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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo el estudio sobre las biopeliculas en superficies de
procesado en la Industria Carnica. Para lo cual se realizé una indagacion bibliografica exhaustiva de
documentos, textos, articulos cientificos, tesis y libros digitales en espafiol o inglés; obtenidos de
diversas plataformas digitales como: Scielo, Science Direct, PubMed, Dialnet, DSpace ESPOCH,
también de instituciones internacionales como: Universidad de Santiago de Compostela (Espafia),
Universidad Nacional de la Plata (Argentina), Universidad Autonoma de Barcelona (Espafa),
Universidad Complutense de Madrid (Espafia), Universidad de Chile (Chile), Universidad de La
Laguna (Espafia); tomando en cuenta que la informacién debe provenir de fuentes confiables y
actuales, el 80% va desde el afio 2010 hasta la actualidad, y el otro 20% son de afios que van del 2006
hasta 2010; se emple6 la técnica de “Recopilacion y seleccion de la informacion” con un criterio de
seleccion, discriminando informacién que no contribuya en el trabajo y sintetizando la informacion
valedera en tablas de formato Excel y Word para un mejor discernimiento. Obteniendo como
resultados que las caracteristicas de las superficies son las que mas influyen en el desarrollo de las
biopeliculas, provocando contaminacion cruzada en el producto final y por consiguiente
toxiinfecciones alimentarias en quienes las consuman; encontrandose que estas biopeliculas pueden
ser detectadas de manera temprana mediante BioFinder, producto gque reacciona en presencia de
biopeliculas a partir de una carga de 10*UFC/cm? y pudiéndose eliminarlas mediante carvacrol en
concentraciones de 1000 ppm a 37° C por 45 min en superficies de acero inoxidable. Se concluye que
las biopeliculas en ambientes de procesado de alimentos afectan a la inocuidad de sus productos
terminados y por lo mismo a la salud de quienes lo consuman, por lo que se recomienda prevenir su

formacidn mediante un plan de limpieza y desinfeccion que intente erradicarlos.

Palabras clave: <INOCUIDAD ALIMENTARIA>, <BIOPELICULAS BACTERIANAS>,
<SUPERFICIES DE PROCESADO>, <INDUSTRIA CARNICA>, <TOXIINFECCIONES
ALIMENTARIAS >
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ABSTRACT

The objective of this research was to study biofilms on processing surfaces in the meat industry. For
which exhaustive bibliographic research of documents, texts, scientific articles, theses and digital
books in Spanish or English was carried out. The information was obtained from various digital
platforms such as: Scielo, Science Direct, PubMed, Dialnet, DSpace ESPOCH, and from international
institutions such as: University of Santiago de Compostela (Spain), National University of La Plata
(Argentina), Autonomous University of Barcelona (Spain), Complutense University of Madrid
(Spain), University of Chile (Chile), University of La Laguna (Spain). Taking into account that the
information must come from reliable and current sources, 80% goes from the year 2010 to the present,
and the other 20% are from years ranging from 2006 to 2010; The technique of "Collection and
selection of information" was used with a selection criterion, discriminating information that does not
contribute to the work and synthesizing the valid information in Excel and Word format tables for
better discernment. Obtaining as results that the characteristics of the surfaces are the most influential
in the development of biofilms, causing cross contamination in the final product and consequently
food toxiinfections in those who consume them. The results showed that these biofilms can be
detected early by BioFinder, a product that reacts in the presence of biofilms from a load of
104UFC/cm2 and can be eliminated by carvacrol in concentrations of 1000 ppm at 37° C for 45 min
on stainless steel surfaces. It is concluded that biofilms in food processing environments affect the
safety of finished products and therefore the health of those who consume them, so it is recommended

to prevent their formation through a cleaning and disinfection plan that tries to eradicate them.

Keywords: <FOOD INSECURITY>, <BACTERIAL BIOPELICLES>, <PROCESSING
SURFACES>, <CHANICAL [INDUSTRY>, <FOOD TOXIINFECTIONS>, <FOOD
TOXIINFECTIONS>.
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INTRODUCCION

De acuerdo con las disposiciones del Codigo de Alimentos de la OPS (2015, p. 2) la seguridad
alimentaria consiste en garantizar que los alimentos no causen dafios a los consumidores cuando
se preparan o ingieren de acuerdo con el uso previsto. Los alimentos son la principal fuente de
exposicion a patdgenos quimicos y bioldgicos (virus, parésitos y bacterias) a los que nadie es

inmune afirma (Sanchez, 2020, p. 1).

Los alimentos no inocuos o contaminados pueden causar enfermedades en quienes las consuman,
se estima que alrededor de 600 millones de personas en todo el mundo se enferman por comer
alimentos contaminados cada afio, OMS (2020, p. 2). Estos brotes son causados por habitos de
higiene insuficientes del personal, contaminacién cruzada, contaminacién de materias primas y
problemas ambientales. En este caso, en la industria alimentaria, la superficie es una de las vias

de contaminacion bacteriana mas comunes, (Whitchurch & Nielsen, 2015, pp. 1-2).

Segun (Dominguez & Badiola, 2015, p. 4) en las Gltimas dos décadas, se ha puesto de manifiesto que
las bacterias no se encuentran en el medio ambiente exclusivamente de forma libre,
comportandose como seres unicelulares como se creia, sino que, en muchas ocasiones pueden
encontrarse formando parte de comunidades microbianas con un sistema de organizacion méas
tipico de los organismos coloniales, creciendo adheridas a superficies y embebidas en matrices

extracelulares que ellas mismas sintetizan denominandolas biopeliculas.

Casi todas las biopeliculas de los ambientes alimentarios contienen multiples especies de
microorganismos, y las complejas interacciones que se establecen dentro de esta comunidad van
a influir significativamente en su arquitectura, actividad y resistencia a la desinfeccion. Es un
hecho que, en los ambientes de la industria carnica coexisten frecuentemente estas tres especies
patdgenas, como Escherichia coli O157: H7 (y otras cepas de Escherichia coli enteropatégenas
productoras de toxina Shiga, STEC) Salmonella entérica y todos sus serotipos potencialmente
patdgenos, y Listeria monocytogenes, que es la Unica especie patdgena de este género, pueden
desarrollar biopeliculas en muchas areas de las plantas de procesado de alimentos, incluidos los

suelos, paredes y tuberias (Lopez & Ortiz, 2020, p. 7).

Es en este contexto que se busca desarrollar el presente trabajo de investigacion donde se desea
estudiar las causas y elementos que constituyen las biopeliculas en las superficies de procesado
en la industria carnica, evaluar el efecto de las biopeliculas en las superficies de procesado sobre
la inocuidad alimentaria y los métodos de control y eliminacion de las biopeliculas empleados en

la actualidad.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1.  Seguridad Alimentaria

La seguridad alimentaria es frecuentemente usada asociandola a la inocuidad, es asi que (Graziano
Da Silva, 2019, p. 1) lo expresa como: sin inocuidad alimentaria no existe la seguridad alimentaria,
pero se debe tomar en cuenta que estos son dos conceptos diferentes.

La seguridad alimentaria se establece cuando todas las personas pueden acceder de forma fisica,
social, econdmica y permanentemente a los alimentos seguros, nutritivos y de calidad con el fin
de satisfacer los requerimientos nutricionales y de preferencia con el propésito de tener una vida

activa y saludable FAO (2015, p. 3).

1.2. Importancia de la Inocuidad de los alimentos

La calidad de los alimentos esta constituida por cuatro caracteristicas béasicas, que son las
nutricionales, organolépticas, inocuas y comerciales. La caracteristica de inocuidad es aquella que
determina la seguridad de que dicho alimento no causara afectacion alguna al consumidor. Los
alimentos son la principal fuente de exposicion a patégenos quimicos y biol6gicos, cuando estos
se llegan a contaminar puede llegar afectar a cualquier persona, pues ningun pais ni persona es

inmune a estos independientemente de la situacion econémica y nivel de desarrollo (ISOTools, 2018,

p. 1).

