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1. LAS BIOPELICULAS NO SON UNA SUCIEDAD CUALQUIERA

Todos los dias nos lavamos los dientes. Una operacidn rutinaria para hacer
frente a la biopelicula (o biofilm en inglés) microbiana que nos es mds familiar:
la placa dental. Se forman biofilms cuando los microorganismos crecen agrega-
dos en algin tipo de interfase, s6lido-liquido, sélido-aire, liquido-aire o entre li-
quidos inmiscibles, unidos por material extracelular propio, siempre que haya
materia orgdnica y humedad suficientes (1, 2).

Practicamente todos los microorganismos ensayados son capaces de formar
biofilms, a mas o menos velocidad. Los mas conocidos son los biofilms bacte-
rianos y los que se forman sobre superficies sélidas: minerales, metélicas, poli-
méricas y por supuesto orgdnicas. Puede tratarse de tejidos mds o menos fun-
cionales o sus residuos, de restos no estructurados de alimentos procesados o,
por ejemplo, de compuestos volatilizados (procedentes de una combustién o una
fritura) y luego solidificados sobre una superficie inerte, como la pared de una
cocina. Pueden pues encontrarse depdsitos de suciedad no estructurada (inclu-
yendo o no microorganismos) por debajo o por encima de un biofilm.

A nivel doméstico, las cocinas y los bafios son los lugares preferidos por
los biofilms. No es casual que para estos sitios, las rutinas higiénicas tra-
dicionales estén basadas en procedimientos mecdnicos, ayudados por el ca-
lor, los detergentes y desinfectantes. Como en el caso de la placa dental,
enjuagar o aclarar solo sirven para desplazar la materia orgdnica recién de-
positada.
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Aunque desde el punto de vista de la seguridad alimentaria interesan los
microorganismos adheridos relacionados con algin eslabén de la cadena alimen-
taria, una buena parte de los conocimientos que se aplican para su control pro-
ceden de estudios basicos y médicos. Se ha estimado que en el 80% de las in-
fecciones hay biofilms implicados (3-6).

2. UNA MATRIZ ADHESIVA

La tenacidad con que los biofilms se aferran a las superficies, es la propie-
dad que dificulta su limpieza. Se debe a que las células producen al fijarse ma-
teriales extracelulares (Polymeric Extracellular Substances, EPS) que con el agua
(90-95%) forman pastas o geles muy adhesivos, lo que se llama glicocalix o ma-
triz (7). Es lo que engloba y agrega a las células y las fija a la superficie o sus-
trato. En un principio se pensé que la trama de la matriz estaba constituida por
un unico polisacérido. Luego se ha ido viendo que, aparte de uno o varios tipos
de polisacérido, en la matriz suele haber proteinas, DNA y lipidos. Entre los
componentes puede haber productos especificos y también detritus, incluyendo
restos de células muertas y moléculas o particulas atrapadas del medio exterior.
Se cree que la matriz tiene fundamentalmente una misién protectora, pero algu-
nos componentes pueden en ocasiones servir como alimento a organismos resi-
dentes. La firmeza de la adhesion esta relacionada con la velocidad, direccién
y turbulencia del flujo en contacto (8).

3. EL ASENTAMIENTO

La fijacién e inmovilizacidn es el efecto fundamental del biofilm: las cé-
lulas dejan de ser mdviles y errantes, para hacerse sedentarias. El paso del
modo de vida plancténico al modo sésil conlleva cambios fenotipicos impor-
tantes y una interaccién cambiante entre el entorno y la expresion génica (9-
12). La primera etapa de esa transicion tiene lugar tras el acercamiento, pasi-
vo o por quemotaxis, a la superficie. Es la retencién por fuerzas débiles,
electrostéticas, de Van der Waals o de interaccién hidrofébica. Una fijacién te-
nue e inestable, que puede ser revertida por las fuerzas de cizalla del flujo tan-
gencial y es por tanto mds facil de mantener en lugares protegidos, poco afec-
tados por el flujo, como rincones, dngulos, resquicios, grietas, poros o
microalteraciones del relieve de la superficie, como los arafiazos o surcos cau-
sados por el roce o el empleo de productos abrasivos de limpieza (Figura 1).
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FiGura 1. Restos visibles de biofilms microbianos en el desagiie de un tanque de recepcion de
leche cruda en una queseria.

