Importancia de la limpieza y sanitizacion
de las superficies para prevenir y controlar
los biofilms en la cadena carnica avicola

Prevenir el desarrollo y eliminar los biofilms existentes se relaciona con la
seguridad de los alimentos elaborados
Frizzo, L.S. y Rodriguez, R.

La cadena carnica aviar tiene grandes desafios para elaborar alimentos de maxima calidad y
mantener la inocuidad de sus productos. Dentro de esos retos, estan las fallas que pueden ocurrir
durante el proceso de limpieza y desinfeccion, debido a que las mismas pueden favorecer la per-
manencia sobre las superficies de microorganismos capaces de formar biofilms. La mayoria de
las bacterias que se encuentran en los entornos de procesamiento de alimentos después de la
limpieza y la desinfeccion no son patégenas. Es comun en la industria alimentaria controlar el
nivel de estas cargas ambientales, que se miden durante la verificacion del proceso de limpieza
y desinfeccion. Muchas plantas procesadoras de alimentos tienen grandes cantidades de datos
cuantitativos sobre la carga bacteriana presente en las superficies de produccion. Algunas de
estas bacterias, que cominmente se aislan en medios de crecimiento no selectivos, pueden con-
siderarse organismos transitorios que ocurren por coincidencia, mientras que otras pueden esta-
blecerse, crecer y formar una poblacion bacteriana residencial o bacteriota en los entornos de
produccion de alimentos.
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En general, las bacterias Gram negativas no patége-
nas, especialmente Pseudomonas spp., seguidas de
las enterobacterias y Acinetobacter spp. dominan en
las superficies de las plantas donde se procesan ali-
mentos. En Pseudomonas spp. es probable que la
persistencia se deba al crecimiento a bajas tempera-
turas, la formacion de biofilms, la tolerancia a los
agentes desinfectantes y los bajos requisitos de cre-
cimiento. La importancia de estas bacterias residen-
ciales radica en que pueden terminar en los produc-
tos finales a través de la contaminacion cruzada y
asi afectar la calidad de los alimentos. Estos efectos
pueden ser negativos para los productos porque
conducen a un deterioro prematuro. Las bacterias
patégenas presentes en los entornos de las plantas
procesadoras de alimentos pueden interactuar con
las bacterias residenciales, lo que produce efectos
inhibitorios y/o estimulantes sobre los patégenos en
los biofilms de multiples especies. Diferentes tipos
de microorganismos patoégenos transmitidos por los
alimentos de origen aviar pueden formar estas
estructuras. Entre ellos se destacan los representan-
tes del género Salmonellay Campylobacter termoto-
lerantes, que son los principales contaminantes de
los productos avicolas y los agentes que represen-
tan el mayor riesgo de infecciones transmitidas por
los alimentos de este origen a los humanos.

Como hemos visto antes, la maduracion de
un biofilm es producto de un entramado microbiano
en donde los integrantes interactian empleando
moléculas de sefalizacién intercelular (del tipo qui-
miotacticas o feromonas). Estas moléculas de sefia-
lizacién o quorum sensing son importantes tanto
para la maduracién del biofilm y su arquitectura
como para su disolucidn. La sefalizacién intercelu-
lar es un factor critico que define la diversidad y dis-
tribucién de bacterias en los biofilms de multiples
especies. Existen muchos sistemas de quorum sen-
sing en las bacterias. Dos especies muy frecuentes
en las plantas aviares -Escherichia coliy Salmonella-
usan lactonas de homoserina aciladas como molé-
culas de sefalizacion.

La estructura del biofilm maduro varia
desde plana y homogénea hasta compleja, lo que
depende de la motilidad bacteriana, los EPS sinteti-
zados, la sefalizacion intercelular y los factores
ambientales asociados (fuentes de nutrientes, si el

sistema es estatico o dindmico, si el flujo del liquido
es laminar o turbulento, etc.). Ademas de esto, la
estructura del biofilm depende de si estad formado
en una interfaz sélido-liquido, liquido-aire o sélido-
aire. Estas diferentes configuraciones estan influen-
ciadas por las condiciones ambientales, las particu-
laridades del sustrato y las caracteristicas de las
especiesy cepas bacterianas que integran el biofilm.

