con detergente. Sin embargo, con la adicién de
hipoclorito al detergente consiguieron una reduccién adicional del virus en mas del 99,99%.
SH es un buen agente desinfectante, ya que actla directamente a través de las reacciones
mediadas por radicales para oxidar la materia orgdnica. El acido hipocloroso es el
componente activo del hipoclorito de sodio, este reacciona rapidamente con las proteinas,
ADN, lipidos, tioles y sulfitos (DeQueiroz y Day, 2008). Por tanto, exhibe un espectro de
actividad amplio contra bacterias, levaduras, mohos, algas y protozoarios (Leveau y Bouix,
2002); sin embargo, presenta ciertas desventajas, como su elevada corrosividad,
decoloraciéon enérgica de textiles y produccién de compuestos organicos clorados peligrosos
a partir de la reaccion con la materia organica en el agua residual (Carson et al., 2006; Barbut
et al., 2009). Por lo anterior, existe la necesidad de usar formulaciones desinfectantes
alternativas. Las formulaciones basadas en perdxido de hidrégeno han demostrado que

tienen una compatibilidad mucho mayor de materiales y es menos téxica para los seres
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humanos y el medio ambiente (Barbut et al., 2009). Otro agente blanqueador seguro para el
medio ambiente es el percarbonato de sodio que actia como una fuente anhidra de
peréxido de hidrégeno (McKillop y Sanderson, 2000). La potencia/actividad de un
blanqueador de peroxigeno esta expresado por su contenido de oxigeno activo (OA). Cuanto
mayor es el valor de OA, mayor es el potencial blanqueador. El percarbonato de sodio tiene
un contenido de OA vy velocidad de disolucion importante (Carson et al., 2006). Su accién se
debe a la produccién de perdxido de hidrégeno en medio alcalino (Baldin et al., 2008), que
actua contra los microorganismos debido a la formacion de radicales libres que reaccionan

con el grupo tiol en proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Pottage et al., 2010).

En este estudio, la adicion de SP a los detergentes incrementd el efecto bactericida y
fungicida de PW, asi como el bactericida de LQ, especialmente a la temperatura mds alta (40
°C) (Figura 9). Esto se debe a que principalmente la temperatura influye en la actividad
antimicrobiana del percarbonato de sodio, ya que su reaccion es catalizada por calor y
declina su efectividad cuando la temperatura de lavado disminuye (Raffellini et al., 2010).
Para superar este inconveniente, se agregan algunos activadores como el tetracetiletileno
diamina a las formulaciones que lo contienen (Carson et al., 2006). En nuestro trabajo, a
pesar que S. aureus y C. albicans son microorganismos catalasa positivos y pueden
desactivar el perdoxido de hidrégeno (Enjalbert et al., 2007; Delbes-Paus et al., 2010), el
efecto desinfectante de SP con el incremento de la temperatura se observd especialmente
para S. aureus (Figura 9 y Figura 10), debido a que C. albicans tiene una actividad catalasa
mas elevada, caracteristica que puede hacerla mas resistente contra los blanqueadores base

perdxido de hidrégeno (Leveau y Bouix, 2002).

En este estudio, al contrario de lo observado para SP, con el blanqueador HP no se
consiguieron RED altas al combinarse con ambos detergentes, PW y LQ (Figura 9 y Figura
10). Esta variacidon en los resultados con los blanqueadores peroxygens puede ser debido a
una rapida degradacion del perdxido de hidrégeno al entrar en contacto con material
organico, y por tanto no tiene actividad a largo plazo (Raffellini et al., 2010). Por tanto, los
niveles bactericidas y fungicidas alcanzados con PW-HP y LQ-HP fueron similares a los
obtenidos con los detergentes sin agentes blanqueadores. Asi, el nivel bactericida se alcanzé
con PW-HP en la mayoria de textiles y temperaturas; el nivel fungicida se alcanzé con PW-HP

y LQ-HP en todas las temperaturas de lavado en los textiles de poliamida y poliéster, excepto
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en algodoén. Al contrario de lo observado en nuestros resultados, Fijan et al. (2007)
encontraron que los lavados con detergentes en polvo combinados con perdxido de
hidrégeno no fueron capaces de alcanzar el nivel bactericida contra S. aureus en algoddn a
45 °C. Sin embargo, coinciden con nuestros resultados al no alcanzar el nivel fungicida en los
textiles de algoddn lavados a 45 °C con este agente desinfectante. En otros estudios se
obtienen mejores reducciones en lavados con perdxido de hidrogeno cuando son
combinados con &acido peroxiacético y/o acido acético (Altenbaher et al., 2010; Fijan y

Sostar-Turk, 2010).

Durante el lavado, los microorganismos dentro de la lavadora se pueden transferir desde
piezas contaminadas hacia las no contaminadas. Basicamente, una prenda que se encuentra
fuertemente contaminada puede servir para contaminar la carga entera de una lavadora
(Gerba y Kennedy, 2007). Esta transferencia de microorganismos a textiles limpios, asi como
al agua, depende de varios factores, como el tipo de microorganismo, el detergente, la dosis,
la temperatura de lavado, etc., por lo que si el proceso de lavado no elimina completamente
los microorganismos, estos pueden quedarse flotando en la lavadora y representar un riesgo
de contaminacidn para otros textiles (Hammer et al., 2010; Heinzel et al., 2010). Hammer et
al. (2010) observaron que después de lavar piezas contaminadas con 2,27 x 10° de
Trichophyton rubrum con detergente a 30 °C, si el dermatofito sobrevivia en las piezas, el
agua del Ultimo enjuague contenia 400 + 200 UFC 100 ml* de T. rubrum. Gerba (2001)
determind que después del lavado, microorganismos como E. coli son reducidos en un 99%;
sin embargo, si se empieza con 1 millén de microorganismos, 10 000 aun quedarian viables.
Por tanto, concluyd que esta situacién muestra un riesgo potencial de transferencia durante
el lavado desde los textiles contaminados a cada textil presente en la maquina. En nuestro
estudio, se confirmd que cuando la transferencia de S. aureus a las aguas de enjuague fue
escasa o nula con los desinfectantes base PW (Tabla 10), la transferencia a los textiles
estériles se presentd de la misma manera (Figura 11). Asimismo, cuando la transferencia de
C. albicans al agua de enjuague se observd > 1,45 logy,o UFC ml™?, la transferencia a los
textiles estériles también fue similar, tanto con agentes desinfectantes base PW y LQ a
temperatura ambiente y 30 °C, excepto los combinados con SH (Tabla 12 y Figura 12). Estos
resultados para C. albicans son contradictorios a los descritos por Hammer et al. (2010),

