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“Y conoceréis la verdad,
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Resumen

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos (LaMA), de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata y en el Comedor Universitario. EI mismo consistio en aislar,
a partir de hisopados en superficie de las bandejas de acero inoxidable, bacterias
capaces de formar biopeliculas. Estudiar las caracteristicas tintoriales y
morfologicas. También se realizé la busqueda de los microorganismos patdégenos
mas comunes en alimentos (Salmonella spp., Escherichia coli O157 y Listeria
monocytogenes). Las cepas aisladas capaces de formar una biopelicula in vitro
se enfrentaron a dos estrategias de sanitizacion para establecer cual de ellas es
mas eficaz en la reduccion en el numero de microorganismos. Los resultados
obtenidos permiten observar que solo una de las 16 cepas aisladas pudo
desarrollar biopeliculas in vitro y que no se aislaron microrganismos patdégenos.
De las dos estrategias de sanitizacion propuestas, el protocolo N°1 (detergente
anionico e hipoclorito de sodio) resulté ser mas efectivo al momento de eliminar la

biopelicula de la superficie.

Palabras clave: biopelicula, alimentos, sanitizacion, enfermedad transmitida por

alimentos, acido hipocloroso.
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1-Introduccion

Los alimentos proveen a un organismo los nutrientes necesarios para
desarrollar actividades metabdlicas de mantenimiento, crecimiento vy
reproduccion. Asi mismo estos alimentos pueden ser el vehiculo de agentes
causales de enfermedad (Cervera, 2001). La contaminacion cruzada suele ser el
mecanismo mas habitual por el cual los alimentos sufren contaminacién fisica,
quimica o biolégica (Arzu, 2000). En conjunto estas enfermedades reciben la

denominacion de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA).

En la actualidad se describen cientos de enfermedades de este tipo, las
cuales afectan la salud de personas de todo el mundo, de todas las edades y
condiciones sociales. Es evidente que las condiciones higiénicas y sanitarias de
un local elaborador de alimentos son de suma importancia para prevenir el riesgo
de transmitir una enfermedad, y en este sentido las estrategias de sanitizacion
adecuadas a cada necesidad y ejecutadas correctamente contribuyen a prevenir

la ocurrencia de brotes de ETA (Kopper, 2011).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la Seguridad Alimentaria
como la “ausencia de peligros asociados a los productos alimentarios susceptibles
de comprometer la salud de los consumidores” y La Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentaciéon (FAO) define que “la Seguridad
Alimentaria existe cuando todas las personas tienen acceso en todo momento (ya
sea fisico, social, y econdmico) a alimentos suficientes, seguros y nutritivos para
cubrir sus necesidades nutricionales y las preferencias culturales para una vida
sana y activa (Leotta, 2018). Estas definiciones nos aproximan al analisis de
situacion que se genera al abordar los temas relacionados con la Seguridad
Alimentaria, sin dejar de lado los peligros biolégicos, quimicos y fisicos, ni la
satisfaccion plena del consumidor en el aspecto nutricional, organoléptico,
sanitario y cultural. Entiéndase todo aquello relacionado con las preferencias

religiosas y regionales como parte de las necesidades de un ser humano.

El disefio de intervenciones para la prevencion de eventos de salud
relacionados con la industria de los alimentos, guarda estrecha relacion con el

conocimiento de los mecanismos de contaminacion. Por esta razén fue propuesto
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este trabajo, enfocado al estudio de un fendmeno importantisimo en la

contaminacion biologica de alimentos como es el de las biopeliculas.

Las biopeliculas constituyen una comunidad extremadamente variable en
cuanto a su composicion de microorganismos, pudiéndose encontrar tanto
bacterias como hongos. En la actualidad son consideradas responsables de un
gran numero de infecciones nosocomiales, como asi también responsables de la
contaminacién y deterioro de productos de la industria farmacéutica y alimentaria
(Ossa, 2010). Esta comunidad pluricelular constituye una estrategia de
supervivencia y magnificacion del potencial de los distintos microorganismos que
la componen, conformando una union entre diferentes especies con el objeto de

perpetuarse en el tiempo (Mora Collazos, 2017).

Estas estructuras han aumentado el riesgo de contaminacién microbiana
en plantas de alimentos de un modo tal que pudieran suscitar un brote de origen
alimentario, de esta forma constituyen un gran problema para la industria
alimentaria y la salud publica, ya que pueden proveer un ambiente de bacterias
patégenas y son causantes del deterioro de los alimentos y equipos, generando
un gran impacto econémico. Las caracteristicas estructurales de las biopeliculas
plantean un desafio permanente para la industria en lo que se refiere al desarrollo
o aplicacion de metodologias y productos de limpieza y desinfeccién, lo cual
otorga a las biopeliculas una importancia sobresaliente en la aplicacion de
procedimientos de sanitizacion (Gonzalez, 2015). Por otra parte podemos
mencionar el incremento de la poblacion de riesgo frente a las enfermedades no
solo en nuestro pais sino también en toda América Latina. En los ultimos tiempos
la poblacién en América latina y el Caribe ha demostrado un aumento considerable
en la cantidad de personas en edad de riesgo. En el afio 2000 la poblacion regional
de 60 afos y mas era de 43 millones de personas cifra que irda en aumento hacia
el afno 2025, cuando las personas de edad alcancen los 100,5 millones. El mismo
informe revela que para el afo 2025 la cifra sera cercana al 15%. Para el afio 2050
las personas de edad representaran aproximadamente el 24% de la poblacion, de
tal manera que una de cada cuatro personas tendra 60 afios o mas. Para la
Republica Argentina se estima que las cifras seran de la siguiente manera, para
el ano 2025 el 16,9% y para el 2050 el valor sera aproximado al 24,7 % de

personas mayores de 60 afos o mas. Con estas cifras se puede observar el
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crecimiento que tendra el envejecimiento de la poblacién especialmente en

nuestro pais (Gaviglio, 2014).
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2-Enfermedades transmitidas por alimentos