SALMONELLA

Aunque Salmonella forma biofilms tanto en el medio
ambiente como en los organismos hospedantes,
esta estrategia es esencial para su supervivencia en
condiciones no hospedantes y estos patogenos se
definen correctamente como persistentes ambien-
tales. El biofilm le proporciona una distribucion
ubicua en el medio ambiente, incluyendo su presen-
ciaenelagua,elsueloy las superficies de las plantas
procesadoras. Ademas, Salmonella tiene la capaci-
dad excepcional de colonizar y formar biofilms en
superficies abidticas, como el plastico, el caucho, el
vidrio, el acero inoxidable y el cemento, todos mate-
riales ampliamente utilizados en granjas, frigorificos y
en la industria de procesamiento de alimentos. Las
superficies hidrofobicas se consideran comunmente
sustratos que favorecen la unién de las células bacte-
rianas y la formacion de los biofilms mas que algunos
materiales hidrofilicos, como el vidrio y el acero. Sin
embargo, como las propiedades fisicoquimicas de las
superficies se ven afectadas por las condiciones ambi-
entales, los procesos de limpieza y desinfeccién tienen
una importancia suprema. En la practica, la mayoria
de las superficies estan acondicionadas con una capa
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de moléculas organicas e inorganicas, lo que favorece
la adherencia de las bacterias.

La formacién de biofilms de Salmonella
depende mucho de sus productos extracelulares y
de las estructuras que estan en la superficie de las
bacterias. La fimbria de Curli es el componente pro-
teico principal de la matriz extracelular en el biofilm
de Salmonella y Escherichia coli y esta involucrada
en la unién celular inicial a una superficie y la agre-
gaciéon en microcolonias en las primeras etapas del
desarrollo del biofilm. En las bacterias, la celulosa es
un producto extracelular que favorece las interac-
ciones célula-célula y proporciona proteccién
mecanica y quimica de las células bacterianas que
integran el biofilm. Sin embargo, aunque es impor-
tante, la ausencia de celulosa no significa que la
cepa no sea productora de biofilms. Las cepas de
Salmonella que poseen la capacidad de producir
fimbria de Curli y celulosa forman el morfotipo rdar,
caracteristico de las cepas que forman con éxito
biofilms en superficies abidticas.

Los biofilms de Salmonella son una fuente
de contaminacién importante en toda la cadena de
produccion avicola, contribuyendo con la contami-
nacion persistente de incubadoras, sistemas de
suministro de agua en granjas y vehiculos de trans-
porte de aves. El control efectivo y la erradicacion de
Salmonella desde las superficies abioticas de las ins-
talaciones es una tarea muy dificil. Por lo tanto, para
evitar la acumulacion de bacterias patogenas
(incluida Salmonella), se utiliza el principio de "todo
dentro-todo fuera", que implica la limpieza y desin-
feccion de las instalaciones y equipos entre una
crianza y otra. Lamentablemente, esta estrategia
sola es ineficaz y todavia hay mucho por hacer, al
menos cuando se la considera como medida de con-
trol de Salmonella. La estructura de los biofilms de
Salmonella cambia con el tiempo, se vuelven mas
densos y aumentan su resistencia a factores exter-
nos, incluidos los desinfectantes. Ademas, se deben
tener en cuenta varios factores al estimar la efectivi-
dad de un procedimiento de desinfeccion: ;Se han
realizado de manera adecuada tanto el proceso de
limpieza previo como la desinfeccion? ;Las cepas de
Salmonella han sido resistentes al desinfectante
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aplicado o fueron desarrollando esa resistencia a
través de la exposicidon intermitente repetida o
durante un periodo prolongado de exposicion?

La persistencia a largo plazo de Salmonella
en las instalaciones de produccién avicola puede
verse facilitada por la presencia de algunas otras bac-
terias con las que producen biofilms de multiples

especies. Por ejemplo, Staphylococcus aureus vy
Pseudomonas aeruginosa afectan positivamente el
aumento de la biomasa del biofilm de Salmonella. Los
biofilms integrados por comunidades de multiples
especies son estructuras mas estables en compara-
cién con los biofilms monoespecie que generalmente
se investigan en el laboratorio. A su vez, Salmonella
expresa un importante grado de adhesion al acero
inoxidable a 16°C, lo cual podria explicar la persisten-
cia en las instalaciones de procesamiento de las aves
y la contaminacion repetida en el producto final, lo
cual resulta preocupante.

En la cadena de produccion avicola, la
importancia de los biofilms de Salmonella se ha con-
firmado principalmente en la etapa inicial (produc-
cién de alimento para aves) y en las etapas finales
(procesamiento de carne, productos y huevos de
aves). La produccién de alimentos para aves es uno
de los puntos criticos en el control de Salmonella en
granjas avicolas, con una importancia creciente en
las Ultimas décadas. La utilizacién de materias pri-
mas de origen animal en los alimentos para aves
aumenta el riesgo de reintroducir patégenos nueva-
mente en la cadena alimentaria. Salmonella en el ali-



mento puede causar colonizacién e infeccion de los
animales y, en consecuencia, aumentar el riesgo de
infeccion de los humanos que consumen productos
derivados de las aves. En algunos estudios se confir-
mé el papel del alimento como fuente de Salmonella
responsable de las infecciones en humanos. Sin
embargo, es muy dificil definir la fuente de infeccién
en los casos de salmonelosis y, en particular, reali-
zar un analisis retrogrado desde la granja para iden-
tificar la causa del problema.