quienes consiguieron la eliminacion completa de C. albicans tanto de las piezas
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contaminadas como en las aguas del ultimo enjuague, en lavados con detergente en polvo a
30 °Cy 60 °C. En nuestro estudio, a diferencia de ellos, utilizamos una mayor concentracién
de microorganismos y una menor dosis de detergente, lo que podria explicar nuestras
discrepancias. Sin embargo, el comportamiento de nuestros resultados coinciden con
Heinzel et al. (2010), que trabajaron con textiles de algoddén inoculados con Poliovirus (7,98
log1o UFC cm™) y observaron que cuando la desinfeccién de los textiles contaminados fue
insuficiente durante el proceso de lavado (5,3 log;g UFC cm'z), los microorganismos fueron
transferidos facilmente a textiles estériles (4,0 logio UFC cm’) y al agua de lavado (4,5 logo
UFC ml™). En contraste, cuando las particulas virales se eliminaron por completo de las
muestras contaminadas, no se observod ninguna transferencia a las muestras estériles (< 2,5
log1o UFC cm™), ni a las aguas de lavado (< 3,5 logio UFC ml™). De igual manera, Gerba y
Kennedy (2007) indicaron reducciones bajas (1,11 - 2,88 log;, UFC 58 cm'z) de virus
entéricos inoculados en textiles de algoddn después del lavado con detergente, que a su vez

origind una eficiente transferencia hacia los textiles estériles (3,18 y 3,54 log,o UFC 58 cm'z).

La presencia de microorganismos en las aguas residuales del lavado representa un peligro de
contaminacidén, no sdélo de las otras prendas que se lavan, sino también del usuario. O'Toole
et al. (2009) inocularon el agua de enjuague con E. coli (< 100 UFC 100 mI™) y demostraron la
transferencia de E. coli a los textiles estériles (< 1,23 log;o UFC 100 cm'z) después del
enjuague y centrifugado, y ademas la transferencia a las manos del usuario (-0,9 logg UFC

30 cm™) después del contacto con el agua contaminada.

En general, los lavados con LQ presentaron un efecto desinfectante pobre, es decir, RED
bajas y transferencias altas, tanto en textiles estériles y aguas residuales. Las condiciones de
lavado con este detergente hacen los procesos de lavados ineficientes, por lo que representa
un riesgo, ya que la lavadora se puede contaminar con grandes cantidades de
microorganismos que pueden multiplicarse excesivamente y colonizar la maquina (Fijan et
al., 2006). Asimismo, en un estudio comparativo donde se investigé la formacién de biofilms
en lavadoras se encontrd que el 30% de los biofilms aislados contenian patégenos humanos
potenciales. Ademas, se demostrd que el uso de la concentracion recomendada de un
detergente en polvo no era suficiente para remover completamente el biofilm formado en

un dia por este tipo de microorganismos (Gattlen et al., 2010).
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En nuestro trabajo, la transferencia de S. aureus y C. albicans a los textiles estériles como a
las aguas de enjuague, con los detergentes PW y LQ combinados con SH se observé por
debajo del limite de deteccion (Figura 11, Figura 12 y Tabla 10). Estos resultados indican que
el hipoclorito de sodio, afiadido en el segundo enjuague, reduce en gran medida la
contaminacién cruzada durante el lavado y disminuye la posibilidad de liberar
microorganismos al ambiente. Cuando los detergentes se combinaron con SP,
principalmente LQ-SP, la transferencia a los textiles estériles y al agua de enjuague
disminuyd significativamente con el aumento de la temperatura a 40 °C, para ambos
microorganismos. Dejando claro una vez mas que el efecto desinfectante con el
percarbonato de sodio fue mejor con el aumento de la temperatura (Raffellini et al., 2010).
Por el contrario, el uso de detergentes combinados con HP, generalmente no disminuyeron
la transferencia microbiana, ni a los textiles estériles, ni a las aguas residuales del lavado,

similar a lo observado con la reduccion bacteriana.

De igual manera que en nuestro estudio, O'Toole et al. (2009) observaron diferencias en la
transferencia entre tipos de textiles (toallas de algoddn, tejidos de punto de algoddn y de
poli-algoddn), afirmando que no sélo las propiedades de los microorganismos influyen en la
transferencia, sino también las propiedades del textil. Ademas, en su estudio describen
diferentes indices de retencidn para cada microorganismo después de un ciclo de
centrifugado, en el siguiente orden decreciente: oocistos de Cryptosporidium parvum > E.
coli > bacteriofago MS-2 > bacteriofago PRD-1. Nuestros resultados muestran que el tipo de
textil influyd en el efecto de desinfeccién del proceso de lavado, siendo la desinfeccion mas
efectiva en poliamida y poliéster que en algodén (Figura 9 y 10). El proceso de adhesion de
las células puede explicar nuestros resultados, ya que las bacterias se adhieren al material de
la superficie a través de interacciones fisicoquimicas, que involucra la hidrofobicidad y cargas
de la superficie celular, asi como también la hidrofobicidad, carga, rugosidad y composicion
guimica de la misma superficie de contacto. La hidrofobicidad de la superficie ha sido
descrita como una de las propiedades mds importantes durante el proceso de adhesién
(Sousa et al., 2009). Nuestros resultados indican que los microorganismos de estudio fueron
mas facilmente liberados de los textiles de sintéticos (poliéster y poliamida) respecto a los

naturales (algodon). Lo anterior debido a que los textiles de naturaleza sintética son
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altamente hidrofébicos y reducen la habilidad de las células bacterianas para penetrar este

tipo de fibras (Sattar et al., 2001).