Se define a una enfermedad transmitida por alimentos como un conjunto
de sintomas y signos clinicos originados por el consumo de productos
alimenticios, ingredientes, especias, bebidas y agua, que contienen agentes
patdgenos o sustancias toxicas en cantidades tales que afectan la salud de una
persona o grupo de personas en forma aguda o cronica. Es importante considerar
que no solo las bacterias son causales de ETA, ademas los virus, hongos,
parasitos, sustancias quimicas (toxinas, metales pesados, pesticidas, etc.) y
priones estan incluidos en la lista. El acceso a alimentos inocuos y nutritivos en
cantidad suficiente es fundamental para mantener la vida y fomentar la buena
salud (Martinez, 2016). Los alimentos insalubres que contienen bacterias, virus,
parasitos o sustancias quimicas nocivas causan mas de 200 enfermedades, que
van desde la diarrea hasta el cancer. Se estima que cada afo enferman en el
mundo unos 600 millones de personas —casi 1 de cada 10 habitantes— por ingerir
alimentos contaminados y que 420 000 mueren por esta misma causa. Los nifios
menores de 5 afios soportan un 40% de la carga atribuible a las enfermedades de
transmision alimentaria, que provocan cada afio 125 000 defunciones en este
grupo de edad. Las infecciones diarreicas, que son las mas comunmente
asociadas al consumo de alimentos contaminados, hacen enfermar cada afio a

unos 550 millones de personas y provocan 230 000 muertes (Olea, 2012).

La inocuidad de los alimentos, la nutricion y la seguridad alimentaria estan
complejamente relacionadas. Los alimentos insalubres generan un circulo vicioso
de enfermedad y malnutricion, que afecta especialmente a los lactantes, los nifios

pequefios, los ancianos y los enfermos.

Al ejercer una presion excesiva en los sistemas de atencion de la salud, las
ETA obstaculizan el desarrollo econémico y social, y perjudican a las economias
nacionales, al turismo y al comercio. En la actualidad, las cadenas de suministro
de alimentos atraviesan numerosas fronteras nacionales. La buena colaboracién
entre los gobiernos, los productores y los consumidores contribuye a garantizar la

inocuidad de los alimentos (Rodriguez Herazo, 2016).
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21- Principales enfermedades trasmitidas por los

alimentos y sus causas

Las ETA son generalmente de caracter infeccioso o toxico y son causadas
por bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas que penetran en el organismo
a través del agua o los alimentos contaminados (Pinillos, 2003) Los patégenos de
transmision alimentaria pueden causar diarrea grave o infecciones debilitantes,
como la meningitis. La contaminacion por sustancias quimicas puede provocar
intoxicaciones agudas o enfermedades de larga duracion, como el cancer (Parra
Trujillo, 2003). Las ETA pueden causar discapacidad persistente y muerte
(Mylonakis, 1998). Algunos ejemplos de alimentos insalubres son los alimentos de
origen animal no cocinado, las frutas y hortalizas contaminadas con heces y los
mariscos crudos que contienen biotoxinas marinas (del Carmen Montenegro-
Salazar, 2006).

2.2- Bacterias

Salmonella spp., Campylobacter spp. y Escherichia coli enterohemorragica
figuran entre los patégenos de transmision alimentaria mas comunes que afectan
a millones de personas cada afo, a veces con consecuencias graves o mortales.
Los sintomas son fiebre, dolores de cabeza, nauseas, vomitos, dolores
abdominales y diarrea. Los alimentos asociados con los brotes de salmonelosis
son, por ejemplo, los huevos, la carne de ave y otros productos de origen animal.
Los casos de infeccion por Campylobacter spp. de transmision alimentaria son
causados principalmente por la ingestion de leche cruda, carne de ave cruda o
poco cocinada y agua potable. Escherichia coli enterohemorragica se asocia con
el consumo de leche no pasteurizada, carne poco cocinada y fruta y hortalizas

frescas (Sanna, 2016)

La infeccidon por Listeria spp. provoca abortos espontaneos y muerte
neonatal. Si bien la frecuencia de la enfermedad es relativamente baja, la
gravedad de sus consecuencias, que pueden llegar a ser mortales, sobre todo
para los lactantes, los nifios y los ancianos, situa a la listeriosis entre las
infecciones de transmision alimentaria mas graves. Listeria spp. se encuentra en
los productos lacteos no pasteurizados y en diversos alimentos preparados, y
puede crecer a temperaturas de refrigeracion (Rossi, 2008).
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La infeccion por Vibrio cholerae se transmite por la ingestion de agua o
alimentos contaminados. Los sintomas son, entre otros, dolores abdominales,
vomitos y diarrea acuosa profusa, que pueden dar lugar a deshidratacion grave y
provocar la muerte. Los alimentos asociados con brotes de célera son el arroz, las

hortalizas, las gachas de mijo y varios tipos de mariscos (Borbolla-Sala, 2004).

2.3- Virus

Los sintomas caracteristicos de las infecciones causadas por norovirus son
las nauseas, los vomitos explosivos, la diarrea acuosa y los dolores abdominales.
El virus de la hepatitis A puede provocar enfermedades hepaticas persistentes y
se transmite en general por la ingestion de mariscos crudos o poco cocinados o
de productos crudos contaminados. La manipulacién de alimentos por personas

infectadas suele ser la fuente de la contaminacién (Bofill-Mas, 2005).

2.4- Parasitos

Algunos parasitos, como los trematodos presentes en el pescado,
unicamente se transmiten a través de los alimentos. Otros, en cambio, como
Echinococcus spp o Taenia solium, pueden infectar a las personas a través de los
alimentos o por contacto directo con los animales. Otros parasitos, como Ascaris,
Cryptosporidium, Entamoeba histolytica o Giardia, se introducen en la cadena
alimentaria a través del agua o el suelo, y pueden contaminar los productos
frescos (Erch, 2015).