Debido a la capacidad de Salmonella para
formar biofilms en las instalaciones, superficies de
contacto, molinos, picadoras, maquinas empacado-
ras, pisos, drenajes (contaminacién cruzada por
polvo y aerosoles), los almacenes de productos fina-
les pueden actuar como fuentes de contaminacién a
largo plazo una vez terminado el procesamiento.
Mantener un ambiente seco es una de las medidas
mas importantes para la reduccion de patégenos en
las instalaciones de produccién de alimentos para
aves, sin embargo, no es efectivo para la reduccién
de Salmonella. El procesamiento térmico de los ali-
mentos también ha sido insuficiente para la elimina-
cién de este patdgeno. Algunas cepas son capaces
de sobrevivir en las fabricas de alimentos durante
meses o incluso afios.

En la produccion avicola, la aplicacion estricta de las
medidas de bioseguridad y el manejo adecuado tie-
nen una importancia fundamental, porque sélo
estos pueden producir resultados satisfactorios en
entornos que son muy dificiles de descontaminar de
manera efectiva y donde las fuentes potenciales de
Salmonella son diversas y numerosas. La formacion
de biofilms es una capacidad comun de diferentes
serotipos de Salmonella detectados en la produc-
cién avicola, lo que sin duda contribuye a su persis-
tencia en todas las etapas de la cadena agroalimen-
taria. El control de los biofilms, la forma mas comun
de vida bacteriana tanto en el medio ambiente

G?E’F PACKAGING SUCCESS TOGETHER™

Greif Lider Mundial en producios y servicio de envasado Industrial, con vision en “Ser la Mejor Compaiiia en Servicio al Cliente del Mundo”
produce tambores metdlicos y plasticos, bidones de polietileno, baldes pldsticos y botellones de policarbonato.

Buenos Aires, Argentina (+54) 11 5169 4700 / sales.argentina@greif.com
Montevideo, Uruguay (+598) 23653227 / rossana.macias@greif.com
www.greif.com

LA ALIMENTACION LATINOAMERICANA N° 350 [T




INOCUIDAD

como en los huéspedes, plantea un gran desafio
para la microbiologia médica e industrial del siglo
XXly es un proceso altamente complejo y desafiante
por el hecho de que hasta la fecha no se han desarro-
[lado métodos eficientes para eliminar los biofilms o
prevenir su formacion.

CAMPYLOBACTER JEJUNI

La supervivencia y persistencia de Campylobacter
jejuni en plantas de procesamiento de alimentos,
especialmente de aves de corral, representan factores
de riesgo significativos que contribuyen a la propaga-
cion de este patdgeno a través de la cadena agroali-
mentaria. En comparacién con otros patégenos trans-
mitidos por los alimentos, C. jejuni es mas exigente en
sus requisitos de crecimiento y es muy susceptible a
diversos factores estresantes ambientales. Por ello se
sugiere que la formacion de biofilms desempefia un
papel importante en la supervivencia de este microor-
ganismo en el entorno de produccion y procesamiento
de alimentos. La simple adherencia en superficies y en
biofilms existentes de otras especies microbianas con-
tribuye a la supervivencia de C. jejuni en entornos
relacionados con los alimentos. Campylobacter jeju-
ni es integrante de la microbiota normal de los trac-
tos gastrointestinales de varios mamiferos domésti-
cos y salvajesy diferentes especies de aves con habi-
tos gregarios. De estos animales, las aves de corral
se consideran generalmente como la fuente prima-
ria de infeccion humana. La contaminacion de las
carcasas de las aves de corral ocurre desde el tracto
gastrointestinal del animal durante la faena.
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En comparacién con muchos otros patoégenos trans-
mitidos por los alimentos (como Escherichia coli pro-
ductor de toxina Shiga y Salmonella enterica), C. jejuni
es mas exigente en sus necesidades de crecimiento.
Especificamente, requiere una atmosfera reducida de
oxigeno (5% de oxigeno, 10% de di6éxido de carbono y
85% de nitrégeno) para poder crecer. C. jejuni tampo-
co puede crecer a temperaturas inferiores a 30°C y es
susceptible a diversos factores estresantes ambienta-
les y de procesamiento, como el estrés osmético, la
temperatura elevaday el pH. En teoria, estas propie-
dades hacen que la supervivencia de C. jejuni fuera
del huésped esté dificultada en entornos aerébicos
naturales o en la cadena agroalimentaria. Sin
embargo, en larealidad, C. jejuni esta muy extendido
en el medio ambiente y puede aislarse facilmente
desde los alimentos, el agua y otras fuentes. No esta
claro cdmo supera esas desventajas aparentes para
sobrevivir en el medio ambiente y la cadena alimen-
taria y luego causar enfermedades. Los informes
sobre la investigacién de esta aparente paradoja
han sugerido que la formacién de biofilms puede
desempefiar un papel importante en la superviven-
cia de C. jejuni en el medio ambiente.