La OMS (2020, p. 1) manifiesta que, debe tenerse en cuenta la importancia de la seguridad
alimentaria, porque varios alimentos a menudo provocan brotes alimentarios. Estos brotes pueden
ser causados por malas practicas de higiene en toda la cadena de produccién, desde la agricultura
o0 la cria de animales hasta que llega a los consumidores. Ademas de representar una amenaza
para la salud del consumidor, también tiene implicaciones econémicas, porque la desconfianza
de los consumidores en las medidas de seguridad alimentaria puede conducir a interrupciones del

comercio nacional e internacional.

1.3. Enfermedades de transmision alimenticia

Las enfermedades de transmision alimentaria o conocidas como ETAS, son las causadas por
microorganismos o por sustancias quimicas que ingresan en las personas debido al consumo de

alimentos. La contaminacion de los alimentos por estos agentes puede ocurrir en cualquier etapa
2



de la cadena de valor, el ambiente es otro factor para que se puedan llegar a contaminar OMS (2020,

p. 1).

El consumo de alimentos en mal estado o contaminados pueden conllevar a presentar sintomas
que van desde dolor abdominal, diarreas, vomitos y fiebre, estos suelen depender del tipo de
microorganismo y la cantidad ingerida. Es decir que de estos depende la intensidad y rapidez de
afectacion a la persona que lo ha consumido, el cual puede variar de entre deshidratacion, shock
o la muerte ECUARED (2017, p. 239).

(Gonzalez & Gonzalez, 2019, pp. 27-33) expresa que “Las enfermedades de transmision alimentaria son
procesos originados por la ingestion de alimentos contaminados por microorganismos o
sustancias quimicas, en cualquier etapa o eslabon de la cadena alimentaria (del campo o mar a la
mesa), que constituyen un problema creciente de Salud Publica en todo el mundo”. Este a su vez

considera que depende del tipo de patdgeno se las pueden clasificar en:

. Infecciones e Infestaciones Alimentarias, son aquellas donde los alimentos son
Unicamente el vehiculo que transporta al agente infeccioso, dentro de estas se puede
ejemplificar con: brucelosis, tuberculosis, etc.

o Intoxicaciones Alimentarias, estos son procesos secuenciales de la ingesta de alimentos
contaminados con sustancias toxicas que pueden ser quimicas o abioticas que llegaron a
este de forma accidental o intencionalmente dentro de su cadena de valor hasta ser
ingeridas por el consumidor, por ejemplo: botulismo, enterotoxina estafilocécica, etc.

o Toxiinfecciones Alimentarias, estas son enfermedades causadas por la ingesta de
alimentos contaminados con microorganismos patégenos, que provoca alteraciones en el
consumidor producidas por la multiplicacion y colonizacién del microrganismo, como,

por ejemplo: Salmonella, Shigella, V. parahaemolitico, E. coli enteropatogeno, etc.

Acorde a ECUARED (2017, p. 2) entre los alimentos con mayor riesgo de contaminacién tenemos

a:
o Alimentos preparados que son facilmente consumibles frios o calentados.
o Carnes, pescados y mariscos crudos.

o Carnes molidas o en picadillo.

o Leche y productos lacteos sin pasteurizar o sin hervir.

. Huevos y alimentos con huevos, entre otros.



1.4.  Biopeliculas: generalidades

Las biopeliculas son comunidades microbianas complejas que contienen bacterias y hongos; los
microorganismos sintetizan y secretan una matriz de proteccion constituida por sustancias
poliméricas extracelulares (EPS, extracellular polymeric substance) que adhiere firmemente a la
biopelicula en la superficie abiotica o bidtica. Las biopeliculas representan un modo primario de
crecimiento y vida para las bacterias. Donde quiera que haya agua, una superficie de soporte y

los nutrientes disponibles, se formara biopeliculas manifiesta (Martinez Joaquin, 2020, p. 3).

Esta forma de vida, seguln registros fésiles de biopeliculas calcificados se remontan a hace 3.700
millones de afios plantea (Nutman A, 2016, p. 53). La forma de las estructuras y los componentes,
presentes en cada biopelicula, son una mezcla Unica de componentes, dado que la formacién de
la biopelicula estd muy influenciada por el ambiente, como los nutrientes, las especies que lo
crean, las demas especies que pueden interactuar con la biopelicula o posteriores colonizadores

de la estructura, una ya vez ya ha sido generada sostiene (Sutherland, 2016, pp. 54-55).

En resumen, una biopelicula puede describirse como un conjunto de bacterias incrustadas en
barrera densa y viscosa de azucares y proteinas. La barrera de la biopelicula protege a los
microorganismos de las amenazas externas como el estrés oxidativo, falta de nutrimentos,
desecacion, exposicién a los rayos UV, asi como a distintos agentes antimicrobianos y cuenta con
un sistema de canales que le permite establecer un vinculo con el medio externo para hacer

intercambio de nutrientes y eliminar metabolitos de desecho menciona (Phillips PL, 2015, p. 3).

1.5.  Principales causas de la generacion de Biopeliculas en la Industria Carnica

(Guillermo, 2013, pp. 92-102) manifiesta que, para que las biopeliculas se puedan desarrollar es
necesario que existan las condiciones fisicoquimicas y microbioldgicas apropiadas ya que, las
bacterias pueden crear condiciones para formar biopeliculas casi en cualquier ambiente. La
interface sélido-liquida entre una superficie y un medio acuoso (agua-sangre) proporciona un
entorno ideal para la fijacion y crecimiento de microorganismos, actuando principalmente para la

formacion de biopeliculas estos tres componentes:

o Las células bacterianas
o La superficie de anclaje
o y el medio que las rodea.



1.5.1.

Factores implicados

1.5.1.1. Propiedades de la célula

La union de bacterias con una superficie es un proceso fisico-quimico determinado por fuerzas

electroestaticas entre las células y superficie. Las estructuras y moléculas propias de la superficie

externa de las células bacterianas determinan las propiedades de la célula para formar

biopeliculas:

Las prolongaciones de las bacterias como: flagelos y fimbrias ayudan a la adhesion
celular y afectan al grado de union entre las bacterias y la superficie de contacto.

Los pili mediante el proceso de conjugacion estimula el desarrollo de biopeliculas.

La presencia de polisacaridos en la superficie externa de la célula ayuda a facilitar la
adherencia de las bacterias a las superficies.

La “comunicacion celular” o “quérum sensing (QS)” es un mecanismo utilizado por las
bacterias para determinar los cambios en su entorno y aplicar estrategias especificas que
le permiten la adaptacién ambiental en el espacio y el tiempo. Los microorganismos que
utilizan este tipo de QS suelen crecer de forma sigilosa mientras la densidad poblacional
es baja; una vez alcanzada una alta densidad poblacional los autoinductores iniciaran la
liberacion de polimeros formando una red que permitira agrupar a toda la poblacion y

adherirse a una superficie, (Rodriguez, Frizzo, & Espinoza, 2020, pp. 24-28).

1.5.1.2. Propiedades de la superficie

Los factores que mayormente destacan en la formacién de biopeliculas incluyen:

Hidrofobicidad

Limpiabilidad

Resistencia al desgaste

Rugosidad superficial, los autores (Verran & Whitehead, 2016, p. 27) han determinado que
aquellas superficies mas rugosas tienen la capacidad de retener una mayor cantidad de
microorganismos. Por ejemplo, mediante microtopografia de una muestra de acero
inoxidable se observo la existencia de grietas superficiales proveyendo mayor area para

la adhesion celular y, posiblemente proteccidn frente la limpieza.



La energia libre superficial es uno de los pardmetros que mayor relevancia aporta en la adhesion
de bacterias hacia superficies, existen superficies como el acero inoxidable y el oro con una alta
energia superficial y otras como la resinas con méas baja energia superficial, lo que podria
modificar la adhesion bacteriana. Una alta energia superficial del sustrato favoreceria unas
condiciones de hidrofilia y una baja energia superficial la hidrofobia. Si la energia superficial de
la bacteria es superior que la superficie, la adhesion se ve favorecida por la hidrofilia. Sin
embargo, para la hidrofobia, la energia superficial de la bacteria debe ser menor que la del medio

para favorecer la adhesidn, (Abalos, 2016, p. 23).