2.5- Priones

Los priones son agentes infecciosos constituidos por proteinas que se
caracterizan por estar asociados a determinados tipos de enfermedades
neurodegenerativas. La encefalopatia espongiforme bovina (EEB o “enfermedad
de las vacas locas”) es una enfermedad por priones que afecta al ganado y que
se relaciona con la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob en el hombre.
El consumo de productos carnicos procedentes de bovinos que contienen
materiales especificados de riesgo, como tejido cerebral, constituye la via de
transmision mas probable del prion al hombre (Fernandez Boj, 2003), (Eigen,
2001).
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2.6- Sustancias quimicas

Las sustancias que plantean mas riesgos para la salud son las toxinas
naturales y los contaminantes ambientales. Las toxinas naturales abarcan las
micotoxinas, las biotoxinas marinas, los glucésidos cianogénicos y las toxinas
presentes en las setas venenosas. Los alimentos basicos como el maiz o los
cereales pueden contener elevados niveles de micotoxinas, como la aflatoxina y
la ocratoxina. Una exposicion prolongada a esas toxinas puede afectar al sistema
inmunitario y al desarrollo normal, o causar cancer. Los contaminantes organicos
persistentes son compuestos que se acumulan en el medio ambiente y en el
organismo humano. Los ejemplos mas conocidos son las dioxinas y los bifenilos
policlorados, que son subproductos indeseados de los procesos industriales y de
la incineracion de desechos. Se hallan en el medio ambiente en todo el mundo y
se acumulan en la cadena alimentaria animal. Las dioxinas son compuestos muy
toxicos que pueden causar problemas reproductivos y de desarrollo, dafar el
sistema inmunitario, interferir en el funcionamiento hormonal y causar cancer. Los
metales pesados como el plomo, el cadmio y el mercurio causan dafios
neurolégicos y renales. La presencia de metales pesados en los alimentos se debe

principalmente a la contaminacién del aire, del agua y del suelo (Vega, 1991).

27- Carga de las enfermedades de transmisién
alimentaria

La carga que las ETA imponen a la salud publica, el bienestar social y la

economia se ha subestimado a menudo debido a la subnotificaciéon y la dificultad

para establecer una relacion de causalidad entre las contaminaciones de

alimentos y las enfermedades o muertes por ellas provocadas (Neira Gonzalez,
2003).
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3-Biopeliculas

Las bacterias existen en la naturaleza bajo dos formas o estados, bacterias
planctonicas, de libre flotacion y bacterias en biopeliculas como colonias de
microorganismos sésiles. Una biopelicula es definida como una matriz
biologicamente activa formada por células de una o varias especies protegidas
por sustancias poliméricas extracelulares (EPS “Extracellular polymeric
substances”) autogeneradas y fijadas a una superficie inerte o un tejido vivo.
Actualmente se piensa que bajo condiciones ambientales adecuadas todos los
microorganismos son capaces de formar biopeliculas. Incluso se considera que el
99% de todas las células bacterianas existen en calidad de biopeliculas y tan sélo
el 1% vive en estado planctonico. La matriz extracelular esta formada por un 97%
de agua y el resto estd compuesto principalmente por exopolisacaridos, proteinas,
lipopolisacaridos, acidos nucleicos y acidos grasos. Las EPS protegen a los
microorganismos dentro de la biopelicula, contra agentes antimicrobianos,
previenen el acceso de biocidas, quelantes, toxinas, evitan la deshidratacion,
refuerzan la resistencia de la biopelicula al estrés ambiental y permiten a los
microorganismos capturar los nutrientes, lo que ocasiona que sean muy dificiles
de eliminar. Los componentes de la matriz extracelular varian considerablemente
segun la superficie y las condiciones ambientales en que se establezca. En la
formacion de biopeliculas estan implicados factores como el medio ambiente fisico
y quimico y la interaccion entre células; las que determinaran la estructura, funcion
y composicién de éstas. Las superficies de la mayoria de las células bacterianas
estan cargadas negativamente, lo que genera una condicion desfavorable para la
adhesion bacteriana debido a la fuerza de repulsion electrostatica. Sin embargo,
las fimbrias y flagelos le otorgan a la bacteria la propiedad de hidrofobicidad y la
capacidad de movimiento a la célula, reduciendo asi la fuerza de repulsion al
enfrentarse a otra superficie; mientras que los lipopolisacaridos (LPS) confieren
propiedades hidréfilas a la célula, caracteristica importante para la unién a los
materiales hidrofilicos. Posterior a esta primera union a la superficie, las bacterias
comienzan la produccién de la matriz extracelular formada por un conglomerado
de diferentes biopolimeros (EPS), los que permitiran la adhesion a la superficie y
la cohesidn de las células de la biopelicula. La composicion del EPS es diferente
en cada bacteria. Ademas, estudios recientes han puesto de manifiesto que una
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misma bacteria, dependiendo de las condiciones ambientales en las que se
encuentre, puede producir distintos exopolisacaridos como componentes de la

matriz de la biopelicula (Diaz, 2011).

La colonizacién de los microorganismos y su posterior desarrollo como una
estructura compleja en forma de biopelicula se menciona en diversidad de
ambientes. Las biopeliculas le permiten a los microorganismos sobrevivir en
ambientes hostiles, siendo su comportamiento y fisiologia significativamente
diferentes de aquellos microorganismos que crecen en medio liquido. La
importancia de estas estructuras microbianas complejas reside en la existencia de
un nivel de diferenciacion que requiere un sofisticado sistema de sefales célula-
célula y un grado de especializacién celular. El proceso de desarrollo de una
biopelicula es unico en biologia debido a que involucra la actividad coordinada de
varios genomas de procariotas relativamente pequefos, en comparacion con los
grandes genomas eucarioticos, para generar una comunidad funcional
multicelular. Se pueden encontrar biopeliculas en todos los medios en donde
existan microorganismos en el medio natural, clinico o industrial. Sélo se requiere
la presencia de un medio hidratado y una minima cantidad de nutrientes, ya que
pueden desarrollarse en gran variedad de superficies. La presencia de
biopeliculas en una gran diversidad de ambientes trae como consecuencia una
importante y variada cantidad de problemas. Esta nocién modifica el conocimiento
que se tenia de las bacterias debido a que las células individuales que se han
estudiado en cultivos planctonicos en realidad son miembros de una comunidad
multicelular cuya complejidad y sofisticacion recién ha sido apreciada en las
ultimas décadas (Monds,2009).