Esto plantea la cuestion de si C. jejuni (como
especie) forma biofilms como mecanismo de super-
vivencia o si simplemente se adhiere a las superficies
(u a otros biofilms) de una manera mas pasiva.
Aunque la definicién de biofilms no incluye células
adherentes, que no crecen, o dafiadas metabdlica-
mente, que pueden adherirse a las superficies
mediante procesos fisicoquimicos, estas células ten-
drian la potencialidad de formar biofilms posterior-
mente si las condiciones ambientales son adecua-
das.

Como ya se menciono, los biofilms pueden
consistir en especies microbianas Unicas o multi-
ples, pero en la naturaleza los biofilms de especies
mixtas predominan en la mayoria de los ambientes.
Estudios anteriores han demostrado que C. jejuni es
un iniciador de biofilm pobre y que los biofilms de
este patdgeno se forman sélo bajo condiciones muy
especificas de crecimiento. Dado que C. jejuni es sus-
ceptible a las condiciones prevalentes fuera de sus



huéspedes, la posibilidad de que actiie como colo-
nizador primario para la formacién de biofilms en el
medio ambiente o en las superficies de procesamien-
to de aves, es muy baja. Sin embargo, puede unirse y
sobrevivir en biofilms de poblaciones microbianas
mixtas integradas por diferentes bacterias como P.
aeruginosa, E. coli, E. faecalis, S. simulans y S. serovar
Agona. Es por ello por lo que se ha sugerido que estos
microorganismos que se originan a partir de fuentes

avicolas pueden proporcionar
un ambiente adecuado para la
supervivencia y el crecimiento
de C. jejuni en plantas proce-
sadoras de aves.

En un biofilm, las células
bacterianas estan incrustadas
en una matriz extracelular,
muy cerca unas de otras, lo
que facilita el intercambio
genético y el intercambio de
nutrientes, enzimas y
metabolitos secundarios den-
tro de estas comunidades. Estas caracteristicas del
biofilm de especies mixtas pueden ser ventajosas
para C. jejuni, que tiene un complemento genético
limitado para la biosintesis de metabolitos esen-
ciales debido a su genoma relativamente pequefio.
Dado que C. jejuni no puede utilizar muchos carbo-
hidratos como fuentes de carbono o energia, puede
depender de metabolitos secundarios producidos
por otras bacterias del biofilm de especies mixtas.
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Ademas, se sugiere que la presencia de genes para sis-
temas de transporte desempefia un papel esencial en la
absorcion de aminoacidos no sintetizados por C. jejuni
pero producidos por otras bacterias o encontrados en el
microambiente del biofilm de especies mixtas.

Es probable que las células de C. jejuni simple-
mente se adhieran a los alimentos, las superficies abio-
ticas y los biofilms de otras especies de una manera
relativamente pasiva. Ese agregado no debe conside-
rarse como un paso inicial en la formacion del biofilm,
ya que el crecimiento posterior puede no ocurrir, pero
aun asi es probable que mejore su supervivencia, parti-
cularmente en el caso de los biofilms de especies mul-
tiples que pueden reducir su exposicidon a estresores.
Por lo general, y como vimos previamente, los biofilms
consisten en microorganismos en cultivos mixtos en
condiciones simbidticas, los cuales suelen ser mas
resistentes a los agentes quimicos comunmente utili-
zados para la limpieza y la desinfeccion de las plantas
procesadoras, asi como a otras condiciones adversas
como la refrigeracion, la acidez, la salinidad y los anti-
bioticos. La matriz del biofilm es quien promueve la
proteccion de éstos, inhibiendo el acceso de agentes
biocidas, concentrando los nutrientes y previniendo la
deshidratacion.