(Lopez & Ortiz, 2020, p. 1) menciona que, el tipo de material también influyera en la adhesion celular,
disgregacion de la biopelicula y la transferencia de las células al alimento. La adhesion al acero
inoxidable es mas débil que la adhesion a diferentes tipos de plastico como el cloruro de
polivinilo, por lo que la transferencia es mayor desde el acero inoxidable que desde el cloruro de
polivinilo. A pesar de que el acero inoxidable suele presentar una elevada resistencia a la
corrosion, no hay ningn material que no sufra el deterioro. Las células bacterianas se pueden
incorporan a las estrias microscépicas producidas por la corrosion y comenzar el desarrollo de

biopeliculas resistentes a la desinfeccion.

1.5.1.3. Propiedades del medio

. Nutrientes
° pH
. Temperatura

El crecimiento de una biopelicula esta limitado por la cantidad de nutrientes que se encuentran en
el medio y para conocer el tipo de biopelicula que se puede formar. En la industria carnica se dan
niveles muy altos de nutrientes por lo que facilita la formacion y adhesién de biopeliculas en
superficies de procesado (Ofek & Doyle, 2017, p. 19), observaron que la carga del fluido puede afectar

la interaccion entre la célula y la superficie.

Se considera que el pH tiene una gran influencia sobre el crecimiento de bacterias, varios estudios
han demostrado que un aumento gradual de la acidez da lugar a que la supervivencia bacteriana
sea mayor en comparacion a un aumento repentino por la rapida adicion de acido clorhidrico, esto
manifiesta que los microorganismos poseen mecanismos para que la poblacion bacteriana se

adapte a pequefios cambios en el pH, (Trujillo, 2017, pp. 12-13).



La temperatura es posiblemente el factor mas influyente en el crecimiento de microorganismos
ya que estos tienen la capacidad de desarrollarse y adaptarse facilmente a cambios en su entorno,
pueden vivir en un rango muy amplio de temperatura siendo un factor que afecta a los procesos
microbioldgicos, velocidad de reaccion de las enzimas en el metabolismo bacteriano y, por tanto,
afectara fisioldgicamente y bioguimicamente a las células cuando forman una biopelicula,
sostiene (Mconer, V, & A., 2015, p. 8).

Algunos autores han determinado el incremento de bacterias en verano ya que estas crecen en un
rango de temperatura de 15a 50 °C, en el que a mayor temperatura mayor desarrollo y crecimiento
de microorganismos, (Islam, 2015, p. 9) plantea que, aunque tienen biopeliculas aisladas en varios
meses del afio durante mayo / agosto, el grado de aislamiento es significativamente mayor, lo que

coincide con el mes mas caluroso en Bangladesh.

1.6.  Etapas de la formacion de Biopeliculas

La formacion de biopeliculas sobre superficies es una estrategia adaptativa, para que estas
biopeliculas se desarrollen estas dependen de una serie de factores, como los recursos y nutrientes
presentes, condiciones ambientales, propiedades y metabolismo de las bacterias, la comunicacion
celular y la regulacion genética. El desarrollo de biopeliculas se ha dividido en las siguientes
etapas como se observa en la siguiente figura:
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Figura 1-1. Esquema representando las etapas presentes durante el desarrollo de

una biopelicula sobre un sustrato.

Fuente: Caroline, 2013



1.6.1. Adhesion bacteriana

Consiste en el encuentro entre una superficie y bacterias planctonicas a partir de una serie de
variables fisico-quimicas que dan lugar a la interaccion entre la pared bacteriana y la superficie
en cuestion. Inicialmente, la bacteria debe acercarse a la superficie, ya sea directamente por
quimiotaxis, o por una corriente 0 por la movilidad de la propia bacteria; cuando el
microorganismo se encuentre a menos de 1 nandmetro (nm) de la superficie se produce la unién
gracias a las fuerzas atractivas o repulsivas en ambas superficies. Esta union es totalmente

reversible, (Trujillo, 2017, pp. 7-8).

1.6.2. Adhesion bacteriana secundaria

Menciona (Caroline, 2013, pp. 7-15) que, la unién antes mencionada se consolida con la produccién
bacteriana de exopolisacéridos, que se acoplan a materiales superficiales mediante ligandos
especificos ubicados en los pili, fimbrias y bacterias en proceso de adhesion. En esta etapa la
unioén es irreversible, el microorganismo queda unido a una superficie inerte permanentemente.
En esta fase, las bacterias planctonicas se pueden unir unas a otras (Co-agregacion) y a diferentes
especies que estén ya unidas al material (Co-adhesion), formando las microcolonias de sustrato.

1.6.3. Maduracién de la biopelicula

Cuando finamente la bacteria se ha unido de forma irreversible, comienza el proceso de
maduracion de la biopelicula. Las bacterias se dividen activamente y los compuestos
extracelulares creados por ellas mismas interaccionan con las moléculas organicas e inorganicas
del medio creando asi, la glicocalix (material exudado polimérico extracelular compuesto por
proteinas y carbohidratos producido por algunas bacterias y células como las epiteliales de las

superficies mucosas), (Carrillo Raul, 2016, pp. 132-133).

1.6.4. Desprendimiento activo

Para que una biopelicula alcance el equilibrio dindmico, las capas mas externas de esté comienzan
a generar células plantonicas metabolicamente activas y capaces de dividirse, las cuales
colonizaran nuevas superficies. Esta liberacion puede ocurrir por dos mecanismos, (Gonzalez E.,
2016, pp. 19-23):

. Erosion (Pérdida de células individuales).

o Migracién (Pérdida de agregados mayores).



1.7.  Estructuray composicion de las biopeliculas

Una biopelicula tipica esta formada principalmente por los siguientes elementos:

o Agua hasta un 97% del contenido total.
o Microorganismos de un 15-20% del volumen.
o Matriz de naturaleza polimérica, entre un 75-90% del volumen de una biopelicula

madura. Conteniendo en mayor cantidad exopolisacaridos y en menor cantidad
macromoléculas como proteinas, lipidos, minerales y ADN microbiano procedentes de la

lisis de las bacterias, como se observa en la siguiente figura:
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Figura 2-1. Distribucion de los componentes mayoritarios de la matriz de una

biopelicula bacteriana.

Fuente: Lorenzo, 2015

Esta matriz de exopolisacéridos tiene la funcion de retener y mantener cerca a los
macroorganismos entre si, dicha matriz ademas protege a los microorganismos frente a la
desecacion, radiacion ultravioleta, algunos antibidticos, biocidas, oxidantes, cationes metalicos y
defensas inmunes, (Alfricia Villamil, 2012, p. 6).

A continuacién de describen algunos de los componentes mayoritarios de la matriz de la

biopelicula.

1.7.1. Agua

El componente que en mayor proporcion se encuentra en la biopelicula es el agua; (Firestone, 2021,
pp. 7-8) menciona que, esta se encuentra internamente como una red de canales de agua que sirven
como un sistema circulatorio basico, actuando como medio de transporte de nutrientes y de

remocion de productos de desecho. Esto ocurre gracias a que el agua es predominantemente



anionica, de manera que atrapa los nutrientes y minerales del entorno externo de la biopelicula.
Por lo que los canales de agua son, en esencia, la linea de vida del sistema, como se muestra en

la siguiente figura:

Figura 3-1. Biopelicula desarrollada en una superficie de acero inoxidable

en un sistema de agua potable. Canales de H?O.

Fuente: Ibafiez, 2018

1.7.2. Exopolisacaridos

Los polisacéridos constituyen una fraccion mayoritaria de la matriz extracelular, se tratan de
moléculas largas, lineales o ramificadas, que poseen una masa molecular de alrededor de 10°,
consistentes en una mezcla de azucares neutros y cargados, de forma que dan lugar a
heteropolisacaridos. También pueden contener sustituyentes organicos o inorganicos que
afectan significativamente sus propiedades fisicas y bioldgicas sostiene (Abalos, 2016, p. 12).

Los exopolisacéridos cumplen diferentes funciones esenciales para la formacion y desarrollo de
biopeliculas, como la adhesion a superficies y al mantenimiento estructural. Su naturaleza
quimica puede cambiar ya que depende de los microorganismos que la conformen, existiendo en

algunas biopeliculas de especies mixtas células incapaces de generar exopolisacaridos, (Nazar,
2007, p. 6).