Los resultados de nuestra investigacion demuestran que el tipo de textil interfiere en la
efectividad de los agentes desinfectantes. Para ambos microorganismos, los textiles
sintéticos como poliamida y poliéster se desinfectaron mejor y presentaron una menor
transferencia que los textiles de algoddn. Para una desinfeccidon eficaz de los textiles de
poliamida y poliéster contaminados con S. aureus y C. albicans, fue suficiente el detergente
PW, sin agentes blanqueadores. En contraste, para lograr una desinfeccion eficaz en los

textiles de algoddn contaminados con C. albicans se requirid la adicién de SH.

Actualmente en todos los sectores, tanto industrial como doméstico, se pretende un ahorro
energético, por lo que la tendencia actual en un lavado estandar es el uso de bajas
temperaturas. Ademas de buscar productos ecolégicos que tengan un menor impacto al
medio ambiente. Sin embargo, debemos ser concientes que el uso de bajas temperaturas y
la seleccion de un agente desinfectante no adecuado pueden incrementar el riesgo de
infeccion por contagio con patdgenos, ya que los microorganismos no siempre son
eliminados completamente, ni de los textiles, ni de las aguas residuales del lavado, como lo
demuestran nuestros resultados. Cabe destacar que en nuestro estudio usamos altas cargas
microbianas para simular el peor escenario y con la finalidad de medir con mayor precision

los niveles de RED en los textiles contaminados.

En conclusidn, los desinfectantes base PW comparados con sus respectivas combinaciones
en base LQ, presentaron mejor efecto desinfectante. La adicidn de SH mejord notablemente
el efecto bactericida y fungicida de los detergentes, convirtiéndolo en el agente blanqueador
mas eficiente, incluso a temperatura ambiente. En tanto, el SP fue el blanqueador que
mostré mejor efectividad desinfectante, especialmente con el incremento de temperatura (a
40 °C). Por el contrario, el HP no mejoré sustancialmente el grado de desinfeccion de los
detergentes. Por tanto, después del SH, la adicién del agente blanqueador SP se convierte en

la mejor eleccion debido a que tiene un menor impacto negativo al medio ambiente.

Es importante mencionar, que a pesar de obtener una correcta desinfeccion de los textiles

con el proceso de lavado, estos pueden sufrir una recontaminacién si la manipulacién
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posterior (seleccion, planchado, doblado, etc.) no se lleva a cabo bajo condiciones

profesionales (Fijan et al., 2006).
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fago P100 en el control de biofilms de Listeria monocytogenes sobre

superficies de acero inoxidable






VI. Uso de DEM para evaluar la efectividad del fago P100

1. Material y Métodos

1.1.  Superficies de prueba

Se usaron discos de acero inoxidable no porosos con acabado tipo 304 grado 2B (didmetro 2
cm, grosor 1Imm) y de superficie plana. Previo a su uso, los discos se trataron de acuerdo a la
Norma Europa EN 13697:2001, con un lavado en detergente (Dipol Bac Stop, D.I.S. DINO S.L.,
Madrid, Espafia) y desengrasado en 2-propanol al 70% (Panreac Quimica S.A.) (Andnimo,

2002). Posteriormente se esterilizaron a 121 °C durante 15 min.

1.2 Cepa bacteriana y preparacion del inéculo

La cepa L. monocytogenes CCUG 15526 se obtuvo liofilizada en viales termosellados de la
Coleccion de Cultivos de la Universidad de Goteborg, Suecia. La recuperacion del
microorganismo hasta la obtencion de cultivos stock en tubos de TSA inclinado se realizo
segun lo descrito en el Capitulo IV seccidén 1.2. Para preparar el indculo bacteriano, a partir
del tubo inclinado se inocul6 un tubo con 9 ml de BPW e incubd a 37 °C durante 20a 22 h
para obtener un cultivo en fase estacionaria. Posteriormente, se realizaron diluciones
decimales en TSS. La concentracidn inicial de este cultivo se determind a partir de la dilucion

102 por medio de DEM, como se describe mas adelante en la seccién 1.5.

1.3. Formacion del biofilm

Para formar los biofilms de L. monocytogenes, los discos se colocaron en placas de Petriy se
inocularon con 30 pl de la dilucidon bacteriana en TSS con 3 logyo de células por mililitro
aproximadamente. Con el fin de verificar el nimero de células inicial en los discos, se
sembraron cinco alicuotas del inéculo en placas de TSA e incubaron a 37 °C durante 24 h.
Posteriormente, los discos inoculados se colocaron dentro de una camara con humedad
absoluta a 22 — 24 °C durante 72 h para permitir el desarrollo del biofilm (condiciones
humedas) (Fuster-Valls et al.,, 2008). Es importante sefialar que los biofilms de L.

monocytogenes se formaron en condiciones estaticas sin renovacién del medio de cultivo.

1.4. Fago y tratamientos

Se usé el fago P100 que se caracteriza por su amplio espectro contra L. monocytogenes. EBI
Food Safety B.V. (LISTEX P100; Wageningen, Holanda) proporciond la suspensién purificada

de fago P100 en solucion salina tamponada [10,6 logi, de Unidades Formadoras de Placa
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(UFP) por mililitro], que se almacend en oscuridad a 4 °C. La concentracidon de fagos se
determind por el método de doble capa de agar como se describira mas adelante (seccién

1.7.).