EL DESAFIO DE LOS BIOFILMS

Los biofilms formados por diferentes especies bacte-
rianas, como las que se encuentran en las plantas fri-
gorificas aviares, representan un riesgo sustancial, ya
que pueden protegerse entre si de los agentes quimi-
cos aplicados durante los procedimientos de limpieza
y desinfeccién. En cultivos mixtos con Pseudomonas
spp., Staphylococcus spp., Escherichia coli, Bacillus sp.
y Enterococcus faecalis, la supervivencia y persistencia
de Campylobacter termotolerantes es bastante evi-
dente y se pueden observar cambios estructurales y
en su actividad metabdlica. Ha sido descripto el
comensalismo de C. jejuni con Pseudomonas aerugino-
sa, que promueve el aumento de la tolerancia a las
concentraciones de oxigeno ambiental para C. jejuni,y
el aumento de la supervivencia de Campylobacter en
biofilms encontrados en tuberias de agua compues-
tos de diferentes especies de protozoos.
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Prevenir el desarrollo y eliminar los biofilms existen-
tes es un gran desafio porque se relaciona directa-
mente con la seguridad de los alimentos producidos.
Puede ser efectiva la adopcidn de estrategias para eli-
minar el uso de materiales con superficies mas favora-
bles para la formacién de biofilms. En la prevencién y
en los casos de biofilms formados previamente, se
pueden utilizar métodos fisicos, quimicos y biologicos,
siendo mas eficaz la combinacion de los tres métodos.
Desde hace unos afios la nanotecnologia ha contribui-
do aportando nanometales que afectan las activida-
des esenciales de Campylobacter termotolerantes y
Salmonella.

Los frigorificos de aves generan residuos
ricos en proteinas y lipidos, que se depositan sobre
las superficies de los equipos e instalaciones de las
plantas y favorecen la formacion de biofilms tanto
de microorganismos alterantes como de estos pato-
genos productores de ETA. De esta manera, las bac-
terias terminan convirtiéndose en una fuente de
contaminacion y pueden transferirse a los alimentos
0 a sus envases, transformandose en una amenaza
constante. La forma sésil encontrada en los biofilms
de Campylobacter termotolerantes y Salmonella per-
mite una mejor supervivencia en condiciones estre-
santes de temperatura, oxigeno y nutrientes en
entornos abidticos y en diferentes matrices alimen-
tarias, especialmente, en la carne de pollo, y en pre-
sencia de agentes antibacterianos. De esta manera,
su diseminacion y contaminacién a través de la




cadena carnica aviar se vuelve mas facil. Las razones
que permiten la supervivencia son multifactoriales,
pero incluyen especialmente la reduccion de la acti-
vidad metabdlica y la disminuciéon de la accion
adsorbente de la matriz polimérica extracelular, que
reduce la cantidad de agente antimicrobiano y des-
infectante que puede penetrar para interactuar con
las células del biofilm, y los factores especificos
expresados por las células en el biofilm, como las
bombas de eflujo.

Como una alta proporcién de los pollos lle-
gan al frigorifico con patégenos como Salmonella'y
Campylobacter, aumenta las posibilidades de conta-
minacién de los equipos durante el procesamiento.
Los estudios de genotipado de Campylobacter mues-
tran claramente la similitud entre las cepas presentes
en el intestino de las aves y en las muestras del pro-
ducto final, lo que indica una clara contaminacién
cruzada. La supervivencia de Campylobacter en la
piel del pollo es otra forma de adaptacién del micro-
organismo. Este agente es capaz de fijarse en las grie-
tas profundas de la piel y las plumas de los foliculos
de las aves. Estos huecos proporcionan las condicio-
nesideales para que las bacterias se adhieran, coloni-
cen, formen biofilms y permanezcan protegidas en la
carcasa, incluso a bajas temperaturas.

MANEJO DE LOS BIOFILMS.

LIMPIEZA Y SANITIZACION.

Los procedimientos de limpieza y sanitizacién dentro
de los sistemas de producciéon avicola son de suma
importancia y deben incluir el estricto cumplimiento
de los protocolos de bioseguridad establecidos. Esto
se aplica principalmente a entornos dificiles de des-
contaminacion, tales como fabricas de piensos,
entornos agricolas y granjas. El disefio de las instala-
ciones y los equipos y la eleccion de los materiales y
recubrimientos utilizados en la cadena carnica aviar
son extremadamente importantes para prevenir la
formacién de biofilms. Incluso adoptando los progra-
mas de limpieza y desinfeccion mas efectivos, no es
posible resolver los problemas causados por equipos
defectuosos, que tienen esquinas, grietas, valvulas y
juntasinaccesibles, los cuales son puntos vulnerables
para la acumulacién de biofilms. El uso de equipos
bien disefiados junto con la adopcién de POES per-
mite la eliminacion del material no deseado de las
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superficies, incluidos microorganismos, materiales
extrafios y residuos de los productos de limpieza y
desinfeccion.

Existen tecnologias para detectar biofilms y,
de esa manera, controlar la colonizacién de superfi-
cies en las industrias frigorificas e identificar las
primeras etapas de su formacién y desarrollo. Una
vez que el biofilm ya se encuentra establecido, los
procesos de limpieza mediante la accién mecanica
deben acentuarse, porque la friccion actua alteran-
do la matriz, exponiendo capas mas profundas y
haciendo que los microorganismos sean cada vez
mas accesibles.