Las biopeliculas generan un medioambiente dinamico, donde se
intercambia material genético extracromosoémico, enzimas y otras moléculas.
Estudios demuestran una tasa de transferencia génica mediada por plasmidos,
enormemente incrementada entre las bacterias de las biopeliculas, donde la
redistribucion de genes entre éstas es un proceso continuo con importantes
consecuencias en su adaptacion evolutiva (Molin, 2003). Desde |la década de
1970 se ha documentado la acumulacion bacteriana en traqueo-tubos de
unidades de terapia intensiva. La presencia de biopeliculas Gram-negativas en

estos tubos ha sido relacionada con neumonia. Ademas la placa dental es también
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una biopelicula. La naturaleza de la placa dental comenzé a adquirir gran
importancia poniéndose énfasis en los factores contribuyentes a la diversidad de
ecosistemas, incluyendo pH, potencial de o&xido-reduccidn y requerimientos

nutricionales (Sottile, 1986).

3.1-Estructura de las biopeliculas

Las primeras imagenes de biopeliculas in vivo con el microscopio confocal
de barrido, permitieron demostrar que las bacterias sésiles crecen dentro de
microcolonias embebidas en una matriz polimérica que incluye canales abiertos.
Este tipo de estructura abierta permite que el agua, presente en el ambiente en
donde se desarrolla, penetre a través de los canales y por lo tanto los nutrientes
lleguen a zonas profundas de la microcolonia dentro de la comunidad de la
biopelicula. Este intercambio de nutrientes esta facilitado por la arquitectura de la
biopelicula, permite que estas comunidades desarrollen (Psaltis, 2007). Los
mecanismos que dan lugar a la formacién de una biopelicula pueden ser diversos,
sin embargo la bibliografia consultada comunmente se refiere a tres mecanismos
principalmente. El primero menciona el proceso de fision binaria de los
microorganismos adheridos a una superficie. Otra forma descripta es el
desplazamiento de los microorganismos a través de las superficies dando lugar a
nuevos cumulos de células. También se ha descripto la captacion de
microorganismos en estado libre por parte de la biopelicula incorporandolos a la
misma (Dalton, 1996).
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INVASION COLONIZACION FORMACION CRECIMIENTO
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Imagen N° 1 Formacién de una Biopelicula madura sobre superficie. (betelgeux)

Se describe la formacion de biopeliculas (Imagen N°1) a través de una serie
de etapas (Costerton, 1999).

Etapa 1

El comienzo del transporte de los microorganismos hacia una superficie
antecedido por la adsorcion de una fina pelicula organica sobre la superficie. Una
biopelicula puede modificar caracteristicas fisicoquimicas del sustrato
dependiendo del tipo de moléculas adsorbidas sobre la superficie acondicionado
la superficie para la colonizacién dando lugar aqui a la primera etapa. (Schneider,
1994). Los diversos factores externos que pueden afectar la adhesién de las
bacterias desde un medio liquido sobre un sdlido varian segun su naturaleza. Los
factores fisicos mas importantes son la tension de corte, temperatura, rugosidad,
topografia y carga superficial. Estos factores influencian el transporte, el
desprendimiento y las reacciones en la interfaz. Por otra parte los factores
quimicos como la composicion de la superficie del sustrato, la composicion del

medio en el que se desarrolla la biopelicula, el pH, el oxigeno disuelto (Characklis,
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1981). Las superficies humectadas junto a la materia organica se conjugan para
dar lugar al acondicionamiento de la superficie favoreciendo la adhesion

bacteriana.

Etapa 2

La segunda etapa corresponde a la adhesion reversible de
microorganismos donde interactuan diversas estructuras extracelulares de las
bacterias (pilis, fimbrias y flagelos). La adhesion primaria (reversible) de bacterias
a una superficie 0 a un sustrato puede ser de forma activa donde los apéndices
extracelulares permiten que la bacteria alcance las superficies contrarrestando a
las fuerzas de repulsion, aunque no es estrictamente necesario que presenten
movilidad para aproximarse a la superficie, ya que muchas bacterias inméviles
también pueden formar biopeliculas. Por otro lado la forma pasiva implica la
intervencion de factores externos como la fuerza de gravedad, fendmenos
difusion, precipitacién y dinamica de flujos que intervienen en la adhesion a

superficies (Navia, 2010).

Cuando las bacterias se aproximan a la interfaz, las fuerzas que actuan
entre las células y la superficie determinan si esta habra de ser atraida o repelida.
Este tipo de fuerzas estan relacionadas con las fuerzas de van der Waals y las
fuerzas electrostaticas. Las fuerzas de van der Waals son generalmente atractivas
y resultan de las interacciones entre dipolos inducidos entre moléculas de la
particula coloidal y moléculas de la superficie. Las fuerzas electrostaticas se
generan a partir del solapamiento de las nubes electrénicas de las superficies
cargadas y el cambio en la energia libre a medida que las superficies se alejan o
se acercan. El resultado es una fuerza neta de atraccion entre superficies
cargadas opuestamente y una fuerza neta repulsiva entre superficies de cargas

de igual signo (Diaz, 2011).

Etapa 3

La adhesion reversible se torna irreversible dando lugar a la tercera etapa
donde se produce la transicion desde una interaccion débil de la célula con el
sustrato hasta un enlace permanente, frecuentemente mediado por la presencia
de polimeros y apéndices extracelulares. Aqui entran en juego reacciones
moleculares entre las estructuras superficiales bacterianas y la superficie del
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sustrato. De esta forma se produce una adhesién firme entre la bacteria y la
superficie mediadas por estructuras poliméricas superficiales como capsulas,
fibrilas, fimbrias, pilis y EPS. La adhesidn irreversible especifica puede ser definida

como la union especifica entre las adhesinas y el sustrato (Nazar, 2007).

Etapa 4

La biopelicula sufre un proceso de maduracion dando lugar a la formacion
de microcolonias con canales intercelulares siendo este fendmeno de maduracion
considerado como la cuarte etapa en la formacion de una biopelicula. En esta
etapa se da un incremento en la arquitectura de la biopelicula donde procesos de
replicacion y muerte de las bacterias y el depdsito de sustancias organicas e
inorganicas confluyen para aumentar la densidad global de la biopelicula. Desde
luego que el crecimiento de la biopelicula se ve restringido por el aporte de
nutrientes y la penetracién de estos al interior del mismo, como asi también de los

diversos factores externos que pueden variar (Delgado, 2016).