Una vez desarrollados los biofilms, los discos se trataron con 100 pl de suspensiones de fago
P100 con aproximadamente 5, 6, 7 y 8 logig UFP ml™?, obtenidos por dilucidon decimal de la
suspension original en solucién salina. El control negativo consistié en un tratamiento del
biofilm con 100 ul de solucién salina en lugar del fago P100, para determinar la
supervivencia maxima de L. monocytogenes durante el periodo de tratamiento. Después de
cada tiempo de exposicion (0, 2, 8, 24 y 48 h) se retiraron asépticamente cinco discos, para
examinar la estructura del biofilm y el recuento de células viables de L. monocytogenes por
DEM, para el recuento de L. monocytogenes por el método de cultivo, asi como para
determinar el titulo de fago por el método de doble capa de agar. Durante el tratamiento

con fagos, los discos permanecieron en condiciones de humedad.

1.5, Evaluacion del biofilm de L. monocytogenes por DEM

Después de cada tiempo de exposicion al fago, se realizd la tincidn vital con 20 ul del kit de
viabilidad LIVE/DEAD®. Algunas muestras tefiidas se homogenizaron con la punta de una
pipeta para romper el biofilm y realizar el recuento de las células uniformemente
distribuidas sobre la superficie del disco. Posteriormente, se incubaron en oscuridad a
temperatura ambiente durante 15 min. Estas muestras se evaluaron con el microscopio de
epifluorescencia Olympus BX51/BX52, equipado con una lampara de mercurio de 100 W

(USH-1030L), un filtro de doble paso (U-M51004 F/R —V2) y una camara digital DP50-CU.

Las muestras tefiidas sin homogenizar se observaron con objetivos de 4X y 40X para
examinar la estructura del biofilm (intacto o disgregado) y para evaluar el estado vital de las
células bacterianas, respectivamente. Posteriormente, con el fin de determinar el nimero de
bacterias viables, las muestras tefiidas y homogenizadas con la punta de una pipeta se
observaron con el objetivo de 40X. Para cada muestra, se realizd el recuento de células
verdes observadas en diez campos seleccionados al azar para estimar la cantidad de células
viables por centimetro cuadrado. La concentracién de la suspension de L. monocytogenes

usada para inocular los discos y formar el biofilm, se determiné de forma similar, expresando
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el resultado de células viables por mililitro. Las imdgenes se analizaron usando el programa

analySIS Auto 3.2 (Fuster-Valls et al., 2008).

1.6. Evaluacion del biofilm de L. monocytogenes por el método de cultivo

Después de cada tiempo de exposicidon a los fagos, los discos se colocaron en un frasco
estéril con 10 ml de TSB conteniendo 1 g por litro de Tween 80 y 3 g de perlas de vidrio
(diametro 2 mm). Esta suspensién se agitd enérgicamente durante 1 min para recuperar los
microorganismos adheridos (Andénimo, 2002; Lehtola et al., 2007). Para determinar la
concentracion de células viables, se realizaron diluciones decimales de la suspensién en
solucion salina y se sembraron por duplicado en TSAYE alicuotas de 1 ml de las diluciones
adecuadas. Las placas se incubaron toda la noche a 37 °C y se contaron las diluciones que
dieron lugar a recuentos entre 30 y 300 colonias. Los datos se expresaron en UFC por

centimetro cuadrado.

1.7. Control del titulo del fago por el método de doble capa de agar

Después del tratamiento con fagos, con el fin de determinar el titulo del fago en los discos,
se usaron las mismas suspensiones obtenidas para el recuento de L. monocytogenes por el
método de cultivo. El titulo del fago se determind usando el método de doble capa de agar
(Loessner y Busse, 1990; Carlton et al., 2005). Una alicuota de 100 ul de la suspensién diluida
se mezclé por duplicado con 250 ul de L. monocytogenes en fase log en un tubo con 4 ml de
Brain Heart Infusion semisélido a 46 °C (BHI con agar al 0,7%; Becton Dickinson and Co.).
Inmediatamente, la mezcla se transfirié a placas de agar BHI solidificadas y se incubd a 37 °C
durante 24 h. Al final del periodo de incubacidn, las placas visibles se contaron y expresaron

como UFP por centimetro cuadrado.

1.8. Comparacion del método de cultivo y DEM para la determinacion de células

viables de L. monocytogenes

Para comparar ambos métodos, se usaron las diluciones decimales de L. monocytogenes en
TSS. Una alicuota de 50 pl de cada dilucién se colocé en el centro del disco, seguidamente se
realizé la tincion vital LIVE/DEAD" y se cuantificé por DEM, como se describid anteriormente.
En paralelo, se sembraron cinco placas de TSAYE de las diluciones adecuadas y se incubaron

a 37 °C durante 24 h.
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1.9. Anadlisis estadistico

Se transformaron los datos del recuento de bacterias y fagos en unidades logaritmicas [log1o
(x +1)]. El valor de uno fue agregado a las determinaciones para usar el valor cero en el
analisis. Se aplico la prueba de t-Student apareado y estudios de correlacion con la finalidad
de evaluar la relacidon entre los recuentos obtenidos por DEM y el método de cultivo, con y
sin el tratamiento con fagos. Ademas, los datos del tratamiento se evaluaron con ANOVA
con la finalidad de investigar el efecto de la concentracién del fago y del tiempo de
exposicidon. Cuando el efecto fue estadisticamente significativo, la comparacion de medias se
realizd por Duncan y SNK (a = 0,05). Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa

SAS para Windows version 9.1.
2. Resultados

2.1. Evaluacion del biofilm de L. monocytogenes por DEM

L. monocytogenes desarrollé biofilms en las superficies de acero inoxidable y consiguieron
niveles de 5,36 + 0,21 logiy UFC cm? después de 72 h de incubacién en condiciones de
humedad. La Figura 13A muestra el recuento de células viables por DEM del biofilm de L.
monocytogenes después de aplicar el tratamiento con el fago P100. Se observé que a mayor
concentracion inicial de fagos, es mejor la eficacia en la inactivacion del patégeno. Esta
inactivacion fue dependiente del tiempo de exposicion al fago. Asi el patégeno no disminuyd
significativamente (P > 0,05) en las muestras tratadas con 5 log;o UFP ml™? hasta las 48 h. Sin
embargo, en los biofilms tratados con 6 log;y UFP ml? se detecté una disminucién
significativa (P < 0,05) después de las 24 h y en los biofilms tratados con 7 y 8 logio UFP ml™
la primera reduccidn significativa (P < 0,05) de L. monocytogenes se observé después de las 8

h.