1.7.3. Proteinas extracelulares

o Las proteinas enzimaticas tienen funciones que permiten la supervivencia de las
biopeliculas y de las células alojadas, permitiendo el acceso a nutrientes, ayudando a la
regulacién de la integridad o la estabilidad de la biopelicula.

o Las proteinas no enzimaticas de la matriz, tales como las agrupadas a las paredes celulares
o las lectinas (proteinas de unién a carbohidratos), estan involucradas en la formacion y
estabilizacion de la red de polisacéridos de la matriz y constituyen un enlace entre la

superficie bacteriana y las (EPS) extracelulares.
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Por ultimo, los apéndices proteicos, tales como pili, fimbrias y flagelos, pueden también
actuar como elementos estructurales mediante su interaccion con otras (EPS) de la matriz

de la biopelicula manifiesta, (Penadés, 2006, p. 10).

1.7.4. Tensioactivosy lipidos

(Somolinos & Garcia, 2010, pp. 2-9) sostienen que, ademas de las moléculas hidrofilicas como los
polisacaridos, ADN y proteinas, existen en la matriz de la biopelicula otras EPS con propiedades
hidrofobicas. Este caracter hidrofébico ha sido asociado a sustituyentes metilo y acetilo en
polisacaridos o a lipidos, que son cruciales para la adherencia de las bacterias a superficies
hidrofobas.

Ademas, otras EPS con capacidad tensioactiva, como surfactina, viscosina y emulsan, pueden
esparcir sustancias hidrofébicas y facilitar su disponibilidad. Los biotensioactivos han sido
reconocidos como elementos que causan la formacion inicial de microcolonias, facilitando la
migracion de bacterias asociadas a la superficie y la formacion de estructuras con forma de
champifién, previniendo la colonizacion de canales y contribuyendo a la dispersion de la
biopelicula, (Trujillo, 2017, p. 11).

1.7.5. ADN extracelular (eADN)

ElI ADN extracelular (tADN) compone una parte integral de la matriz de la biopelicula y de su
forma de vida. (Whitchurch & Nielsen, 2015, p. 2) mencionan que, se ha comprobado que el eADN es
un componente mayoritario en la matriz de la biopelicula de P. aeruginosa, donde actia como
conector intercelular. En biopeliculas de otras especies, eADN actlia como adhesivo o incluso
como antimicrobiano, causando lisis celular mediante la quelacion de cationes que estabilizan

lipopolisacaridos y la membrana externa bacteriana.

1.8.  Resistencia de las biopeliculas

(Lopez & Ortiz, 2020, p. 5) manifiesta que, la resistencia de las biopeliculas depende de los atributos
de la propia biopelicula, como la matriz EPS, que puede restringir la entrada del antimicrobiano
y la presencia de diferentes microambientes en los que los antimicrobianos pueden ser
antagonizados. En cambio, la resistencia de las células viene dada por factores intrinsecos de cada
cepa bacteriana, como la concentracion minima del antimicrobiano necesario para inhibir la
propagacion bacteriana, que puede aumentar por mutacion o por la adquisicion de genes de

resistencia por transferencia genética horizontal.
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Se describiran tres mecanismos de tolerancia o proteccion:

1.8.1. Bloqueo

El exopolimero tiene el trabajo de proteger a la biopelicula como también de la dispersion de
sustancias nutritivas, del acceso de los biocidas y de la desecacion, pero, el ingreso a las zonas
mas profundas es limitado gracias a su organizacion estructural y a que la biopelicula en su
interior posee diversos ambientes donde su pH, disponibilidad de oxigeno y concentracion de
nutrientes es variada. En el caso del oxigeno, existen partes de la biopelicula que poseen una
limitada cantidad de oxigeno y es ahi donde se albergaran microorganismos anaerobios. La
difusién restringida es uno de los fenébmenos que proporciona a las células de la biopelicula una
resistencia o proteccién extra frente a circunstancias adversas del entorno como la exposicién a

sustancias antimicrobianas, (Barroso, Maia, & Cabrita, 2019, p. 16).

1.8.2. Proteccién mutua

(Ruiz, 2015, p. 8) menciona, otra particularidad exclusiva de las biopeliculas polimicrobianas son
los efectos cooperativos de proteccion que diferentes especies de bacterias ejercen entre si. Por
ejemplo, las bacterias resistentes a los antibidticos pueden segregar enzimas protectoras o
proteinas fijadoras de antibidticos que pueden proteger a las bacterias colindantes no resistentes

a ese antibidtico en una biopelicula.

1.8.9. Hibernacion (bacterias inactivas)

Se refiere a que una subpoblacién de bacterias se convierte metabo6licamente inactiva
(hibernacién). Para que los antibidticos pueden ocasionar efecto estas requieren de bacterias
metabolicamente activas, ya que en muchas ocasiones emplean como dianas sus sistemas
enzimaticos. Por lo que, una bacteria metab6licamente inactiva carecera de las dianas pertinentes

para la accion del agente antimicrobiano, (Phillips PL, 2015, pp. 5-8).

1.9.  Biopeliculas en la industria carnica

Tradicionalmente se creia que la principal fuente de contaminacién en la industria cérnica era

durante el sacrificio de los animales; sin embargo, (Canet, 2020, p. 3) ha comprobado que también

las propias instalaciones de la industria favorecen al desarrollo de las biopeliculas. En los

ambientes de la industria carnica lo mas frecuente es encontrar biopeliculas mixtas formados por

una sola especie patdgena (Escherichia coli, Salmonella enterica o Listeria monocytogenes) y
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diferentes no patdgenas (Staphylococcus, Bacillus y Pseudomonas, entre otros); dado que en el
ambiente los organismos comensales o alterantes son mas comunes que los organismos
patogenos, estos pueden DESARROLLAR BIOPELICULAS en distintas areas, incluidos los

suelos, paredes, tuberias, maquinas, utensilios, etc.

Las proteinas presentes en la carne como: fibronectina, laminina y coldgeno podrian interactuar
con las biopeliculas presentes en las superficies de procesado ayudando a su adherencia. Los
residuos orgéanicos de la industria carnica presentan una fuente de acumulacion de
microorganismos y la consecuente formacién de biopeliculas convirtiéndose en una fuente de

contaminacion cruzada, (Srey & Kabir, 2013, p. 3).

(Rodriguez, 2012, pp. 35-37) menciona que, la carne suministra un buen sustrato para el crecimiento
de microorganismos, tanto alterantes como patdgenos, ya que posee una elevada actividad de
agua (0,99), es rica en proteinas, lipidos, diversos componentes solubles de bajo peso molecular,
vitaminas y minerales y contiene una pequefia concentracién de carbohidratos (0-1,2 %). Ademas,
la carne es susceptible de contaminaciones cruzadas durante las operaciones de sacrificio,

carnizacion, procesado y almacenamiento.

La adhesion de bacterias a superficies en contacto con el alimento o con el producto, conlleva
serios problemas higiénicos y numerosas pérdidas econdmicas por los productos que se llegan a
desechar; por este motivo es preciso eliminar todos los microorganismos de las superficies en
contacto con los alimentos, antes que contaminen y establezcan una biopelicula que servird como
reservorio. Las biopeliculas formadas sobre las carnes crudas y en el entorno del proceso
(superficies, utensilios e instrumentos) aumenta las probabilidades de contaminacion cruzada y
contaminaciones posteriores, (Téllez, 2010, p. 1). Ademas del riesgo de contaminacion, el desarrollo

de biopeliculas puede interferir en diferentes procesos y causar dafios en los equipos.

1.9.1. Principales problemas que causan las biopeliculas en la Industria carnica

Las biopeliculas son comunidades complejas de microorganismos capaces de colonizar y
adherirse sobre casi cualquier tipo de superficie formando biopeliculas. La amenaza de estas
estructuras microbioldgicas es el doble porque producen el deterioro de productos o superficies
en las que se desarrollan; cuando las biopeliculas estan formadas por microorganismos de
naturaleza patdgena, son motivo de gran preocupacion en la industria carnica ya que suponen
una fuente de contaminacion de los productos y un riesgo para la salud publica, (Martinez Joaguin,

2020, p. 6).
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En las industrias y en la industria carnica es de interés que no ocurra una adherencia de las células
bacterianas a una superficie metélica ya que esto resulta en biocorrosion y logra dafiar las lineas
de tuberias lo cual representa un gasto de millones de dolares por reparaciones, (Palmer, Flint, &
Brooks, 2007, p. 13). Hoy en dia, las industrias alimentarias suman a su lista de cuidados que no
ocurra adherencia de patégenos transmitidos por alimentos en las superficies con mayor contacto
a los alimentos por motivos de salud publica ademéas de econdmicos al verse obligados a hacer

remplazos de materiales por biocorrosion.