Etapa 5

La quinta etapa tiene lugar a partir del desprendimiento de algunas
microcolonias o bien una sola célula de la biopelicula, para dar origen a una nueva
biopelicula a distancia. Este mecanismo corresponde a una estrategia de
supervivencia de la biopelicula, donde al encontrarse una masa critica limitada por
el aporte de nutrientes, interviniendo procesos de comunicacion intercelular que

programan la liberacion de parte de la biomasa (Allison, 1998).

Las bacterias utilizan diversos tipos de mecanismos para enviar mensajes
entre si, este tipo de comunicacion permite la coordinacion de las acciones dentro
de la biopelicula. El llamado Quorum sensing permitirle percibir la presencia de
microorganismos vecinos, determinar la densidad de la poblacidn existente y
responder a eventuales condiciones cambiantes, de modo que cada bacteria que
se une a una superficie produce una molécula senal, de manera tal que mientras
mas bacterias se unen, se incrementa la concentracion local de esta senal. Una
vez logrado esto, se inducen diferentes fendmenos en la bacteria, para finalmente
activar la diferenciacion en la biopelicula (Bassler, 2006). Las principales
moléculas senalizadoras o auto-inductoras que son empleadas para comunicarse

con las demas bacterias son las acil-homoserina-lactonas, que predominan en
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bacterias Gram-negativas, mientras que oligopéptidos modificados prevalecen en

gérmenes Gram-positivos.

Asi como el Quorum Sensing es un mecanismo de comunicacion de largo
alcance, se encuentran las sefales de corto alcance que requieren el contacto
directo entre las células individuales para el intercambio de informacion. Mediante
mecanismos de comunicacion mediada por los pilis las bacterias pueden transmitir
mensajes célula a célula incluyendo factores relacionados con la patogenicidad
(Goncalves, 2007).

Las caracteristicas estructurales de las biopeliculas plantean un desafio
permanente para la industria en lo que se refiere al desarrollo o aplicacién de
metodologias y productos de limpieza y desinfeccion, lo cual les otorga una
importancia sobresaliente en la aplicacion de procedimientos de sanitizacion
(Gonzalez, 2015).

3.2- Sanitizacién
Sanitizacion es el proceso empleado para reducir el contenido de
microorganismos viables remanentes en una superficie limpia. En la industria se
emplea este término cuando se trata con agentes quimicos o fisicos las areas de
produccion y los equipos empleados en la elaboracién de productos con el
propdsito de reducir el contenido microbiano hasta niveles insignificantes
(Guambo, 2013).

3.3- Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio es el desinfectante mas empleado en la industria
alimentaria, por su bajo costo es utilizado para la desinfeccion de superficies que
estan en contacto con alimentos y en el agua que se emplea para las distintas
operaciones (Garmendia, 2006). El mecanismo de accion de este compuesto
incluye la reduccion de la tensién superficial, la saponificacion de los acidos grasos
y la cloraminacion, que esta dada la interaccion entre el cloro y el grupo amino
dando lugar a la formacion de cloraminas que interfieren en el metabolismo
celular. (Estrella, 2002)
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3.4- Acido hipocloroso

El acido Hipocloroso (HCIO) es un ion no disociado del cloro, caracterizado
por su inestabilidad y elevado nivel de reactividad, siendo uno de los acidos
hipoalogenados mas fuertes. Este es el responsable de la actividad bactericida de
los compuestos derivados del cloro (Del Rosario, 2009). Es empleado como
desinfectante, el cual al ingresar a la célula bacteriana a través de la membrana
celular reacciona con las proteinas y acidos nucleicos, en particular con el grupo
sulfidrilo, grupos amino e indoles. La accion biocida de este compuesto es unas

cien veces superior a la del Hipoclorito de sodio (Colombia, 2003).

3.5- Detergentes anionicos
Los detergentes anidnicos presentan ventajas con respecto a otros tipos de
detergente en lo que respecta a detergencia, humectancia y poder espumante, es
por esta razdn es que se emplean en la mayoria de las formulaciones comerciales
(Callejas Gémez, 2009). Se caracterizan por poseer en su parte hidrofilica, grupos
funcionales que se ionizan en contacto con el agua, originando iones organicos
con carga negativa que son los responsables de su actividad sobre la tension

superficial (Cantarero Malagoén, 2010).

3.6- N-acetilcisteina

Es una sustancia derivada del aminoacido Cisteina. Su empleo en medicina
es ampliamente aceptado gracias a su poder mucolitico, relacionado con la
ruptura de los puentes di sulfuro responsables de la viscosidad de los
mucopolisacaridos. De esta mafera también actia como sustancia anti-
biopeliculas logrando una reduccion de la estabilidad de la estructura de los
mucopolisacaridos que componen la matriz extracelular de las biopeliculas (Zaho,
2010), (Aslam, 2007).
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4- Objetivos

4.1 Objetivo general

Aislar microorganismos capaces de generar biopeliculas sobre las

superficies en contacto con alimentos listos para ser consumidos.

4.2- Objetivos especificos

A- Describir la diversidad morfoldgica de bacterias aisladas por hisopado de

superficies en contacto con alimentos listos para consumir.