Cuando examinamos la estructura del biofilm por DEM usando el objetivo de 4X, se
observaron biofilms intactos en todas las muestras tratadas con 5 log;g UFP ml ™ hasta las 48
h (resultados no mostrados). Sin embargo, cuando las muestras fueron tratadas con 6, 7y 8
logio UFP ml™ se observé la disgregacion del biofilm después de 8 h de tratamiento
(Figurald). Cuando se uso el objetivo de 40X, se observaron células viables en todas las

muestras tratadas incluso a las 48 h de tratamiento con el fago (Figura 15). Estas células
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L. monocytogenes (log células cm2)
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Figura 13. Reducciéon de L. monocytogenes en superficies de acero inoxidable con diferentes
concentraciones de fago P100 durante 48 h. Panel A: Calculo de células viables por DEM (limite de
deteccion igual a 2,71 log, células cm™). Panel B: Célculo por método de cultivo (limite de deteccién
igual a 0,25 log,y UFC cm'z). M, control libre de fago; <, fago P100 a 5 log,o UFP ml™?; O, fago P100a 6
logo UFP ml™; A, fago P100 a 7 log,o UFP ml?; O, fago P100 a 8 log,y UFP ml™. Las barras de error
indican el error estandar de la media (n = 6).

103



Resultados

Figura 14. Evaluacién de la estructura de biofilms de L. monocytogenes sobre superficies de acero
inoxidable tratados con 8 logi, UFP ml™ de f@ago P100, evaluados a 0, 2 y 8 h. Imagenes digitales de
epifluorescencia de la tincién con LIVE/DEAD" BacLight™ L13152.

viables no se detectaron por el método de cultivo en las muestras tratadas con 7 y 8 logyg

UFP ml™ (Figura 13B).

El porcentaje de células muertas en la muestra control y en las tratadas con 5 logio UFP ml™
se encontrd por debajo de 2,71% durante todo el estudio. Mientras que en las superficies
tratadas con concentraciones de fago mas altas, el porcentaje de células muertas fue
significativamente superior (P < 0,05). El incremento mayor ocurrié principalmente en los

tratamientos con 7 y 8 logyo UFP ml™?, alcanzando hasta un 45%.

2.2 Evaluacion del biofilm de L. monocytogenes por el método de cultivo

De manera similar a las observaciones por DEM, cuando se aplicé 5 logio UFP ml™ del fago
sobre el biofilm, no se consiguieron reducciones en el nimero de L. monocytogenes a las 48
h, y no existieron diferencias significativas (P > 0,05) con la muestra control (sin fago) (Figura
13B). Sin embargo, si se detectaron reducciones significativas (P < 0,05) en el nimero de
bacterias con las concentraciones 6, 7 y 8 logig UFP ml™? de fago. Con 6 logig UFP ml™? de
fago, se logré una reduccién significativa (P < 0,05) del niumero de L. monocytogenes
después de 24 h. Sin embargo, a esta concentracidon se detecté una cantidad muy baja (0,19
log1o UFC cm™) del patégeno después de 48 h de tratamiento. En contraste, cuando los
biofilms se trataron con 7y 8 log1o UFP ml™, la primera disminucién significativa (P < 0,05) en
el recuento de L. monocytogenes se detectd después de 8 h y el patdgeno alcanzd niveles
indetectables a las 48 h (Figura 13B), indicando un control efectivo con estas dos

concentraciones de fago.
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2.3. Comparacion del recuento de células viables por DEM y el método de cultivo

Después de inocular los discos con las suspensiones bacterianas (sin aplicar fagos), se
aprecié una correlacién lineal elevada entre los recuentos obtenidos por DEM y el método
de cultivo en el intervalo de 3 x 10> a 1 x 10° células cm™ (R=0,92; P <0,0001). Ademas, no

se mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos métodos (P > 0,05).

Sin embargo, cuando los microorganismos se sometieron al tratamiento con fagos, el efecto
del tratamiento se detectd por ambos métodos, pero, la correlaciéon entre ellos disminuyd
considerablemente (R = 0,61; P < 0,0001). El método de cultivo mostré recuentos mds bajos.
La reduccion bacteriana maxima por efecto del fago fue de 1,5 y 5,4 unidades logaritmicas

en DEM y el método de cultivo, respectivamente.

Figura 15. Estado vital de L. monocytogenes en biofilms tratados con A) 5 log,, UFP ml?, B) 6 log1g
UFP ml™, €) 7 logi, UFP ml™ y D) 8 log:o UFP ml™ de fago P100 a las 48 h de exposicion. Imagenes
digitales de epifluorescencia de la tincidn con LIVE/DEAD’ BacLight™ L13152. Las células viables y no
viables tefidas de verde y rojo fluorescente, respectivamente.
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2.4. Titulo del fago

En las muestras tratadas con 5, 6 y 7 logio UFP ml™ se observé un aumento significativo (P <
0,05) en el titulo del fago. Sin embargo, los incrementos mayores se lograron con 6y 7 logg
UFP ml™ en 2,59 y 1,48 unidades logaritmicas, respectivamente. En ambos casos, los titulos
maximos alcanzados no mostraron diferencias significativas (P > 0,05) con el nivel maximo
alcanzado por 8 log,o UFP ml™. El titulo del fago en las muestras tratadas con 8 logig UFP ml

! se mantuvo constante durante todo el periodo de estudio de 48 h (Figura 16).

c c b a b b b ab a ab

Titulo del fago (log UFP cm)
S

5 6 7 8
Fago inoculado (log UFP ml)

Figura 16. Seguimiento del titulo del fago P100 durante el tratamiento de biofilms de L.
monocytogenes con concentraciones de 5, 6, 7 y 8 log., UFP ml™ de fago P100, durante 48 h.[J, 0 h;
£, 2 h; B, 8 h; B, 24 h; M, 48 h. Las letras diferentes indican una diferencia significativa (P < 0,05)
ente tiempos de exposicidn. Las barras de error indican los errores estandar de la media (n = 6).