Los principales problemas originados por la presencia de biopeliculas son:

o Contaminacion del producto, pérdida de calidad y vida util del mismo.
o Infecciones o enfermedades cuando estan presentes microorganismos patdgenos.
o Obturacién de conducciones y tuberias, produciendo la reduccion de la velocidad de flujo

y aumento de costes en energia.

o Obturacion y deterioro de membranas, produciendo la reduccion de permeabilidad.
o Reduccion de la transferencia de energia y eficiencia energética.
o Corrosion de superficies metélicas, cuando crecen en la biopelicula bacterias sulfato-

reductoras o productoras de acido, (Martinez, 2015, p. 3).

La gran mayoria de especies bacterianas tienen la capacidad de formar biopeliculas, algunos
géneros lo forman mas facil como es en el caso de Listeria monocytogenes, Salmonella spp.,
Escherichia coli, Pseudomonas spp., Campylobacter jenuni; siendo las mismas las principales
bacterias que se encuentran en la industria carnica y son de vital importancia en relacién con la

seguridad alimentaria:

1.9.1.1. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram positiva que puede producir una infeccion peligrosa
Illamada listeriosis, que puede llevar a circunstancias graves de la enfermedad, tales como
septicemia, encefalitis, meningitis, abortos y muertes. L. monocytogenes puede crecer en
presencia de altas condiciones de sal o temperaturas de refrigeracion, permaneciendo viable en

diversos productos alimenticios hasta el final de su vida til, (Camargo, Woodward, Call, & Nero, 2017,
p. 14).

(Téllez, 2010, p. 1) manifiesta que, es un patégeno que puede formar biopeliculas en un lapso corto
de tiempo capas de proliferarse y unirse a una superficie viva o inerte (acero inoxidable, plastico,

vidrio y cemento) en ambientes frios y humedos, utilizan sus flagelos, pilis y proteinas de
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membrana para iniciar su adhesion. Se ha observado que Listeria muestra mayor adhesion cuando

esta en la fase de mayor actividad metabdlica.

1.9.1.2. Salmonella spp.

Pertenece al grupo de bacterias gram negativas con un efecto patdégeno tanto para humanos como
animales; capaces de formar biopeliculas en distintas superficies como acero inoxidable, plastico,
vidrio, cemento, marmol y granito, las cuales se encuentran normalmente en granjas, mataderos,
industria de alimentos, cocinas, entre otros. (Siuce, Maximiliano, Urtado, Rosadio, & Maturrano, 2021, pp.
7-9) argumentan que, esto se debe a que posee estructuras de superficie, como la SEF 17 fimbriae,
que les facilitan la adhesidn a las superficies inanimadas, proporcionando a las células cierta

capacidad de resistencia frente a fuerzas mecanicas.

Investigaciones recientes han demostrado que Salmonella, E. coli y muchas otras enterobacterias
producen celulosa que se entreteje con otros componentes extracelulares para formar estructuras
tridimensionales, para conferir adhesion a las superficies y promover las interacciones célula-

célula y proteger las células del entorno desfavorable, (Fernandez, 2020, p. 5).

1.9.1.3. Escherichia coli

Para la formacion de biopeliculas, E. coli emplea flagelos, pilis y proteinas de membrana para
iniciar la adhesion. Cuando ya esta unida a la superficie pierde sus flagelos e incrementa la
produccion de sustancias poliméricas extracelulares, se ha demostrado que la formacion de
biopeliculas proporciona una mayor resistencia a E. coli 0157:H7 cuando se expone a soluciones

de hipoclorito, uno de los desinfectantes de mayor uso en la industria alimentaria (Téllez, 2010, p.
1).

1.9.1.4. Pseudomonas spp.

Son bacterias muy ubicuas presentes en una variedad de ambientes, producen una gran cantidad
de sustancias poliméricas que les permite unirse a superficies inertes como el acero inoxidable,
este grupo de bacterias dentro de la biopelicula puede coexistir con Listeria, Salmonella, y otros

patdgenos para formar biopeliculas multiespecificos mucho més estables y resistentes. (Gutiérrez,
Andrea, & Sanchez, 2017, pp. 26-32).
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1.9.1.5. Campylobacter jenuni

Campylobacter es el principal agente causante de gastroenteritis transmitida por los alimentos, en
paises desarrollados, y presenta una prevalencia importante en los paises en desarrollo. De manera
general, es aceptado que los alimentos de origen aviar son una fuente importante de infeccion por
Campylobacter en humanos; y para los casos de infecciones por Campylobacter jejuni, el
consumo de carne de pollo se ha establecido como el principal factor de riesgo, (Itram Higiene, 2020,
p. 5).

(Salcedo, 2020, p. 6) menciona que, Campylobacter tiene la capacidad de sobrevivir a ambientes de
alto estrés ya que tienen la capacidad de formar biopeliculas mono-especies o integrarse a
biopeliculas ya existentes. EI microambiente creado en el interior de la biopelicula, protege a C.
jejuni de su inactivacion por la presencia de oxigeno. Se ha demostrado que esta bacteria en el
interior de la biopelicula es capaz de sobrevivir durante una semana a 10 °C, con escasos hiveles
nutritivos y en condiciones atmosféricas normales, a pesar de su sensibilidad a este tipo de

ambientes.

(Silvéan, 2017, p. 1) sefiala que, también se ha observado que C. jejuni desarrolla biopeliculas mas
rapidamente bajo las condiciones aerdbicas mas estresantes (20% O2) que en condiciones de
microaerofilia (5% 02, 10% CO2), lo que muestra la capacidad de este microorganismo de
adaptar las condiciones propias de la biopelicula en su beneficio, actuando como reservorio de

células viables.

1.10. Meétodos de control y eliminacion de biopeliculas

Las biopeliculas una vez implantadas son dificiles de erradicar, por lo que es mucho més eficaz
prevenir su formacion mediante un plan de limpieza y desinfeccion (L+D) adecuado, por lo que
es importante conocer la naturaleza tanto de la suciedad como de los microorganismos que se
desean eliminar. Es necesario que el disefio de los equipos y la planta cumplan con altos
estandares de calidad, salubridad e inocuidad es decir que cumplan con el “Reglamento de Buenas
Practicas para Alimentos Procesados” establecido en el Decreto Ejecutivo 3253 y publicado en

Registro Oficial 696 del 4 de noviembre del 2002, (Oliva, 2016, p. 11).

En funciéon de todos estos factores se debe disefiar un plan que incluya los productos méas
adecuados, la concentracion, la frecuencia y las condiciones de aplicacion. Los sistemas de
limpieza y desinfeccion mal disefiados pueden contribuir no sélo a un control ineficiente sino

incluso al incremento de la resistencia de las biopeliculas. La mayoria de los regimenes de
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limpieza incluyen la eliminacién con agua o vapor de agua tibia o caliente seguido de la aplicacion
de agentes quimicos, enjuague y saneamiento, (Trujillo, 2017, pp. 23-24). La limpieza se puede lograr
mediante el uso de productos quimicos o la combinacion de fuerza quimica y fisica (turbulencia

de agua o fregado).

La mayoria de agentes utilizados en la industria son compuestos alcalinos que actian como
detergentes para la grasa y las proteinas, estos se pueden usar en combinacidén con agentes
secuestrantes 0 quelantes y agentes humectantes anidnicos (compatibles con los compuestos
acidos o alcalinos), entre los principales agentes antimicrobianos convencionales empleados en
los sistemas de limpieza se encuentran el yodo, hipoclorito, &cido anidnico, acido peroxiacético
y amonio cuaternario, llegando a eliminar el 90% o mas de los microorganismos asociados a las

superficies de contacto, pero no siempre resulta posible lograr su total eliminacién, (Casarin &
Brandeli, 2016, p. 18).