B- Aislar microorganismos patdgenos de los hisopados de bandejas de acero
inoxidable.
C- Evaluar la respuesta in vitro de una biopelicula aislada de una superficie en

contacto con alimentos listos para consumir, frente a dos propuestas de

sanitizacion.
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5- Materiales y métodos

5.1-Toma de muestra

Se realizo la toma de muestras a partir de superficies en contacto con
alimentos listos para ser consumidos. En este caso se seleccionaron
aleatoriamente 20 bandejas rancheras de acero inoxidable (AISI 316) (imagen
n°2). Estas bandejas fueron seleccionadas luego de haber sido preparadas para
su uso segun el protocolo de limpieza y desinfeccion que se lleva a cabo en dicho
establecimiento diariamente. Las muestras fueron obtenidas mediante hisopado
de un area de 2,25 cm?, empleandose para ello hisopos estériles Eurotubo de
madera y algodén. Cada hisopo fue colocado en tubo conteniendo 5 ml medio
Letheen (Laboratorios Britania S.A. Ciudad Autonoma de Buenos Aires,
Argentina) y mantenido a temperatura de refrigeracion hasta ser procesado en el
laboratorio en un lapso no mayor a 2 horas. Cada tubo conteniendo el hisopo fue
agitado en agitador orbital durante un minuto, seguidamente se realizaron
diluciones en base diez para proceder al recuento en placa con agar Agar para
recuento en placa (PCA) (Difco, Detroit, Michigan, USA) inoculando por duplicado
0,1 ml en superficie y empleando espatula de Drigalsky para su distribucion sobre
la superficie. Las placas fueron incubadas a 37° C durante 48 h para luego realizar

el recuento de unidades formadoras de colonias.

Imagen N°2 Bandeja de acero inoxidable AISI 316
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5.2- Seleccién de las cepas para el ensayo in vitro

Para el ensayo fueron seleccionadas 16 colonias a partir de los recuentos
obtenidos de los hisopados. El criterio empleado para la seleccion de las colonias
fue la morfologia macroscépica de la colonia (bordes, color, forma, aspecto y
tamano) y tomar aquellas colonias predominantes en las placas de los distintos
hisopados (Imagen N°3). Una vez seleccionadas las colonias se le realizo a cada
una de ellas la coloracion de Gram. Cada cepa fue cultivada en Caldo Cerebro
Corazon (CCC) (Difco, Detroit, Michigan, USA), a 25° C durante 18 h.

Imagen N°3 Colonias obtenidas de las bandejas

5.3- Formacién de la Biopelicula
Se empled un tubo conteniendo CCC y una placa de 2,25 cm? del mismo
material empleado en las bandejas (Imagen N°4), se inoculdé con 0,1 ml de un
cultivo overnigth a 25 °C en CCC de cada una de las cepas seleccionadas. Este
paso fue realizado con la finalidad de obtener una biopelicula in vitro con las cepas
recogidas del muestreo inicial. Los tubos fueron incubados a 25° C por duplicado

durante 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60y 72 h, empleandose un total de 16 tubos por cepa.
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Imagen N°4 Tubos conteniendo las placas de acero

Una vez completado el tiempo de incubacién, se descarté el medio de
cultivo mediante pipeta, y se incorporé a dicho tubo 10 ml de solucién fisiologica
al 0,9 % con agitacion durante un minuto, repitiendo el proceso tres veces, con el
objeto de eliminar fisicamente aquellas bacterias que no presentaran adherencia
en la superficie de la placa. La placa metalica se extrajo del tubo mediante un iman
a través de la pared tubo y luego se sujetd por un extremo con una pinza de acero
quirurgico Kocher estéril. La placa fue hisopada en una de sus caras en forma
vertical, horizontal y oblicua (15 veces en total) con distintas caras del hisopo para
maximizar la recuperacion de las bacterias que pudieran estar conformando una
biopelicula sobre dicha superficie. El hisopo se introdujo en un tubo conteniendo
2 ml de CCC, al cual se le realiz6 agitacion durante 1 minuto, seguidamente se
realizaron cinco diluciones en base diez de cada uno de los hisopados. De la
muestra sin diluir y las cinco diluciones fueron sembradas en PCA 0,1 ml de
inéculo y distribuido sobre la superficie con espatula de Drigalsky, por duplicado.
Las placas fueron incubadas durante 48 h a 37° C y se realizo el recuento para

microorganismos mesofilos.
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Imagen N°5 Placas de acero inoxidable AISI 316

5.4- Busqueda de microorganismos patégenos
Paralelamente a la realizacién del ensayo de formacién de biopeliculas con
los microorganismos mesofilos, se realiz6 protocolo para aislamiento de
microorganismos patégenos de interés en alimentos (Escherichia coli 0157,
Listeria monocytogenes y Salmonella spp.). El ensayo consistio en realizar un pre

enriquecimiento de las muestras obtenidas por hisopado.

Para el aislamiento de E. coli 0157 se tomd6 1 ml de la muestra del caldo
Litheen y se colocé en un tubo conteniendo 9 ml de caldo Tripticasa de Soya
modificado con casaminoacidos y 20 mg/l de Novobiocina (Acumedia. Acumedia
Corporation, San Bernardino, CA 92408. USA), este tubo se incubo durante 24 hs
a 42° C. De dicho tubo se tom6é 1 ml para realizar una reaccién de
inmunocromatografia para antigeno 0157 (RapidCheck Strategic Diagnostics Inc,
Newark, DE, USA). Las muestras resultantes positivas a la prueba de
inmunocromatografia se sembraron en agar MacConkey (Acumedia). Para la

confirmacion de colonias sospechosas se empleé PCR multiple (Leotta, 2005.)

Para el aislamiento de Salmonella spp se inoculd 1 ml del tubo de muestra
y se colocd en 9 ml de Agua Peptonada Bufferada (APB, Britania) incubandose
durante 24 hs a 37° C, seguidamente se colocé 0,1 ml en un tubo conteniendo
caldo tetrationato que se incubo a 37° C durante 48 h y 1 ml en otro tubo
conteniendo caldo Rappaport Vassiliadis (Biokar, Biokar Diagnostics, Beauvais,
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France) que fue incubado a 42° C durante 48 h De estos tubos se tomé el inoculo
para sembrar en estria por agotamiento en placas de agar XLT4 (Agar Xilosa,
Lisina y tergitol 4), (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) y agar Hektoen
(Merck, Darmstadt, Germany), las placas fueron incubadas durante 24 h Las
colonias sospechosas fueron sembradas en pruebas bioquimicas de Indol, Rojo

de metilo, Voges Proskauer y Citrato (IMViC) para su confirmacion.