La proximidad a la superficie parece ser detectada por las células, presumi-
blemente como modificaciones de las pautas de difusién. En esa situacidn, en
combinacién con otros factores del entorno relacionados con la densidad
celular existente y las condiciones de crecimiento, se activa una especie de
interruptor de la regulacion, al elevarse el nivel intracelular de acido 3°.5’
—ciclo— diguanilico (c-di-GMP) (13).

La densidad celular de la propia especie es percibida por las células mi-
crobianas mediante sefiales difusibles, llamadas autoinductores, que cada cé-
lula genera y cuya concentracion externa es capaz de detectar. Al alcanzar es-
tas seflales un determinado nivel, se activa la expresién génica de diversas
aptitudes, como la transferencia de plasmidos conjugativos, la esporulacién,
la sintesis de péptidos antimicrobianos o la formacién de biofilms. A este fe-
némeno se le llama de Quorum Sensing (QS) (14). Los autoinductores mas
conocidos son las acil-homoserin lactonas (AHL) de las bacterias Gram- y de-
terminados péptidos modificados, de las Gram +. Se conocen ademads sefiales
distinguibles por especies muy distintas y ademds, sistemas defensivos que
obstaculizan o bloquean este tipo de comunicacién entre células. Su explota-
cion parece una herramienta prometedora para controlar diversas consecuen-
cias del crecimiento microbiano, en las infecciones y por supuesto en alimen-
tos (15-18).
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En la segunda etapa del proceso de formacién de biofilms, las células pier-
den sus apéndices de motilidad (flagelos y otros) y activamente comienzan a
afianzar su anclaje produciendo polisacaridos adherentes. Continda la multipli-
cacion de células en el sitio. Cuando hay varias capas, en los habitantes de las
inferiores se implanta un metabolismo parcialmente anaerobio y se hace mas
lenta la velocidad de multiplicacién. El momento en que la fijacién deja de ser
reversible, o sea, en que el biofilm garantiza la persistencia en el sitio, depen-
de de la velocidad de secrecion de EPS, de las caracteristicas del flujo en con-
tacto y de la agresividad y eficacia de los sistemas antibiofilm, naturales o ar-
tificiales, actuando en cada caso.

En una tercera etapa, ya de madurez, la matriz adquiere mayor grosor y
complejidad. Aparece lo que se denomina arquitectura, esto es, una organi-
zacion tridimensional, con huecos o canales interiores por donde circulan el
agua y particulas de pequeiio tamafo. La imagen mds conocida de biofilms
maduros, tomada por microscopia confocal, recuerda a un campo de setas (Fi-
gura 2 y http://www.erc.montana.edu/CBEssentials-SW/bf-basics-99/de-
fault.htm) donde hay huecos y una importante heterogeneidad de ubicaciones
para las células alojadas. Esta forma de organizacién o diferenciacién supe-
ra en complejidad lo que antes se suponia era posible en procariotas (2), pero
a diferencia de lo que ocurre en formas pluricelulares, es reversible. Las cé-
lulas de los biofilms pueden desprenderse o desagregarse y volver a la vida
plancténica.