3.  Discusion

Las cepas persistentes de L. monocytogenes pueden ser mas tolerantes o resistentes a la
limpieza y desinfeccion usados en la industria alimentaria, especialmente cuando forman
biofilms (Tompkin, 2002; Kastbjerg et al., 2009). Este estudio evalud la efectividad del fago
P100 en el control y reduccion de biofilms de L. monocytogenes sobre superficies de acero
inoxidable. Los biofilms usados fueron de 3 dias y se formaron en condiciones estaticas sin

renovacion del medio de cultivo.
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La habilidad de los bacteriéfagos para fijarse o infectar a la bacteria huésped puede estar
influenciada por diversos factores extrinsecos. El mas importante es el nimero de células
bacterianas y de fagos. La proporcion entre fagos y célula huésped, también conocido como
MOI, es critico en el éxito del tratamiento por fagos (EFSA, 2009b). En este sentido, este
estudio muestra que los fagos en concentraciones altas mostraron ser mas efectivos en el
control de biofilms de L. monocytogenes sobre superficies de acero inoxidable (Figura 13).
Este resultado coincide con lo observado anteriormente por otros investigadores, quienes
usaron fagos para controlar patdgenos sobre alimentos (Carlton et al., 2005; Bigwood et al.,
2007; Guenther et al., 2009). Esto se debe a que los fagos sélo llegan a la célula por difusién
pasiva, y en las concentraciones mas altas, la particula del fago tiene mas posibilidad de

entrar en contacto directo con la célula diana (Guenther et al., 2009).

Tedricamente, un biofilm deberia ser rapidamente infectado porque las células estan mas
cerca unas de otra y esto puede favorecer la replicacidon del fago (Azeredo y Sutherland,
2008). No obstante, la matriz de EPS de un biofilm puede afectar la eficacia de los agentes
antimicrobianos porque produce limitaciones en la difusion (Donlan, 2009). Muchos fagos,
pero no todos, pueden producir polisacaridasas o liasas de polisacarido. Estas enzimas son
capaces de degradar la matriz de EPS, facilitando la migracion del fago a través del biofilm
(Sutherland et al., 2004). Por lo tanto, el éxito de la aplicacién del fago en cualquier
ambiente dependera de la produccion y del nivel de actividad de la enzima degradadora de

polisacdrido (Soni y Nannapaneni, 2010b).

En este trabajo, cuando el estudio de los biofilms tratados se realizé usando DEM,
observamos que aunque la estructura de los biofilms se disgregd al ser tratadas con 6, 7y 8
log1o UFP mlI™* (Figura 14), la células viables atin estuvieron presentes a las 48 h (Figura 13A 'y
Figura 15). A parte de la barrera de difusidon impuesta por la matriz del biofilm, la tasa de
reduccion de la biomasa también depende del estado fisiologico de las células. Asi, la
presencia de una poblacion residual de L. monocytogenes después del tratamiento con fagos
se podria explicar por la reducida actividad metabdlica de las células en el biofilm,
especialmente de aquellas que se encuentran en las capas mas internas y posiblemente que
estan privadas de oxigeno y nutrientes. La infeccion del fago y su ciclo vital en general
dependen fuertemente de la fase de crecimiento de la bacteria huésped (Azeredo y

Sutherland, 2008), ya que los fagos no pueden infectar productivamente bacterias en fase
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estacionaria (EFSA, 2009b). La presencia de células muertas también puede ser considerada
una dificultad para la progresion de la infeccion, debido a que poseen posibles sitios
receptores virales (Azeredo y Sutherland, 2008) y de esta manera disminuye la cantidad de
fagos efectivos. En nuestras muestras tratadas con concentraciones de fago altas,
encontramos hasta un 45% de células muertas que podian ser capaces de absorber una
porcion de particulas virales libres. La edad del biofilm también afecta el tratamiento por
fagos; Soni y Nannapaneni (2010b) observaron que después del tratamiento por fagos, la
reduccion de células de un biofilm multicapa de 1 semana fue 2 log, UFC cm™ menor que
aquellas células de un biofilm de 2 dias. La deteccion de células bacterianas residuales
después del tratamiento por fagos también puede sugerir que los fagos se inmovilizaron
aparentemente después de la adiciéon a la superficie sdlida y por tanto no entraron en
contacto con las bacterias sobrevivientes debido a una difusion limitada (Guenther et al.,

2009).

La reduccidon de L. monocytogenes por efecto del fago también se evalud por el método de
cultivo para ser comparados con los datos obtenidos por DEM. Con el método de cultivo se
observé que los fagos a 6, 7 y 8 log1o UFP ml™ reducen las poblaciones de L. monocytogenes
en un promedio de 5,29 logo UFC cm™ después de 24 h (Figura 13B). Sin embargo, nuestros
datos sugieren que para una Optima eficacia, la concentracion de fagos no deberia ser
inferior a 7 log1o UFP ml™* para lograr una reduccién del patégeno a niveles indetectables
después de 48 h de contacto (Figura 13B). Similares reducciones bacterianas fueron
obtenidas por otros investigadores. Soni y Nannapaneni (2010b) demostraron que con el
tratamiento con fago P100 en biofilms de 2 dias se consiguié una reduccién de 5,4 log,o UFC
cm™? de L. monocytogenes en superficies de acero inoxidable, después de 24 h de
tratamiento. Guenther et al. (2009) observaron reducciones hasta de 5 unidades
logaritmicas en el recuento de L. monocytogenes cuando se agregaron fagos (8 logo UFP g)
sobre alimentos sélidos. Carlton et al. (2005) indicaron reducciones de aproximadamente 2 —
3 logyo de L. monocytogenes en queso, cuando se aplicd una concentracion de 8 logy,o UFP
ml™.