En la actualidad, como opcién al uso de desinfectantes quimicos tradicionales, se estéa estudiando
la eficacia de algunos antimicrobianos de origen natural. Respondiendo asi a la demanda de los
consumidores por productos alimenticios mas seguros, naturales y saludables, y al naciente
crecimiento negativo y apreciacion de los consumidores contra los productos quimicos sintéticos,
lo que se estéd desplazando el esfuerzo de investigacion hacia alternativas naturales (Bonilla, Monroy,

& Arrieta, 2021, p. 7).

Las soluciones innovadoras para el control y eliminacion de biopeliculas pasan por:

o El cuidado y desarrollo de estrategias de disefio higiénico de procesos, estamos
refiriéndonos a acciones preventivas que permitan disponer de unas condiciones de
trabajo higiénicas de manera que se minimice el riesgo de contaminacion del producto.
Por ejemplo, angulos que faciliten la limpieza, evitar zonas muertas, uniones estancas e
higiénicas, maquinaria autodrenable, (Silvan, 2017, p. 1).

o Sistemas de gestion eficaz de limpieza y desinfeccion. De manera que todos los equipos
se mantengan en adecuado estado de conservacion removiendo los residuos y suciedades
que puedan ser fuente de contaminacion.

o La monitorizacién y analisis riguroso de la estructura y topografia de las biopeliculas.
Para ello es necesario analizar la composicion en cuanto a microorganismos y sustancias
que los sostienen, asi como la disposicion y viabilidad celular. Para ello se recurre
a métodos noveles como:

— La tincion con marcadores fluorescentes.

- La observacion microscopica de las biopeliculas.
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Sensores de superficie y biosensores.

Evaluacion de la eficacia de tratamientos biosidas frente a biopeliculas, entre otros:

— Detergentes quimicos o enzimaticos especificos para la eliminacion de biopeliculas.
— Nuevos materiales de mayor resistencia a la proliferacién de biopeliculas y/o con
propiedades antimicrobianas.

— Procedimientos o estrategias antimicrobianas: radiacion, UV, desecacion, ozono.

— La monitorizacion de la aplicacién de microorganismos bacteriéfagos (fagos) que los
eliminen, (Martinez, 2015, p. 1).

18



CAPITULO II

2. METODOLOGIA

2.1.  Busqueda de informacion bibliografica

La compilacion de la informacion se obtuvo de plataformas digitales tales como: Google
académico, Scielo, Science Direct, Revista de microbiologia aplicada, Polo del conocimiento,
PubMed, Dialnet, Repositorio institucional de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, en
la base DSpace ESPOCH, también de repositorios institucionales a nivel nacional tales como: de
la Universidad Nacional de Chimborazo, Universidad Politécnica Estatal del Carchi, Universidad
Técnica de Ambato, Universidad Técnica de Machala, Universidad Central del Ecuador, y en
instituciones internacionales de paises como: Universidad de Santiago de Compostela (Espafa),
Universidad Nacional de la Plata (Argentina), Universidad Auténoma de Barcelona (Espafa),
Universidad Complutense de Madrid (Espafia), Universidad de Chile (Chile), Universidad de La
Laguna (Espafia).

Los documentos y textos que se utilizaron en la presente investigacion fueron publicados en
diferentes afios, tomando en cuenta que la mayoria debe ser informacion actual, el 80% son desde
el afio 2010 hasta la actualidad, y el otro 20% son de afios que va de 2006 hasta el afio 2010,

permitiendo asi obtener una adecuada informacion.

2.2. Criterios de seleccion

Los criterios de seleccion de informacién se basaron principalmente en el titulo del trabajo,
palabras claves, los resultados obtenidos la mayoria se encontraban en idioma espafiol, y en ingles
que fueron traducidos, los intervalos de los afios de publicacion fueron desde 2015 a la actualidad,
y que para ampliar la informacidn se busco de afios atras, que brindan informacion relevante, la
informacién en algunas ocasiones no procede de fuentes confiables

Con estos parametros se recopilo las principales fuentes empleadas en el presente trabajo que se

detallan a continuacion:

En cuanto a las biopeliculas:

o Mosqueda (2015, pp. 12-30): Evaluacion de la formacion de biopeliculas de Salmonella sp.

en equipo de procesamiento carnico de acero inoxidable.
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Sarti, Miguez, & Cura (2019, pp. 6-10): Optimization of the culture conditions for the
development of a bacterial biofilm and its application as a biofertilizer in Solanum
lycopersicum.

Donlan & Costerton (2015, pp. 167-193): Biofilms: survival mechanisms of clinically
relevant microorganisms.

Giaouris, Chorianopoulos, & Doulgeraki (2013, p. 17): Co-Culture with Listeria
monocytogenes within a Dual-Species Biofilm Community Strongly Increases Resistance
of Pseudomonas putida to Benzalkonium Chloride.

Caldas (2015, pp. 15-17): Informe del Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de
Seguridad Alimentaria y Nutricién (AESAN) en relacién a los biofilms y su repercusion

en la seguridad alimentaria.

Referente a los efectos que causan las biopeliculas sobre la inocuidad alimentaria tenemos:

Lapierre (2017, pp. 5-8): Epidemiologia, transmisién y control de Campylobacter spp.
Judrez (2020, pp. 12-15): Impacto de la contaminacion por Salmonella spp.

Diaz (2020, p. 1): Ranking de los paises europeos con mayor nimero de casos de infeccion
por E. coli verotdxica en 2017.

Milvaques (2019, pp. 32-36): Listeriosis en Europa: los casos mas recientes.

En cuanto a los métodos de control y eliminacion de biopeliculas tenemos:

Bonilla, Monroy, & Arrieta (2021, p.7): Eliminacién de biopeliculas mediante
antimicrobianos naturales en superficies de proceso en la industria alimentaria.

Silva (2019, p.1): Actividad antimicrobiana y anti-biofilm de compuestos de aceites
esenciales en cepas de Escherichia coli presentes en la Industria Carnica.

Fernandez (2015, pp. 18-23): Eliminacion de biopeliculas microbianas mediante el uso de
compuestos antimicrobianos de origen natural.

Grao (2016, pp. 13-16): Efectos combinados del carvacrol y citral en la eliminacion de
biopeliculas.

Alba (2015, pp. 39-47): Estudio de la efectividad de enzimas sobre biofilms mixtos de

Listeria monocytogenes.
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2.3. Métodos de sistematizacion de la informacion

Para el siguiente trabajo tipo bibliografico se emple6 la técnica de “Recopilacion y seleccion de
la informacioén” con un criterio de seleccion, discriminando informacion que no contribuya para
la comprension del trabajo. La informacion obtenida se ordend de la manera mas adecuada
resumiéndola, mediante tablas en formato Excel y en formato Word, para que sea lo méas
comprensible.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS DE INVESTIGACIONES Y DISCUSION

Los resultados que se obtuvieron de las investigaciones realizadas son expuestos en las siguientes

tablas:

3.1

en la industria carnica.

Causas y elementos que constituyen las biopeliculas en las superficies de procesado

Muchas son las causas y elementos que pueden influir en el desarrollo de biopeliculas en las

superficies de procesado en la industria carnica, algunas de las variables mas destacadas que

intervienen en el proceso de adherencia y crecimiento de las biopeliculas se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla 1-3: Variables mas destacadas que intervienen en el desarrollo de biopeliculas en las

superficies en la Industria Carnica.

FACTORES QUE A <
REFERENCIA INTERVIENEN PARAMETROS DESCRIPCION
Impactan la formacion de biopeliculas y,
Hidrofobicidad por lo tanto, afectan al estado de higiene
Mosqueda (2015) Caracteristicas de la Rugosidad de la interfaz general de la superficie. Juegan un papel

Sarti, Miguez, &
Cura (2019)

Donlan & Costerton
(2015)

Giaouris,
Chorianopoulos, &
Doulgeraki, (2013)

y
Caldas (2015)

superficie de union

Componentes de la matriz
alimentaria

Propiedades del fluido

Composicién y diversidad
microbiana (Industria)

Textura

Desperdicios de alimentos

Ph

Velocidad del flujo
Disponibilidad de
nutrientes
Temperatura
Humedad

Componentes de la
membrana celular
Apéndices ( pili, flagelos,
fimbrias)

EPS secretados por
bacterias

importante en la fijacion inicial de las
células.