El desprendimiento puede ser considerado como una etapa mds del ciclo
de vida del biofilm, a la que se puede llegar o no en funcién de las condicio-
nes ambientales (5). Las células desprendidas serian como pioneros que bus-
can un nuevo lugar para colonizar. En los cultivos en batch, por ejemplo, se
observa un desprendimiento importante, aunque no completo, al llegar a la
fase estacionaria. Hay que recordar, no obstante que a lo largo del desarrollo
de los biofilms y durante su mantenimiento, pueden seguir coexistiendo en el
medio de cultivo células plancténicas, en mayor o menor proporcion, segin
el organismo y el sistema de cultivo, continuo o discontinuo. La fisiologia del
desprendimiento estd siendo estudiada con mucho interés, porque ese es el
paso que determina la transferencia, esto es la incorporacion de células suel-
tas (del patégeno o del organismo causante de deterioro) al alimento, que pue-
de haber sido ya higienizado (19). O al torrente circulatorio en el caso de un
biofilm sobre un implante, por ejemplo. También puede también producirse
desprendimiento, obviamente, por el uso de procedimientos de limpieza me-
canicos.
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FiGura 2. Muerte por tratamiento antimicrobiano de distintas subpoblaciones en biofilms de P.
aeruginosa. Biofilms de 4 dias de edad de una cepa de P. aeruginosa PAO1 marcada con Gfp
(proteina verde fluorescente) cultivados en medio de glucosa, fueron tratados con EDTA (A) o
tetraciclina (B) y después tefiidos con ioduro de propidio para obtener imdgenes por microsco-
pia confocal (CSLM). Las células vivas presentan color verde y las muertas, rojo o amarillo.

Las imdgenes centrales muestran secciones horizontales y las de los lados, secciones dpticas
verticales. La barra equivale a 20 um. Reproducido a partir de Parsek y Tolker-Nielsen (11) con
permiso de Elsevier.

4. UN MODO DE VIDA PROTEGIDO, LENTO
Y CON ESPECIALIDADES

La matriz de los biofilms impone a los solutos una velocidad de difusion
mads lenta que la existente en el medio liquido y eso determina que dentro de
ellos existan gradientes de concentracién de oxigeno, nutrientes, etc., entre las
zonas superficiales, en contacto directo con el medio y las profundas. La difu-
sion, a parte de por la densidad de la trama de la matriz en conjunto, se ve afec-
tada particularmente por la carga de los polisacdridos, que suelen contener bas-
tante proporcion de dcidos urénicos. La matriz se comporta pues como barrera
y amortigua la brusquedad de los cambios que puedan tener lugar en el medio
exterior (7). Se pueden pues considerar los biofilms como formas de resisten-
cia o proteccion frente a la desecacion, las oscilaciones en disponibilidad de nu-
trientes y la presencia de agentes antimicrobianos (1), fagocitos y protozoos (20).

Por otra parte y frente a la homogeneidad de condiciones entre las células
plancténicas, en los biofilms se pueden pues encontrar una gran heterogenei-
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dad de micronichos: desde zonas bien aireadas y nutridas pero mas expuestas
a condiciones o agentes adversos, hasta otras alejadas, aisladas, muy escasa-
mente nutridas y drenadas, con un metabolismo lento y fundamentalmente anae-
robio, que se multiplican a muy baja velocidad o estdn practicamente durmien-
tes (10, 12).

La diversidad de micronichos induce la manifestacion de diversos fenoti-
pos (11) y a la larga, parece propiciar también la aparicion de distintos genoti-
pos, a partir de una misma poblacién inicial. Se cree que con el tiempo van sur-
giendo subpoblaciones con distintos genes “contingentes”, genes que no son
operativos mientras no se produce una contingencia, esto es, una eventualidad
que su activacién permite superar. Puede tratarse de la aparicion de un nuevo
producto téxico o un nuevo sustrato, o la desaparicion de un nutriente hasta ese
momento habitual. A los individuos de las subpoblaciones que en determinadas
condiciones se convierten en unicos supervivientes, se les llama “persistores”
(18). Han sido caracterizados varios casos por exposiciéon a biocidas; véanse por
ejemplo los puntos aislados de distinto color en la Figura 2. La distribucién de
los genes contingentes en distintas subpoblaciones de la misma especie es la
base del concepto de un “genoma distribuido”, que amplia considerablemente
las posibilidades de supervivencia de la poblacién original.