En general, los procesos de desinfeccién son evaluados usando el método de cultivo
convencional. Este método esta basado en la habilidad de la bacteria para multiplicarse y

formar una colonia. Pero cuando los microorganismos estan lesionados, su cultivo se ve
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afectado negativamente. En consecuencia, el método de cultivo muestra una disminucion en
la sensibilidad (Boulos et al., 1999; Oliver, 2005). Berney et al. (2006) encontraron que el uso
de un solo método indicador de viabilidad, como se aplica frecuentemente, no es suficiente
para describir el estado fisioldgico de la célula bacteriana bajo estrés. Ellos plantean que la
suma de varios indicadores de viabilidad, incluyendo la deteccidn por cultivo, puede dar
cierta seguridad sobre el estado fisioldgico de la bacteria. En nuestro estudio, la viabilidad
celular, como ya se menciond, también se evalué usando un método basado en la tincién de
células con fluorocromos. Este método determina la viabilidad por evaluacién del
mantenimiento de la integridad de la membrana (McDougald et al., 1998). La integridad de
la membrana demuestra la proteccidon de los constituyentes celulares y su potencial para
generar gradientes que confieren capacidad para vivir, pero no garantiza la replicacién

celular (Baena-Ruano et al., 2006).

En este estudio, la evaluacidn microscépica de LIVE/DEAD sdlo permite distinguir entre
células vivas (verdes) y muertas (rojas) (Falcioni et al., 2008), por lo que no se observaron los
estados intermedios de vitalidad celular debido a que el ojo humano no puede diferenciar el
color emitido en longitudes de onda separadas dentro de este rango (D’hondt et al., 2011).
Sin embargo, por medio de la citometria de flujo se muestra que durante los procesos de
cambio en la permeabilidad de la membrana celular se producen estados intermedios de
viabilidad, este estado se caracteriza porque la célula puede contener a la vez diferentes
concentraciones intracelulares de SYTO'9 y Pl (Berney et al., 2007). Esta tercera poblacién
con un estado fisioldgico intermedio puede corresponder a células que aun estan vivas y
metabdlicamente activas, pero presentan las membranas lesionadas (Allegra et al., 2008;
Kathju et al., 2009). Sin embargo, algunos investigadores consideran como una desventaja el
uso del kit LIVE/DEAD" con la citometria de flujo, ya que al ocurrir la tincidon simultanea de
las células con SYTO'9 y PI, conduce a la obtencién de resultados dificiles de interpretar y
gue pueden ser criticos, por ejemplo, cuando se tienen que tomar decisiones sobre la
efectividad de métodos de desinfeccion o en la cantidad de bacterias viables en sistemas de
distribucién de agua (Berney et al., 2007; Diaz et al., 2010; Stocks, 2004; Tomas et al., 2009).
Por tanto, la citometria de flujo es especialmente influyente en la redefinicion del concepto
de "viabilidad" microbiana al revelar que pueden existir microorganismos en estado vivo,

muerto y en varios estados intermedios (Doherty et al., 2010). Sin embargo, la DEM aun es
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considerada una buena herramienta para evaluar los microorganismos porque asi como
permite evaluar el estado vital de las células, también muestra la distribucion de las células
sobre una superficie y nos permite conocer si estas se encuentran libres (planctdnicas) o

formando biofilms.

En este trabajo, se sobreestimo el efecto del fago con el método de cultivo comparado con
DEM, ya que mostré una mayor reduccion del biofilm de L. monocytogenes y no detecto las
células residuales de L. monocytogenes observadas por DEM (Figura 13). Una razén que
podria explicar porque las células bacterianas se visualizaron por microscopia pero no en las
placas de agar, es que los fagos presentes en las placas de agar pudieron lisar las células
bacterianas y no permitieron el desarrollo de colonias. Para superar esta desventaja del
método de cultivo, algunos investigadores recomiendan extraer los fagos de la muestra
antes de sembrar las bacterias, con el fin de determinar la reduccion bacteriana Unicamente
debida a la actividad virulenta del fago sobre la muestra y no a la infeccion por fagos libres
presentes en el agar (Sharma et al., 2009; Soni y Nannapaneni, 2010a). Sin embargo, la
extraccion del fago no asegura la eliminacion completa de todos los virus fijados en los
microorganismos, y en consecuencia, una actividad residual del fago permanece en el
método de cultivo. Heringa et al. (2010) encontraron que la extraccion de fagos de las
suspensiones con bacterias durante el muestreo, por centrifugacidon y resuspensiéon del
pellet bacteriano, no muestra diferencias con el recuento en placa sin extraccion de fagos.
En nuestro estudio se mostré como la microscopia no necesitd de la inactivacion de fagos
para detectar las células bacterianas viables sobre las superficies, y esto se convierte en otra

ventaja para la técnica de DEM comparada con el método de cultivo.

En este estudio, se demostrd que los fagos inoculados estuvieron presentes durante todo el
seguimiento. Sin embargo, la concentracién mas alta de fagos (8 logio UFP ml™) no presenté
un incremento en su titulo, mientras que las concentraciones menores incrementaron entre
1 y 2,6 unidades logaritmicas (Figura 16). Un hallazgo similar describié Leverentz et al.
(2003), quienes al realizar tratamientos con fagos sobre piezas de meldén durante 7 dias
detectaron un incremento de aproximadamente 1 unidad logaritmica. Estos diferentes
comportamientos que observamos en el titulo del fago se pueden explicar debido a dos
fendmenos que estan implicados en la lisis de la bacteria, “lisis desde dentro” y “lisis desde