Los desperdicios de carne, facilitan el
crecimiento 'y la multiplicacion de
microorganismos favoreciendo el
desarrollo de biopeliculas especialmente
de dos especies: E. Coli y Staphylococcus
aureus.

Estas se correlacionan con la velocidad de
reaccion de las enzimas, en el
metabolismo bacteriano, y, por lo tanto,
afecta el desarrollo de muchos procesos
fisiol6gicos y bioguimicos de las células
cuando forman las biopeliculas.

Las estructuras bacterianas como pilis y
fimbrias interviene en la adhesion,
motilidad y comunicaciones
intercelulares. La interaccion entre
proteinas bacterianas y proteinas o
carbohidratos situados en la superficie.

Fuente: * Mosqueda (2015), 2Sarti, Miguez, & Cura (2019), 3 Donlan & Costerton (2015), 4 Giaouris, Chorianopoulos,
& Doulgeraki, (2013), ® Caldas (2015).

Realizado por: Galeas Dutan Jennyfer (2021)
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Mosqueda (2015, pp. 12-30), realizo un estudio donde experimento con diferentes tipos de aceros
inoxidables: acero inoxidable 304, acero inoxidable 316 y acero inoxidable 316 pulido con el fin
de determinar la influencia que posee el material de la superficie en el desarrollo de biopeliculas.
Donde, observo la cinética de crecimiento de las biopeliculas de Salmonella heilderbeg en un
periodo de 24 horas donde no obtuvo diferencias significativas para ninguno de los tres aceros.

Mediante microscopia electrénica de barrido evalué la morfologia y estructuras de las
biopeliculas en los tres aceros (304, 316 y 316 pulido) donde aprecio que en el acero 304, a las
24 h ya habia formacion de biopeliculas donde las sustancias poliméricas extracelulares ya
cubrian la gran parte de microorganismos y solo se observan unos cuantos sueltos. Por otro lado,
en el acero 316 observo una gran cantidad de células sueltas o agrupaciones pequefias, distribuidas

por toda la superficie del metal.

Finalmente, en el acero 316 pulido se observé una gran cantidad de células unidas entre ellas en
unidades pequefias y estructura plana, sin llegar a ser biopeliculas maduras. Manifiesta que esto
puede deberse a la diferencia de aspereza que posee la superficie de acero inoxidable 304 en
comparacion con los otros dos aceros, a escala microscépica se observa, que el acero presenta
diminutas oquedades que permiten una mayor retencion de bacterias por el incremento del nimero
de puntos de adhesion también, a la escasez de nutrientes acumulados por la falta de rugosidad
en los dos aceros inoxidables 316.

Sarti, Miguez, & Cura (2019, pp. 6-10) manifiestan que, un sustrato sea solido, agua y algunos
nutrientes son suficientes para permitir la construccion de una fortaleza microbiana, llamada
biopelicula por lo que, realizaron una investigacion donde estudiaron la diferencia de crecimiento
de biopeliculas de Bacillus subtilis en diferentes medios de cultivo como peptona, caldo nutritivo,

tripteina soja y cerebro corazén a 30°C en condiciones estaticas.

La cantidad obtenida de biopelicula formada, utilizando caldo nutritivo, no mostro diferencia con
la peptona y la tripteina soja, pero cuando se usé caldo de cerebro-corazon, el increment6 de
biopeliculas en comparacion con los otros caldos de cultivo fue el triple 2,7 mg de biopelicula/ml
cultivo. Nuestro autor concluye que este ultimo caldo de cultivo ademas de poseer hidrolizados
proteicos, contiene otros nutrientes como fosfatos, glucosa y otros, que actian y favorecen el

crecimiento de las biopeliculas.

Con respecto a las propiedades del fluido sobre la superficie en la que se va a formar la biopelicula

Donlan & Costerton (2015, pp. 167-193) determinaron que las bacterias forman biopeliculas

preferentemente en ambientes de alta turbulencia. Las células planctdnicas pueden adherirse a
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superficies e iniciar a formacion de biopeliculas en presencia de fuerzas de cizalladura que
superan el nimero de Reynolds de 5000. Este estudio demostr6 que las biopeliculas desarrolladas
en ambientes de baja turbulencia tiene una baja resistencia a la traccion y se rompen con facilidad,
mientras que aquellos formados en entornos de flujo turbulento son mas fuertes y resistentes a la

rotura mecanica.

Giaouris, Chorianopoulos, & Doulgeraki (2013, p. 17) en un estudio demostraron que en
condiciones de especies duales L. monocytogenes y P. putidas en este caso, la resistencia de las
células aumentaba considerablemente gracias a su estructura mas compleja. Estos autores
indicaron que la resistencia de las biopeliculas de especies mixtas de L. monocytogenes y P.
putida aparece estar relacionado con su estructura microscopica y con la asociacion entre las
especies involucradas debido a la secrecién combinada de las distintas sustancias poliméricas
extracelulares. Caldas (2015, p. 15-17) manifiesta que la superficie celular como los flagelos, pili,
proteinas de adhesion también influyen, los pili actGan como un velcro para anclar las bacterias a
algunas superficies y también actian como quimiorreceptores, dirigiendo a la bacteria hacia

algunos sitios especificos.

3.2.  Efecto de las biopeliculas en las superficies de procesado sobre la inocuidad

alimentaria

Las biopeliculas formadas en superficies que estan en contacto con los alimentos son la principal
causa de contaminacion del producto final, con una pérdida de calidad y vida util, ademas, de
provocar infecciones en sus consumidores por microorganismos patdgenos. Las principales

bacterias patdgenas causantes de toxiinfecciones alimentarias se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 2-3: Brotes de origen alimentario por bacterias patdgenas causadas principalmente por

contaminacion cruzada

FUENTE O VIA

ALIMENTOS BACTERIA
REFERENCIA IMPLICADOS PROBABLE DEL PATOGENA ENFERMEDAD
BROTE
Carne de aves cruda o
. poco cocida y leche sin
Lapierre (2017) pasteurizar Ambiente de procesado Campylobacter Campilobacteriosis
Huevos crudos, carne de
Juarez (2020) avesy o_tros prc_>ductos de Ambiente de procesado Salmonella spp. Salmonelosis
origen animal.
Leche cruda sin
pasteurizar y carne poco .
Diaz (2020) cocida. También rutas y Ambiente de procesado y Escherichia coli. Infeccion

hortalizas frescas. falta de BPH
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Productos lacteos sin

pasteurizar, frutas, Ambiente de procesado y
hortalizas, y diversos mal manejo doméstico
alimentos preparados.

Milvaques (2019) Listerya spp. Listeriosis

Fuente: ' Lapierre (2017), 2Juarez (2020), 3 Diaz (2020), * Milvaques (2019).
Realizado por: Galeas Dutan Jennyfer (2021)

Segun datos recopilados por Lapierre (2017, pp. 5-8) Campylobacter es considerada la bacteria que
causa la mayor cantidad de casos de disenteria en el mundo, en el 2018 se reportd 246,571 casos
de Campilobacteriosis para la UE, jugando un papel importante en la contaminacion cruzada. Méas
del 90 % de los casos son asociados con consumo de carne no bien cocida, especialmente la de
ave. Las formas de alimentacidn y técnicas de procesamiento son las fuentes mas comunes de
contaminacion pudiendo darse durante la evisceracion o en el chiller. La contaminacion viene de

la superficie, agua, tierra, otros insumos, maquinarias, operarios, etc.

Juarez (2020, pp. 12-15) mediante revisién bibliografica obtuvo que la Salmonella es el segundo
microorganismo patdgeno causante de infecciones (Salmonelosis) y enfermedades relacionadas
con disenteria. La contaminacion cruzada es la principal causa de intoxicaciones por Salmonella,
en el afio 2018 en la Unidn Europea se registraron 91,957 casos. Segun el autor estos brotes se
relacionan principalmente con productos como carnes, aves y huevos pocos cocidos o
contaminados, esta contaminacion cruzada ocurre cuando el microorganismo en un alimento o

superficie contaminada entra en contacto con otra superficie.