Los tres factores citados, esto es, la funcién barrera de la matriz, la baja ve-
locidad de multiplicacién (ofreciendo menos dianas para la accioén de los agen-
tes antimicrobianos) y la generacion de persistores, son los mecanismos que pa-
recen sustentar la mayor resistencia de las células en los biofilms, en
comparacion con las correspondientes células plancténicas (3, 21, 22).

5. UN BUNKER DE USO HABITUAL

Si la firmeza de la adhesion de los biofilms obstaculiza su limpieza, la baja
susceptibilidad de sus células a los biocidas hace muy dificil su desinfeccion.
Las concentraciones de biocidas requeridas para destruir las células sésiles sue-
len ser 10-1.000 veces mayores que las que se necesitan para matar las células
plancténicas (3, 23-25).

Conviene recordar que hasta hace poco, la microbiologia que se practicaba
en los laboratorios se hacia solo con células plancténicas. Células en suspen-
sion, en cultivos monoespecie, con medios muy ricos en nutrientes y con todo
tipo de facilidades para el crecimiento. Sin embargo, en la realidad esas condi-
ciones tan favorables no son frecuentes. Se va llegando a la conclusion de que
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en la naturaleza el modo de crecimiento mas habitual, el modo “por defecto”
por asi decirlo, son los biofilms (26), binkeres defensivos, contra los que, di-
gamoslo asi, no sirven las armas empleadas para combatir enemigos que luchan
como individuos y al descubierto.

La microbiologia aplicada a los procedimientos de limpieza y desinfeccion
ha sido hasta ahora “de base plancténica” y las normas legales relacionadas,
también. Hay pues que replantearse unos y otras, buscando nuevos recursos (18,
27-31) y procurando ademds un uso cuidadoso de los biocidas, ya que la expo-
sicién a concentraciones subletales puede inducir resistencia y su liberacion al
medio ambiente puede causar dafios no siempre faciles de predecir.

Vamos conociendo algunas caracteristicas de los biofilms, o sea de los buin-
keres de laboratorio, pero los reales es previsible que sean mas complicados. Un
aspecto que afiade complejidad al asunto es que en la naturaleza, los biofilms
rara vez estan habitados por una sola especie.

6. BIOFILMS MULTIESPECIE: MUCHA VIDA SOCIAL

En los biofilms naturales conviven microorganismos compatibles. Cooperati-
vos o al menos comensales. La concentracion de células alcanzada en su seno no
permite la coexistencia de organismos antagénicos, como pueden a veces obser-
varse transitoriamente en algunos medios plancténicos con baja densidad celular.

Las combinaciones viables entre microorganismos dependen en buena par-
te del colonizador primario, ésto es, del que llega primero, o mejor dicho, del
que consigue formar un biofilm primero, que es el que selecciona cuales de los
“visitantes casuales” de otras especies o cepas se quedan en “su” biofilm (32).
La asociacion condiciona mucho el status de estabilidad y resistencia de algu-
nos colonizadores secundarios.

Veamos como ejemplo el caso de Listeria monocytogenes, una especie bas-
tante ubicua, con algunas cepas muy patdgenas. Como la listeriosis humana,
aunque infrecuente, tiene una mortalidad muy alta (20-30%) hay normas lega-
les muy exigentes en cuanto a la presencia de L. monocytogenes en alimentos
que se comercializan como listos para el consumo (100 células viables por 100
g de alimento en Europa) y hay que vigilar muy bien la higiene de las instala-
ciones para cumplir ese requisito. Esta especie puede formar biofilms en solita-
rio, pero lentamente y con la matriz muy delgada. Pero tambien puede instalar-
se en los biofilms de Pseudomonas fluorescens, por ejemplo, una especie
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deteriorativa y frecuente en plantas refrigeradas, que produce rapidamente bio-
films gruesos (33). El mismo nimero de L. monocytogenes por cm’, instalado
solo o “bien acompafado”, representa situaciones bien distintas para el higie-
nista. Todavia sin embargo, las pruebas de productos de limpieza y desinfeccién
se suelen hacer con biofilms monoespecie.