fuera”. El tipo de lisis observado depende de la relacion fagos:bacteria. Cuando la relacion
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de fagos:bacteria no es mayor de 2:1, el fago infecta la célula, se replica y lisa la célula desde
dentro, y ocurre un aumento en el titulo del fago. Sin embargo, cuando existen muchos
cientos de fagos por bacteria, las células son lisadas directamente desde fuera, debido a un
debilitamiento de la pared celular que ocurre cuando un gran numero de fagos se fija, pero
no debido a una replicacion viral (Dimmock et al., 2007). Por lo tanto, en este estudio, el
tratamiento con 8 logiy UFP ml™? fue una concentracién efectiva como resultado de una
inundacion pasiva de la bacteria diana, donde principalmente ocurrié la “lisis desde fuera”.
Mientras que los tratamientos con 6 y 7 logy, UFP ml™ produjeron reducciones similares,
pero con “lisis desde dentro”. Estas observaciones pueden promover el uso de bajas
concentraciones de fagos. Sin embargo, debemos tener en consideracion que la
multiplicaciéon del fago tiene ventajas y desventajas en tratamientos usando fagos. Una
ventaja es debido a que el fago se replica de acuerdo al nimero de huésped, por tanto no es
necesario emplear la dosis adecuada y resulta mas econdmico cuando se administran pocos
fagos. Una posible desventaja seria que el aumento de los ciclos de replicacién puede dar
lugar al desarrollo de la resistencia del huésped (El-Shibiny et al., 2009). Debemos mencionar
gue en estudios previos no se observo evidencia de resistencia al fago P100 en las bacterias

sobrevivientes tratadas (Carlton et al., 2005; Holck y Berg, 2009).

En conclusidn, este trabajo muestra que el fago P100 fue capaz de disgregar los biofilms de
L. monocytogenes sobre superficies de acero inoxidable a temperatura ambiente. Sin
embargo, su efectividad depende de la concentracion del fago. Las mayores reducciones en
un menor tiempo se obtuvieron con concentraciones de fago mayores a 7 log,g UFP ml™. El
método de cultivo mostrd reducciones del patégeno a niveles indetectables; sin embargo,
este dato deberia ser tratado cuidadosamente ya que la tincidon vital reveld la presencia de
células viables residuales, que representarian un riesgo de contaminacion cruzada. Nuestros
datos sugieren que el fago P100 puede proporcionar una medida adyuvante para controlar
la contaminacién de superficies de acero inoxidable con biofilms de L. monocytogenes. Sin
embargo, el tratamiento con fagos debe usarse en combinaciéon con otras medidas de
higienizaciéon para incrementar su eficacia. En este estudio, la DEM resultd una buena
herramienta para evaluar rapida y adecuadamente el efecto real del fago P100 sobre los

biofilms de L. monocytogenes.
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En el control microbioldgico de superficies textiles, los recuentos de S. aureus en
algoddn con el método de cultivo convencional, RTi-PCR y DEM fueron similares a la
cantidad de microorganismos inoculados. Asi, el método de cultivo presentd el mejor
limite de deteccién (0,38 logio UFC cm™), seguido por la RTi-PCR (2,13 log1o UFC cm’
%), Entre las técnicas rapidas, la RTi-PCR fue la técnica mas eficaz para el recuento de
S. aureus en textiles de algoddn. La metodologia propuesta para analizar por RTi-PCR,
podria ser una alternativa para la deteccién de comunidades microbianas que son

dificiles de cultivar.

En contraste, para el recuento de S. aureus en textiles de algoddn la DEM fue menos
sensible (4,12 logio UFC cm™) que el método de cultivo y la RTi-PCR. Ademas, la
técnica resulté poco practica por ser laboriosa para el recuento de microorganismos
en superficies textiles debido a su poca profundidad de campo y al bajo contraste

entre microorganismos y superficie.

En el efecto desinfectante del lavado estandar sobre S. aqureus y C. albicans en
textiles, los agentes desinfectantes base PW presentaron mejor efecto desinfectante
comparado con sus respectivas combinaciones en base LQ. En ambos tipos de
detergentes (PW y LQ), la adicién de SH mejord notablemente el efecto bactericida y
fungicida, por lo que este agente blanqueador fue mas eficiente frente a los
productos respetuosos con el medio ambiente (SP y HP). Respecto al HP, no mejord
sustancialmente el grado de desinfeccion de ambos tipos de detergentes. Por tanto,
después del compuesto clorado, la adicién del agente blanqueador SP seria lo mas

recomendable debido a que tiene un menor impacto negativo al medio ambiente.

El efecto de la temperatura en el lavado de los textiles contaminados con S. aureus y
C. albicans se observd principalmente con los agentes desinfectantes combinados
con SP, ya que el incremento de la temperatura a 40 °C mejord el efecto

desinfectante, obteniéndose reducciones mayores y transferencias menores.

El efecto del tipo de textil en la desinfeccion de los agentes desinfectantes, se
observd principalmente para los textiles sintéticos como poliamida y poliéster, que
tanto para S. aureus como para C. albicans, se desinfectaron mejor y presentaron una

menor transferencia que los textiles de algoddn.
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6. El fago P100 disgregd los biofilms de L. monocytogenes sobre superficies de acero
inoxidable a temperatura ambiente. Sin embargo, su efectividad fue dependiente de
la concentracién de fagos. Las mayores reducciones en menor tiempo ocurrieron

cuando se usaron concentraciones de fago superiores a 7 log1g UFP mi™.

7. Los recuentos de los biofilms de L. monocytogenes tratados con fagos P100 obtenidos
por el método de cultivo mostraron reducciones del patdgeno hasta niveles
indetectables, este dato deberia ser tratado cuidadosamente ya que la DEM reveld la
presencia de células viables residuales, que pueden representar un riesgo de
contaminacién cruzada. Por tanto, la DEM resulté una buena herramienta para
evaluar rapida y adecuadamente el efecto real del fago P100 sobre los biofilms de L.

monocytogenes en superficies de acero inoxidable.

8. Nuestros datos sugieren que el fago P100 puede proporcionar una medida adyuvante
para controlar la contaminacién de superficies de acero inoxidable con L.
monocytogenes. Sin embargo, el tratamiento con fagos debe usarse en combinacion

con otras medidas de higienizacion para incrementar su eficacia.
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