En general, los desinfectantes no penetran en
la matriz del biofilm después de un procedimiento de
limpieza ineficiente y llegan sélo a las capas mas
externas. Por lo tanto, no destruyen toda la comu-
nidad microbiana alojada. La limpieza es el primer
pasoy es muy importante para mejorar el saneamien-
to de los equipos y las instalaciones. Durante ese pro-
ceso es clave eliminar eficazmente los desechos de
los alimentos que pueden contener microorganismos
y promover el crecimiento microbiano.

El uso de altas temperaturas ayuda a reducir
la aplicacién de fuerzas mecanicas, como la turbulen-
cia en el agua de lavado. Los productos quimicos
comuUnmente utilizados para la limpieza son los ten-
sioactivos o los alcalis, que se utilizan para suspender
y disolver los residuos de alimentos al reducir la ten-
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sion superficial, emulsionar las grasas y desnatu-
ralizar las proteinas propias de la industria frigorifica.
Ademas de la accion mecanica, la adhesiéon micro-
biana sobre las superficies debe ser prevenida y con-
trolada. En este sentido, las instalaciones, equipos y
utensilios deben lavarse diariamente y desinfectarse
con el uso de sustancias microbicidas previamente
aprobadas por la legislacién. Para ello, los POES
deben ser ejecutados por los operarios de limpieza
con la frecuencia y profundidad adecuada. Como los
biofilms son fuentes constantes de contaminacién de
agentes alterantes y patégenos que tienen impactos
econdémicos y de salud publica, la prevencion debe
incluirse en los objetivos de la calidad de los controles
industriales. Entre las acciones requeridas en todas
las estrategias se incluye el monitoreo frecuente y
definir claramente las politicas internas para garanti-
zar el cumplimiento de los POES.

La eliminacion de los biofilms en los sistemas
abiertos se realiza a través de los procedimientos de
limpieza habituales de la siguiente manera: la
suciedad gruesa debe eliminarse mediante métodos
secos, por ejemplo, cepillando, raspando o aspirando
y, si el proceso estd hiumedo, la suciedad visible se
puede enjuagar con agua a baja presion. Si el equipo
es dificil de limpiar, se puede lograr una eliminacién
efectiva de los biofilms de los sistemas abiertos des-
mantelando el equipo en la linea de proceso. La
limpieza se lleva a cabo utilizando espuma o gel. Las
espumas son efectivas cuando necesitamos prolon-




Tabla 5 - Agentes utilizados para combatir biofilms microbianos y sitio de accion

Compuesto
2-piridona biciclica
Lactoferrina, extracto de plantas, taninos

Furanonas halogenadas y péptido
inhibidor de ARN Il (RIP)

Proteinasa, tripsina, ADNsa,
metaperiodato de sodio

Detergentes acidos/alcalinos
Zing, plata, oro, titanio

Clorhexidina, triclosan

AMP, terpinen-4-ol
Adaptado de Rossi et al. (2017).

gar el tiempo de contacto con la suciedad. Los deter-
gentes que se utilizaran en la limpieza de sistemas
abiertos estan formulados para ser efectivos a tem-
peratura ambiente. No se debe usar una temperatura
demasiado alta en las areas abiertas de procesamien-
to, ya que luego se forma niebla y los pocos microbios
que sobreviven a la desinfeccion comenzaran a crecer
en las superficies himedas. Los tensioactivos, que
disuelven las particulas adheridas y los microorganis-
mos de las superficies en el agua, se agregan para
aumentar el efecto de limpieza, que también se incre-
menta utilizando agua en volumen suficiente y a la
temperatura y presion correctas. Los utensilios y
equipos desmontados deben almacenarse posterior-
mente en mesas o repisas y no en el piso. La limpieza
en areas abiertas se realiza principalmente en combi-
nacién con una desinfeccién final, porque los
microorganismos viables que quedan sobre las
superficies y en las grietas deben ser eliminados para
evitar que tomen contacto con los alimentos que
seran producidos en el siguiente turno.

Ademas de la accién mecanica, se deben
tomar otras medidas para prevenir y controlar la
adhesion microbiana. En este sentido, las instala-
ciones, equipos y utensilios deben lavarse diaria-
mente y desinfectarse con el uso de sustancias micro-
bicidas previamente aprobadas por la legislacién
respectiva. La desinfecciéon es el uso de productos
para la eliminacién de microorganismos, especial-
mente patogenos. El proposito de la desinfeccidn es
reducir la carga microbiana que queda en la superfi-
cie después de la limpieza y evitar su proliferacion

Clasificacion

Competencia por los sitios receptores

Enzimas

Modificadores del pH

Antisépticos

Mecanismo de accion

Policidas

Bloqueo en la adhesion bacteriana

Quelantes del hierro

Inactivacion de la comunicacion
(quorum sensing)

Matriz de los biofilms maduros

Matriz de los biofilms maduros

Nanoparticulas

Biomasa de los biofilms maduros

Bioactivos

antes de reiniciar la produccion. Los desinfectantes
deben ser efectivos, seguros y faciles de manejar,
debiendo eliminarse facilmente de las superficies
usando agua, sin dejar residuos en el producto final
que puedan afectar al consumidor.