Volviendo al tema de las diversas especies que cohabitan en los mismos
biofilms, algunas comunidades, estudiadas in-situ mediante técnicas que no re-
quieren cultivo, parecen mostrar ciertas pautas de ordenacion. Es el caso de la
microflora oral, en cuyos biofilms participan unas 500 especies bacterianas, co-
agregadas de forma caracteristica (34, 35).

Ademads de bacterias, en los biofilms (o sobre ellos) se pueden encontrar vi-
rus (un tema muy poco estudiado) (36) y formas de vida superiores, algas, pro-
tozoos y diversos invertebrados, que pueden mantener entre si distintos tipos de
relaciones ecoldgicas (37, 38). Se han estudiado por ejemplo las comunidades
presentes en diversos tramos de tuberias de desagiie domésticas e industriales
(ambientes muy ricos en nutrientes) y en las tuberias de agua de suministro (am-
bientes mas oligotréficos).

Como es de esperar, en los medios muy oligotréficos o extremos suelen en-
contrarse biofilms sencillos, o sea, de una o pocas especies, que son por ello
mads féciles de controlar (es el caso de los biofilms de Legionella en las conduc-
ciones de ventilacion de aire acondicionado) (39). Las tuberias vienen a ser re-
actores de flujo mds o menos continuo, que se interrumpe de vez en cuando por
eventos especiales, como un chorro de lejia en el desagiie, o una tormenta, o
una entrada de aire (por ejemplo, al arreglar una averia) con el consiguiente au-
mento de turbulencia y con desprendimiento de fragmentos adheridos, en el caso
del agua de suministro. En los conductos de traidas de aguas, la matriz del bio-
film va incorporando con el tiempo sales y particulas, haciéndose asi mds dura
y rugosa. Esto, junto con la disminucién de la luz del conducto, contribuye tam-
bién al aumento de la turbulencia y el desprendimiento de particulas, lo que em-
peora la calidad higiénica y técnica del agua.

Un caso muy caracteristico en el que las comunidades microbianas soportan
una cantidad importante de otras formas de vida adheridas, es el de los cascos
de los barcos (40, 41). Sobre las primeras capas de bacterias y algas, pueden cre-
cer una gran diversidad de invertebrados, muchos de ellos con exoesqueleto duro,
moluscos por ejemplo. Los biofilms pueden ahi alcanzar varios centimetros de
grosor y eso aumenta mucho el rozamiento del casco del barco al desplazarse,
disminuyendo la velocidad alcanzable. Este “bioensuciamiento” hace aumentar
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el gasto de combustible y las pérdidas por tener el barco inactivo durante las pa-
radas para limpieza. Ademas, los productos quimicos empleados para el despren-
dimiento son frecuentemente muy contaminantes. Hay por eso actualmente mu-
chos proyectos en marcha para desarrollar componentes antibiofilm para pinturas
y recubrimientos para barcos de todo tipo.

7. LOS BIOFILMS “BUENOS”

Aunque suele ocurrir que de lo malo se habla mds, también hay por supues-
to biofilms utiles para los humanos. Biofilms naturales utiles son por ejemplo
los que forman las bacterias fijadoras de nitrégeno sobre las raices de las legu-
minosas, aumentando el rendimiento de éstas y mejorando la calidad agricola
de los suelos.

La utilizacién mds extendida de determinados biofilms “de disefio” son los
tratamientos secundarios para aguas residuales urbanas, aunque también se van
empleando cada vez mds para las aguas residuales industriales, para biorreme-
diacion y también para aprovechamiento de residuos de mineria.

En el mundo alimentario hay biofilms empleados tradicionalmente para la
elaboracion de alimentos; es el caso de la levadura “flor” que se desarrolla en
una interfase liquido/aire, la superficie de los vinos finos y olorosos. Un bio-
film puede considerarse como una forma natural de inmovilizacién de células
microbianas y como tal se emplean para la produccién industrial de algunos adi-
tivos alimentarios, dcidos orgdnicos, por ejemplo.