Mientras que para el aislamiento de Listeria monocytogenes se empled 1
ml del tubo de la muestra inicial y se incorporé a un tubo de enriquecimiento
conteniendo 9 ml de caldo Fraser (Difco) a mitad de concentracién, que se incubo
a 30° C durante 24 h, luego se emple6 1 ml en otro tubo conteniendo 10ml caldo
Fraser (Difco) entero que se incubo a 35°C durante 48 h, de este ultimo se sembré
en estria por agotamiento en placas conteniendo agar Palcam (Oxoid) y agar
Oxford (Oxoid).

5.5- Protocolo de sanitizacion
La Biopelicula obtenida in vitro fue enfrentada a dos estrategias de
sanitizacion para evaluar su respuesta frente al procedimiento de rutina empleado
en el Comedor Universitario (tratamiento N°1) y una alternativa propuesta para

este estudio (tratamiento N°2).

Las cepas capaces de formar biopeliculas in vitro, fueron identificadas por
pruebas bioquimicas de Indol, Rojo de metilo, Voges Proskauer y Citrato (IMViC)
y PCR multiple (Leotta, 2005.), y se inocularon a razén de 0,1 ml de un cultivo over
nigth en un tubo conteniendo 10 ml de CCC que a su vez contenia una chapa de
acero inoxidable idéntica a las usadas en el resto de los ensayos y se incubo a 25
°C, durante 36 h (dado que en ese tiempo de incubacion se logrd el maximo nivel

de adherencia).

5.5.1- Tratamiento N°1

Se coloco la chapa de acero previo desarrollo de la biopelicula, en un tubo
estéril conteniendo 10 ml de una solucion de detergente aniénico (Amon, Caesa
S.A: Flcio. Varela, Bs.As. ARG.) al 2,5% segun instrucciones del fabricante. Se
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agitdé por un minuto, luego se cepill6 con cepillo dental de cerdas finas estéril
durante 30 segundos. Una vez cepillada la chapa se enjuagoé a través de tres tubos
conteniendo 10 ml de solucién fisiologica estéril cada uno, en los que se agitd
durante 1 minuto cada uno de los tubos. Seguidamente la placa se colocé en otro
tubo estéril conteniendo 10 ml de solucién hipoclorito de sodio (Ayudin, Clorox,
Aldo Bonzi, Bs. As. ARG) solucién al 2,5 % (equivalente a 16250 ppm de cloro
activo) durante 1 minuto. Luego se enjuagd nuevamente tres veces en solucion
fisiologica estéril. Todo el procedimiento se llevé a cabo por cuadruplicado. Una
vez completado el tratamiento se tomé muestra de la placa metalica mediante
hisopado segun se detallé anteriormente. Cada hisopo fue colocado en tubo
conteniendo 5 ml de medio Letheen (Britania). Cada tubo conteniendo el hisopo
fue agitado en agitador durante un minuto, seguidamente se realizaron diluciones
en base diez para proceder al recuento en placa con agar PCA inoculando por
duplicado 0,1 ml en superficie y empleando espatula de Drigalsky para su
distribucion sobre la superficie. Las placas fueron incubadas a 37° C durante 48 h

para luego realizar el recuento de unidades formadoras de colonias.

5.5.2- Tratamiento N°2

La chapa de acero inoxidable en la que se desarroll6 la biopelicula se
coloco en un tubo de ensayo conteniendo 10ml de una solucion pura de NAC Anti
Bio Film (N Acetil Cisteina al 2%, Acido hipocloroso al 50%) y se agité por un
minuto, luego se cepilld con cepillo de cerdas finas durante 30 segundos. Una vez
cepillada la chapa se pas6 a través de tres tubos conteniendo 10 ml de solucién
fisiologica estéril cada uno, en los que se enjuagoé durante 1 minuto cada uno de
los tubos. Todo el procedimiento se llevé a cabo por cuadruplicado. Una vez
completado el tratamiento se tomdé muestra de la placa metalica mediante
hisopado segun se detallé en el tratamiento N°1. Cada hisopo fue colocado en
tubo conteniendo 5 ml de medio Letheen (Britania). Cada tubo conteniendo el
hisopo fue agitado en agitador durante un minuto, seguidamente se realizaron
diluciones en base diez para proceder al recuento en placa con agar PCA
inoculando por duplicado 0,1 ml en superficie y empleando espatula de Drigalsky
para su distribucidon sobre la superficie. Las placas fueron incubadas a 37° C

durante 48 h para luego realizar el recuento de unidades formadoras de colonias.
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Imagen N°6 NAC Anti Bio Film

5.6- Analisis estadistico
Para el presente trabajo se realizé la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon,
prueba de suma de rangos Wilcoxon, o prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney. Una
prueba estadistica no paramétrica. Empleando el software XLSTAT (Addinsoft
1995-2018) versiéon 2018.2.
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6- Resultados

6.1- Caracteristicas de las cepas aisladas
Las 16 cepas seleccionadas fueron descriptas en la tabla N° 1, de
las cuales se observaron 13 cepas Gram negativas y 3 cepas Gram
positivas.
En cuanto a la morfologia del soma bacteriano se observo que 9

cepas presentaban formas de Bacilo y 7 cepas forma cocoide.

MORFOLOGIA

B Bacilar

m Cocoide

Grafico N°1 Distribucion porcentual de la forma bacteriana
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CEPAS
Cepal
Cepa 2
Cepa3
Cepad
Cepa 5
Cepa 6
Cepa7
Cepa 8
Cepa 9
Cepa 10
Cepa 11
Cepa 12
Cepa 13
Cepa 14
Cepa 15
Cepa 16

FORMA

Redonda
redonda
redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda
Redonda

COLOR TAMARNO

Blanco 2mm
blanco 1mm
Blanco 5mm
Blanco 2 mm
Transparente 4 mm
Blanco 2 mm
Blanco 3mm
Amarilla 5mm
Blanco 2mm
Blanco 2 mm
Transparente 3 mm
Blanco 3mm
Transparente 2 mm
Blanco 5mm
Blanco 2 mm

Transparente 2 mm

BORDES
rugosos

liso
Festoneados
Liso

liso

liso
Festoneados
liso

liso

liso

liso

liso

liso

rugosos

liso

liso

ASPECTO
Mucosa
mucosa
Mucosa
Mucosa
Mucosa
Mucosa
Mucosa
Mucosa
Mucosa
Mucosa
Mucosa
Mucosa
Mucosa
Mucosa
Mucosa
Mucosa

GRAM MORFOLOGIA
Negativo Cocoide
Positivo Bacilar
Positivo Bacilar

Negativo Cocoide
Negativo Cocoide
Positivo Bacilar
Negativo Cocoide
Negativo Bacilar
Negativo Cocoide
Negativo Bacilar
Negativo Bacilar
Negativo Bacilar
Negativo Bacilar
Negativo Cocoide
Negativo Bacilar
Negativo Cocoide

Tabla N°1 Caracteristicas de las colonias, coloracién de Gram y forma

bacteriana.