Los productos quimicos utilizados en los pro-
cesos de desinfeccién pertenecen a los siguientes
tipos: compuestos acidos, biocidas, a base de aldehi-
dos, cdusticos, cloro, peréxido de hidrégeno, yodo,
isotiazolinonas, ozono, acido peracético, fenoles,
biguanidas y tensioactivos. Algunos ejemplos de
agentes que pueden usarse para controlar y/o elimi-
nar biofilms de Salmonella y Campylobacter pueden
verse en la Tabla 5.

Las estrategias mas utilizadas en la industria
implican la eliminacion de los biofilms ya instalados
mediante la eliminacion de la matriz y/o la biomasa
bacteriana. Como primer paso se cita el uso de deter-
gentes enzimaticos y compuestos que promueven el
cambio repentino en el pH y la posterior licuefaccion
de la matriz. Otro punto importante para la elimi-
nacién de bacterias del biofilm maduro es la partici-
pacion de caracteristicas dependientes de la cepa, ya
que existen factores intrinsecos moleculares que
pueden evitar la efectividad de los agentes, dificul-
tando su penetracién, dependiendo de la composi-
cién de la matriz y del mecanismo de accion del
agente aplicado.

Las policidas actuan inhibiendo la sintesis de
adhesinas y fimbrias, esenciales en el proceso de
fijacién de las bacterias a las superficies, mientras
que los agentes quelantes de hierro evitan la disponi-
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bilidad de este elemento en el proceso inicial de
adhesidn, el cual es esencial para la formacion del
biofilm. Los sistemas que interfieren el quorum sen-
sing implican el uso de compuestos que compiten
por los sitios de union de moléculas autoinductoras
o por la degradacion directa de estas moléculas. Los
tensioactivos y biosurfactantes también son alterna-
tivas que pueden usarse para combatir la formacion
de biofilms. Las superficies tratadas con tensioacti-
vos pueden tener un potencial superior al 90% en la
prevencion de la adhesion bacteriana, y los biosur-
factantes como los rhamnolipidos y los acidos gra-
sos de cadena corta pueden promover la ruptura de
los biofilms.

Las nanoparticulas, asi como los péptidos
antimicrobianos (AMP), aparecen como una estrate-
gia actual para la eliminacién de la biomasa de los
biofilms, ya que son estables a altas temperaturas y
presiones, tienen potencial de inactivacién, pueden

SINTESIS Y CONCLUSIONES

Los actores de la cadena agroalimentaria deben ofre-
cer una amplia gama de productos seguros, salud-
ables y nutritivos a los consumidores. La calidad de
los productos esta siendo sometida a una evaluacion
continua por parte del mercado y de los entes regu-
ladores. La inocuidad alimentaria debe ser respetada
por todos los eslabones de la cadena agroalimenta-
ria, incluidos los agricultores y los productores de ali-
mentos para animales. Las reglas de higiene, que han
evolucionado con el tiempo, establecen que la
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penetrar facilmente en la matriz, tienen menos pro-
babilidades de desarrollar resistencia, tienen un
efecto minimo en las células humanas y pueden
usarse para extender la vida Gtil de los productos
frescos y carnicos.

También son utiles las combinaciones de
tratamientos con diferentes tipos de accién. Por
ejemplo, las ondas de ultrasonido se asociaron con
un mejor rendimiento de las enzimas proteoliticas.
Estos procesos se dirigen hacia la matriz del biofilm,
causando la desagregacion y la dispersion de la bio-
masa. Sin embargo, no son eficientes para la elimi-
nacién de estos microorganismos, que pueden
adherirse nuevamente a la superficie y reiniciar un
nuevo ciclo de formacién de biopeliculas. Para
mejorar las técnicas de limpieza, la ultrasonicacion
puede usarse para limpiar eficientemente construc-
ciones dificiles, como cintas transportadoras y tobo-
ganes. Ademas, la limpieza con hielo seco, los trata-
mientos con ozono y la irradiaciéon UVC (200-280 nm)
se pueden utilizar para mejorar la higiene en el pro-
cesamiento de alimentos.

La eficacia de los desinfectantes utilizados en
el procesamiento y en productos para la higiene de
manos se puede mejorar mediante el uso de produc-
tos con aceites esenciales. El crecimiento del biofilm
en las superficies también se puede reducir cuando se
utilizan nuevos nanomateriales en los que, por ejem-
plo, se ha incorporado plata o cobre. El problema
principal con estos materiales es que deben estudiar-
se en forma adecuada para demostrar que son segu-
ros en el procesamiento de alimentos.

responsabilidad principal en la inocuidad es del pro-
ductor de alimentos y que dicha inocuidad se debe
garantizar de la granja a la mesa e implementar de
acuerdo con los principios HACCP.