Hay otro aspecto positivo de la formacion espontdnea de biofilms: es el fe-
némeno de exclusiéon competitiva. Algunos colonizadores primarios (por ejem-
plo, determinadas bacterias lacticas) excluyen a otros potenciales colonizadores
(por ejemplo, L. monocytogenes). Esto ha sido estudiado por ejemplo en des-
agiies de plantas de procesado de aves (42). Seria pues un caso de antagonis-
mo, opuesto al ya citado de cooperacion entre P. fluorescens o putida frente a
algunas cepas de Listeria, que apuntidbamos antes.

8. LOS BIOFILMS “MALOS”
Dado que los biofilms son una forma de resistencia o de supervivencia de

los microorganismos, hay bastantes casos y situaciones en que pueden consti-
tuir un problema para nuestra especie.
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Como ya se ha mencionado, el tema mas importante son las infecciones. La
formacién de biofilms en el organismo hace a los patégenos mds innacesibles,
mads resistentes a los mecanismos defensivos naturales y a los tratamientos con
antibidticos u otros biocidas, cronificando la infeccion (3, 4, 21). El asunto es par-
ticularmente dificil cuando falla algin aspecto defensivo. Es el caso de la fibro-
sis cistica, una enfermedad hereditaria y recesiva que afecta a las glandulas secre-
toras; el exceso de mucus en las vias respiratorias alimenta el crecimiento de
biofilms microbianos, cuya matriz tiende a ocluir los conductos. También han sido
muy estudiados los biofilms que se desarrollan en los grandes quemados, con mu-
cha superficie corporal expuesta a las infecciones y un sistema inmune desborda-
do. Una colonizacién con grandes costes para el sistema sanitario es la de los ca-
téteres e implantes, que con cierta frecuencia han de ser sustituidos por esta razon,
particularmente en el caso de pacientes inmunodeprimidos.

Aparte de los biofilms que crecen en el interior del cuerpo, interesan mu-
cho en el mundo sanitario los que pueden crecer en equipos e instalaciones (qui-
réfanos, unidades dentales, unidades de didlisis, etc.) ya que los distintos flui-
dos y materiales a los que se pueden transferir fragmentos de biofilm, pueden
entrar en contacto con heridas abiertas. Ademds, la exposicion subletal a desin-
fectantes (y otros biocidas), al intentar sin éxito eliminar las células de un bio-
film, induce la aparicién de resistencias. El empleo de dispositivos o piezas de
un solo uso es un recurso Util, pero no siempre aplicable. Preocupa particular-
mente en el contexto clinico la mayor frecuencia de la transferencia genética
horizontal observada dentro de los biofilms (43) que podria ampliar considera-
blemente la velocidad y diversificacion de la extension de las resistencias a bio-
cidas. Muchos de los problemas que se plantean en este contexto son similares
a los que pueden aparecer en la industria alimentaria, aunque los recursos para
combatirlos son en este caso mucho mds modestos.

La cadena de suministro de alimentos (produccién y transporte de materias
primas, procesado, almacenamiento y distribucion) tiene diversos aspectos rela-
cionados con el desarrollo de biofilms (19, 27-29, 44). Suelen ser prioritarios los
aspectos sanitarios, debidos a la proliferacion y persistencia de patégenos, pero
también son importantes los aspectos técnicos y de calidad. Con frecuencia, estos
aspectos estdn estrechamente ligados y es dificil tratarlos de forma independien-
te en la practica. Porque los microorganismos responsables de unos y otros estdn
ubicados en los mismos biofilms, o porque un problema puede desencadenar otro.
Por ejemplo, los biofilms que se desarrollan sobre una superficie intercambiado-
ra de calor (un problema técnico) pueden actuar como aislantes térmicos y ser la
causa de un calentamiento insuficiente y de esa forma de la fabricacién de un pro-
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ducto no seguro desde el punto de vista microbiolégico (un problema sanitario).
Otros problemas técnicos frecuentes derivados de la formacion de biofilms son la
oclusién de placas o membranas filtrantes, el atascamiento de tuberias y desagiies,
el cierre incompleto de valvulas y el bioensuciamiento de superficies de disposi-
tivos de control o medida. En el caso de presencia de biofilms de bacterias sulfo-
rreductoras (muy infrecuentes en el entorno alimentario, pero importantes en pe-
troquimica) el principal problema es la corrosion.