(En amarillo la tnica cepa que fue capaz de formar biopelicula in vitro)

81%

GRAM

W 18,75% Positivo

81,25% Negativo

Grafico N°2 Distribucion porcentual de Gram positivos y Gram negativos
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GRAM

B Negativo Bacilar
B Negativo Cocoide

= Positivo Bacilar

Grafico N° 3 Distribucion porcentual de la forma bacteriana y coloracion de Gram

6.2- Formacién de la biopelicula

De las 16 cepas seleccionadas para el presente estudio, solo una
cepa fue capaz de adherirse a la placa de acero inoxidable in vitro, siendo
esta cepa una Escherichia coli no toxigénica.

Se logré obtener el mayor desarrollo sobre las placas de acero
inoxidable a las 36 h de incubacién con una concentracion de 1 x 10°

unidades formadoras de colonia/cm?.

7
6 N

5 \.\

;

1

0

12 24 36 48 60 72 84
tiempo en horas

Gréfico N° 4 Recuento de unidades formadoras de colonias
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6.3- Tratamientos sobre las biopeliculas

Recuento de bacterias posterior a la aplicacion del protocolo de

sanitizacion. En la tabla se puede observar el recuento de UFC/cm?

6.3.1- Tratamiento N°1

Muestra 1 0
Muestra 2 0
Muestra 3 0
Muestra 4 1
6.3.2- Tratamiento N°2
Muestra 1 7
Muestra 2 11
Muestra 3 8
Muestra 4 3

6.4- Analisis estadistico

De la prueba estadistica aplicada se obtuvo que las diferencias entre

ambos tratamientos son significativas (-p 0,027). Ver Anexo N°1.
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7-Conclusiones

Se puede afirmar que no todos los microrganismos que estaban presentes
en las bandejas son formadores de biopeliculas, ya que, de las 16 cepas aisladas,

solo una fue capaz de generar una biopelicula in vitro.

No se aislaron en las bandejas Salmonella sp, Listeria monocytogenes ni
Escherichia coli O157.

La estrategia de sanitizacion que se aplica en el Comedor Universitario
resulta ser eficaz, ya que elimina casi la totalidad de los microorganismos. Sin
embargo el hecho de haber aislado microorganismos en los hisopados de las
bandejas, plantea dudas acerca de la correcta aplicacion de los procedimientos

de sanitizacién por parte de los operarios.

La estrategia de sanitizacion con NAC, si bien ofrece buenos resultados no

es superior al tratamiento N°1

Del presente trabajo surge que el protocolo de sanitizacion N°1 (detergente
e hipoclorito de sodio) a la concentracion utilizada (2,5 %) fue efectiva al momento
de sanitizar la superficie con la biopelicula formada in vitro, con un recuento menor
a 10 UFC/cm?, un valor que se establece como aceptable para un proceso de
limpieza y desinfeccidn de superficies segun los estandares sanitarios de la
Comunidad Econdémica Europea (Directiva L-165-48 CEE 2001), sin embargo,
dicho procedimiento implica el uso de dos componentes, el detergente y el
desinfectante, de modo tal que para su aplicacion se requiere mayor numero de
pasos, en comparacion con la sanitizacion propuesta en el tratamiento N°2 (NAC).
Si bien los tiempos de aplicacion de los desinfectantes fueron iguales, el proceso
de sanitizacién del tratamiento N°1 requiri6 mayor tiempo de realizaciéon por su
cantidad de pasos. Estos resultados plantean interrogantes para trabajos futuros
como el de elaborar un plan de aplicacion con distintos tiempos de aplicacion, para
evaluar las mejoras en la eficacia del producto. También surge la incognita de si
este nuevo producto (NAC) afecta las caracteristicas organolépticas de los
alimentos que se sirven en una superficie tratada con el mismo, tema que no fue

objeto de este trabajo.
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8-Anexo

Estadisticos descriptivos:

Variable Observaciones Obs. con datos perdidos  Obs. sin datos perdidos Minimo Maximo Media Desv. tipica
tratamiento 1 4 0 4 0,000 1,000 0,250 0,500
tratamiento 2 4 0 4 3,000 11,000 7,250 3,304

Prueba de Mann-Whitney / Prueba bilateral:

U 0
U (estandarizado -2,219
Valore esperado 8,000
Varianza (U) 11,429
valor-p (bilateral 0,027
alfa 0,05

El valor-p exacto no ha podido calcularse. Se ha utilizado una aproximacién para calcular el valor-p.

Interpretaciéon de la prueba:

HO: La diferencia de posicidon entre las muestras es igual a 0.

Ha: La diferencia de posicidon entre las muestras es diferente de 0.

Puesto que el valor-p computado es menor que el nivel de significacidn alfa=0,05, se debe rechazar la hipdtesis nula HO, y
aceptar la hipétesis alternativa Ha.

El riesgo de rechazar la hipdtesis nula HO cuando es verdadera es inferior al 2,65%.

Se han detectado empates en los datos y se han aplicado las correcciones apropiadas.

Prueba de Mann-Whitney / Prueba bilateral
1,2 +
1+
08
°
]
o
B 0,6 T
c
@
[=]
0,4 +
Valore
sperado(obs)=8
02 + P (obs)
-Valore . . Valore
esperado(crit)=-1,96p i esperado(crit)=1,960
| 4/2:0025 | /220,025 :
-6 -4 -2 0 2 4 6 8 10
Valore esperado

Anexo N°1: Analisis descriptivo de la prueba U de Mann-Whitney
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