Los programas de limpieza y desinfeccion
deben asegurar que todas las partes de las instala-
ciones estén debidamente limpias, e incluir la
limpieza del equipo de limpieza. La eficacia de la
limpieza y desinfeccién debera vigilarse de manera
constantey eficaz, documentando los procedimientos
en el marco de los programas correspondientes. Los



POES son procedimientos operativos estandariza-
dos que describen las tareas de saneamiento. Se
aplican antes, durante y después de las operaciones
de elaboracion. Es muy importante en los POES que
el Manual de Limpieza y Desinfeccién explique clara-
mente qué limpiar, cdmo hacerlo, cuando hacerlo y
lo que se requiere para hacerlo, asi como los respon-
sables.

Los POES contienen las descripciones de
aquellas tareas especificas relacionadas con la lim-
pieza y la sanitizacién que deben llevarse a cabo
para cumplir el propdsito en forma exitosa. Ese pro-
posito consiste basicamente en reestablecer las
superficies en las cuales se ha acumulado suciedad
propia del procesamiento de los alimentos. Estos
procedimientos se llevan a cabo mediante un enfo-
que sistematico y analisis cuidadoso de un trabajo
especifico de sanitizacidn y se plantean de tal forma
que los peligros que afectan a los alimentos se mini-
mizan o eliminan para cumplir con un estandar de
calidad fijado por la politica de la empresa. La pri-
mera linea de defensa es la especial atencion en el
disefio higiénico del equipamiento, acomparnado
con un programa robusto de mantenimiento pre-
ventivo. Lo segundo es focalizarse en programas de
limpieza bien disefiados. POES adecuados a cada
operacion.

Los biofilms se desarrollan tipicamente en
areas dificiles de limpiar, tales como agujeros, aun
los mas minusculos, incluso en poros de los materia-
les de los equipos. Se encuentran ademas en grietas
y superficies dafiadas o soldaduras, en todos aque-
llos lugares donde no pueden ser perturbados. El
mayor desafio es acceder a ellos. Si los procesado-
res de alimentos pudieran encontrar y acceder a
cada uno de los cm2de su planta y del equipamiento
con los elementos fisicos y quimicos adecuados
para eliminarlos, el crecimiento de biofilms seria
muy poco probable. Los mayores problemas se ven
en plantas que no tienen acceso a todos los puntos
de sus equipamientos de proceso, que pueden tener
poco tiempo para sanitizacién o que estan en un

ambiente de procesamiento seco que no permite la
limpieza hiumeda. La industria tiene el desafio de
mejorar el disefio de planta y el de los equipos de
proceso, poniendo un mayor foco en la sanitizacién
y dedicando tiempo y herramientas adecuadas,
tanto fisicas como quimicas, para hacerlo. En este
ultimo aspecto, es un punto clave la seleccién del
personal idéneo, adecuado para las tareas de saniti-
zacion, asi como su capacitacién constante.

En microbiologia hay dos areas de enorme

estudio y actividad desarrollada en los Gltimos afios,
por un lado, el analisis de los genomas bacterianos,
incluyendo el microbioma humano, y por el otro el
proceso de formacion y desarrollo de los biofilms.
No hay duda de que la disponibilidad de la secuen-
cia completa de numerosos genomas microbianos
ha influido enormemente en diversos campos de la
agricultura, la biologia y la industria. También es un
hecho que las bacterias se desarrollan formando
comunidades de microorganismos (ecologia molec-
ular microbiana), lo cual ha modificado el concepto
de las bacterias como seres unicelulares. Esto
plantea el eventual desarrollo de una nueva disci-
plina dedicada a estudiar estas comunidades micro-
bianas (biofilms) y los fenotipos diferenciales que
aparecen en ellas, distintos con respecto de las bac-
terias individuales.
Elavance en la genomicay protedmica ha permitido
conocer los genes que se expresan de forma difer-
ente cuando las bacterias se hallan formando
biofilms. Esto, a su vez, abre la posibilidad de identi-
ficar estrategias de control con sustancias inhibido-
ras o supresoras del quorum sensing, las moléculas
que facilitan la comunicacién entre las bacterias de
la comunidad respectiva. Por otro lado, propiciar los
procedimientos de inhibicion del desarrollo micro-
biano, profundizar la evaluacién del riesgo microbi-
olégicoy la utilizacién de las herramientas tecnolog-
icas de procesamiento, limpieza, sanitizacion y
gestion de la calidad, entre otras, contribuira a
mejorar la seguridad y calidad de los alimentos y el
control de los biofilms microbianos.
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