El principal problema sanitario de los biofilms en la industria alimentaria
es que, al resistir muchos de los tratamientos de limpieza y desinfeccion con-
vencionales, los microorganismos alojados pueden hacerse persistentes en la
planta y comportarse como reservorios de patégenos, que en algiin momento
pueden transferirse al alimento, antes, durante o después del procesado. Los ca-
sos mds estudiados son sin duda los referentes a Listeria (45, 46).

9. FACTORES QUE PROPICIAN EL DESARROLLO DE BIOFILMS
EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

La eficacia de la funcion especifica de un equipo o instalaciéon depende en
buena medida del material con que estd construido. En el caso de las superfi-
cies en contacto con alimentos, ademads, ese material, al igual que el disefio, ha
sido elegido porque no favorece la incorporacién al alimento de contaminantes
quimicos o microbianos. En otras palabras, porque se limpia bien y se ensucia
relativamente poco.

Esto sigue siendo vigente al incorporar el criterio de minimizar el riesgo de
aparicién de biofilms. En particular, hay al menos tres cuestiones a tener en
cuenta. Por una parte que las superficies hidrofébicas en general parecen me-
nos favorables a la adhesion primaria. Esto es importante para zonas barridas
por un flujo tangencial, pero no tanto cuando se produce una deposicién orga-
nica no afectada por el flujo. En segundo lugar, que la mayoria de las peliculas
condicionantes favorecen el desarrollo de un biofilm sobre ellas (47), aunque
algunos componentes parece que podrian formar peliculas desfavorables. Es
pues conveniente eliminar restos orgdnicos, incluyendo restos de matriz de bio-
film, aunque las células en ellos contenidas ya no sean viables. Y tercero, que
son preferibles los materiales duros, que soporten los tratamientos de limpieza
sin rayaduras.

Sin embargo, en la industria alimentaria los materiales empleados son rela-
tivamente poco diversificados y con frecuencia poco relacionados con las ca-
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racteristicas fisicas, sobre todo superficiales aunque también reoldgicas, del ali-
mento que se va a procesar en contacto con ellos. Una mejor seleccion del ma-
terial y el empleo de un surfactante de uso alimentario pueden mejorar los re-
sultados y seria conveniente tener este aspecto en cuenta en el momento de la
formulacién o reformulacién de un alimento. A veces un factor externo puede
contribuir a la interaccién entre alimento y superficie; es el caso de la humedad
ambiental. Las piezas o recubrimientos a base de geles de proteina o almidén,
por ejemplo, tienden al secarse a hacerse mas cohesivos con la superficie en
contacto y a dejar asi mds residuos al desprenderse; residuos que a su vez son
mads cohesivos que la superficie limpia para las piezas siguientes.

Las propiedades originales de las superficies abiertas suelen verse empeo-
radas por efecto de la abrasién que suele conllevar la limpieza manual o el efec-
to cdustico de algunos productos de limpieza. Los arafiazos, grietas y puntos de
corrosion son lugares propicios a la deposicién de materia orgdnica y el desa-
rrollo prolongado de biofilms. Las superficies internas de circuitos cerrados, hi-
gienizables de forma frecuente y reproducible por procedimientos CIP (Clea-
ning-In-Place), que no comportan dafios superficiales, son mas seguras en este
sentido.

A veces puede haber de origen un disefio deficiente de las superficies abier-
tas, con muchos dngulos, recovecos y junturas. Lo mds frecuente es sin embar-
go que los peores sitios sean consecuencia de arreglos o ampliaciones posterio-
res al montaje de la planta: soldaduras con mucho relieve, reparaciones poco
netas, o acoplamiento mal integrado de elementos nuevos, con por ejemplo tra-
mos largos de cintas transportadoras o lineas de procesado que se cruzan para
adaptarse al espacio disponible (complicando el control de cada linea), o que
dejan poco espacio para pasar o limpiar. Por cierto que las cintas y otros ele-
mentos transportadores suelen ser de los componentes mds dificiles de mante-
ner libres de biofilms, por sus articulaciones y por la exposicién a aerosoles,
salpicaduras, etc. También hay que evitar suelos o recubrimientos de suelos con
defectos de nivelado, que permiten charcos. Todo ello aporta puntos que acu-
mulan restos organicos y agua, y son poco accesibles para la limpieza y desin-
feccion. Un punto particularmente importante son los desagiies, a los que se
podria llamar, junto con las zonas circundantes, el paraiso de los biofilms resis-
tentes a biocidas; requieren vigilancia para evitar atascos, junto con un aclara-
do cuidadoso y un desmontaje y muestreo frecuentes.

Esté por otra parte la cuestién del mantenimiento de los equipos, empezan-
do por la vigilancia y frecuencia de sustitucion de piezas que sufren mucho des-
gaste y cuyas irregularidades de relieve pueden proporcionar refugio para los
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microorganismos. La humedad ambiental en una planta de procesado, que sue-
le subir mucho durante la limpieza y desinfeccion abierta, puede causar abom-
bamiento y desprendimiento de la pintura de paredes y techos, transportando
fragmentos de biofilms antiguos y abriendo huecos donde pueden establecerse
Otros nuevos.

La materia prima perdida por corte o vertido poco preciso, fricciéon o adhe-
sién a la superficie en contacto, representa casi siempre materia orgénica que
puede alimentar el desarrollo de biofilms, ya sea sobre la superficie en contac-
to con el alimento o sobre paredes, suelos u otras superficies que no se limpian
a diario de forma reproducible. A veces los problemas de generacion y disper-
sion de residuos estdn originados por una funcién técnicamente dificil de per-
feccionar. Cuantos mds residuos deje el procesado y cuanto mds sinuosa sea la
sala 0 mds abarrotada de aditamentos esté, mayor es el riesgo de que queden
particulas desplazadas por algin rincoén y por tanto, mds rigurosa ha de ser la
limpieza.

Hay que tener en cuenta que la limpieza con chorros de agua o vapor a pre-
sién desprende biofilms, pero tambien los fragmenta y dispersa en las gotas de
los aerosoles generados. Estas gotas pueden permanecer en suspension en el aire
durante un tiempo que con frecuencia supera el de parada de los equipos para
limpieza y desinfeccidn, depositdndose después poco a poco por toda la planta
recién limpia o con un nuevo ciclo de produccién en marcha. Esta redistribu-
cién por aerosoles “deslocaliza” los biofilms, que pueden pasar de los sitios es-
perables a otros menos vigilados o accesibles, facilitando la persistencia en la
planta de los microorganismos implicados.

Generalmente, la eficacia de los procedimientos de limpieza y desinfeccion
se mide por la concentracion residual de microorganismos viables por centime-
tro cuadrado. Aunque ese pardmetro se consiga bajar, los restos de matriz de
biofilm que quedan tras la pérdida de viabilidad de las células se comportan
como pelicula condicionante, que favorece la incorporacion de nuevas células
y el desarrollo de un nuevo biofilm sobre el antiguo (19, 47). Por eso tienen in-
terés los tratamientos enzimaticos que desprenden, erosionan o permeabilizan la
matriz de los biofilms (48, 49).

Los biofilms estan llevando a una revisién general de las normas higiéni-
cas en la industria alimentaria (30, 50, 51) y, dentro de los sistemas de Analisis
de Peligros y Puntos de Control Critico (APPCC), al disefio de programas de
limpieza y desinfeccion “customizados”, esto es, pormenorizados y ajustados a
los detalles de operacion, disefio y status de mantenimiento de cada planta con-
creta (29, 52).
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