Teniendo en cuenta los datos recopilados por Diaz (2020, p. 1) con mencién a Escherichia coli
tenemos que para el 2017 en la UE surgieron 6243 toxiinfecciones causadas por esta bacteria, esta
se encuentra normalmente en los intestinos de las personas y los animales. Normalmente esta se
propaga por contaminacion cruzada entre superficies, producto y personal operativo mediante
uniformes o utensilios, causando en la mayoria de personas diarrea y célicos estomacales fuertes.
Algunas de las formas en las que se puede contagiar es comiendo frutas y verduras contaminadas

crudas o sin lavar, beber leche sin pasteurizar, comer carne cruda o no bien cocida, etc.

Segun datos recopilados por *Milvaques (2019) Listeria es una de las bacterias mas preocupantes
por las industrias agroalimentarias por su gran resistencia a determinadas condiciones por lo que
le convierten en una fuente potencial de contaminacion de alimentos. En 2018, en la UE se
confirmaron 2549 casos de listeriosis, la listeriosis se contrae normalmente al comer comida
contaminada, por ejemplo: alimentos pre cocidos o listos para el consumo, pescados ahumados,
carnes, quesos (especialmente los tiernos) y verduras crudas. Méas del 90% de los casos de
listeriosis corresponde a la ingesta de alimentos listos para el consumo con un nivel de

contaminacion superior a las 2.000 UFC/g.
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3.3.  Meétodos para la deteccion de biopeliculas en la Industria Alimentaria
El desarrollo de métodos para la deteccion temprana de biopeliculas en superficies de procesado
tienen una gran importancia en la prevencion de la contaminacion cruzada, los cuales se describen

en la siguiente tabla:

Tabla 3-3: Métodos disponibles para la deteccion de biopeliculas en Industrias Alimentarias

REFERENCIA METODO MATERIAL DESCRIPCION
A Disefiado para reaccionar con la enzima catalasa positiva presente en
cero
. o o las biopeliculas, detecta biopeliculas de forma visual e inmediata,
Ripolles (2018)  BioFinder inoxidable ) ) » o
. . produciendo una espuma blanca si la reaccién es positiva.
Polipropileno
L . o . o Método que mediante hisopado permite, identificar y corregir
Rodriguéz Bioluminiscencia-  Superficies o ) o o
. rpidamente posibles deficiencias en los protocolos de limpieza y
(2018) ATP Equipos

reducir asi los riesgos de contaminacion microbiana.

Fuente: ! Ripolles (2018), 2Rodriguéz (2018).
Realizado por: Galeas Dutan Jennyfer (2021)

IRipolles (2018) utilizd para detectar y revelar biopeliculas, se basa en una reaccién enzimatica que
libera oxigeno (espuma blanca) cuando la enzima catalasa positiva de los microorganismos esta
presente. Evalué una gama de microorganismos capaces de formar biopeliculas; bacterias
catalasa-positivas: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica ser. Typhimurium y Cronobacter

sakazakii fueron empleados, asi como la bacteria catalasa negativa: Lactobacillus brevis.

Se aplicé 100ul de BioFinder mediante atomizacion sobre superficies de acero inoxidable y
polipropileno observandose, resultados positivos después de 10 min. BioFinder fue capaz de
revelar estos patégenos a partir de una carga de 10* UFC/cm? y aunque hubiera microorganismos
catalasa negativo este seria capaz de detectar las biopeliculas por la estructura multi especies de

las biopeliculas.

En cuanto 2Rodriguéz (2018) utiliza el método de trifosfato de adenosina (ATP) por bioluminiscencia
para la deteccion de microorganismos y carga organica presentes en superficies y equipos,
mediante un hisopado en superficies y equipos post limpieza y desinfeccion, se determina
mediante un lumindémetro la cantidad de trifosfato de adenosina (ATP) presente en la superficie
0 equipo muestreado. El limite de deteccion de este método es igual al del BioFinder de 10*
UFC/cm?,
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Se muestreo tres equipos de acero inoxidable mediante un hisopado vertical y horizontal de
diferentes equipos: recuperadora de carne, formadora y molino, teniendo lecturas de 5 URL, 9
URL y 0 URL respectivamente encontrandose dentro de los parametros de validacion de limpieza.
No obstante, este método no es recomendado para detectar biopeliculas dado que todas las células
contienen ATP y una lectura positiva indicaria la presencia de cualquier célula, y no solo células
bacterianas.

3.4.  Métodos de eliminacién de biopeliculas en la Industria Alimentaria

Se han llevado a cabo varios estudios sobre métodos para eliminar biopeliculas los cuales se

presentan en la siguiente tabla:
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Tabla 4-3: Métodos de eliminacion de biopeliculas mediante antimicrobianos de origen vegetal (componentes de aceites esenciales) y enzimas

REFERENCIA METODO COMPUESTO MICROORGANISMO SUPERFICIE CONCENTRACION UNIDAD TIEMPO pH t (°C) RESULTADO
Escherichia coli o .
. . . Poliestireno 1000 Ppm - RL de < 3 ciclos log
Bonilla, Lissteria monocytogenes
Monroy, & Carvacrol o . Acero 60 min 37
. Escherichia coli o .
Arrieta (2021) ) ) inoxidable 1000 Ppm - Destruccion total
Lissteria monocytogenes
Poliestireno 0,2 mg/ml - Reduccion del 80 %
Silva (2019) o . o . Polietileno 0,25 mg/ml - Reduccion del 33%
> Timol Escherichia coli 24 h 37
< o Reduccion del 83%
) Aluminio 0,2 mg/ml -
@)
o
@) 7 RL de 2 ciclos log
Fernandez s ] o ) ) ) )
= Citral Escherichia coli In vitro 5000 ppm 60 min 37 RL de 4 ciclos log
(2015) > 4
<
4 RL de 5,5 ciclos log.
Lissteria monocytogenes )
. 7 RL de 4,5 ciclos log.
Citral + ) )
Grao (2016) In vitro 1000 ppm 60 min 45 .
Carvacrol 4 Destruccién total
Escherichia coli
7 Destruccién total
Pronasa 500, 700 y 1000 (ug/ml) 7,5 37 RL 0,5;0,7; 1,2 (log
) o Acero UFC/cm?)
< Listeria monocytogenes .
Alba (2015) = Celulosa o ) inoxidable AISI 30 min RL 0,7; -0,2;-0,2 (log
N -Escherichia coli 500, 700 y 1000 (ng/ml) 6 30-40
z 316 UFC/cm?)
DNasa RL 2; 0,5;0,2 (log
500, 700 y 1000 (ug/ml) 7-8 32
UFC/cm?)

Fuente: ! Bonilla, Monroy, & Avrrieta (2021), 2 Silva (2019), ® Fernandez (2015), “ Grao (2016), ® Alba (2015).

Realizado por: Galeas Dutan Jennyfer (2021).
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Bonilla, Monroy, & Arrieta (2021, p.7) realizaron un estudio in vitro, utilizando como
antimicrobiano carvacrol frente a biopeliculas de Escherichia coli MG1655 y Lissteria
monocytogenes EGD-e, sobre superficies de acero inoxidable y poliestireno en dosis de 500 y
1000 ppm cada uno por 60 minutos a 37° C, también estudiaron la influencia del pH (4 y 7). Las
biopeliculas se obtuvieron mediante cultivos en placas de acero inoxidable (AISI 304 y AlSI 316)
y de poliestireno en estufas de aire estatico, durante 72 horas a 37°C.

Transcurrido el tiempo realizaron el conteo y se obtuvo para Listeria monocytogenes EGD-e
crecidas en poliestireno >10° UFC/ml 1 ciclo logaritmico mayor al obtenido en el acero inoxidable
es decir L. monocytogenes tuvo en conteo de >10° UFC/ml, el pH no present6 ninguna influencia
en el crecimiento. Para Eschecricha coli en placas de poliestireno y acero inoxidable tuvieron un
conteo de >5UFC/ml para ambas superficies donde el pH no tuvo ninguna influencia en el

crecimiento.

Obtuvieron que el carvacrol en dosis de 1000 ppm es mas eficaz ya que, logro destruir en los dos
aceros inoxidables las biopeliculas de Escherichia coli y Lissteria monocytogenes es decir tuvo
una reduccién microbiana de 5 ciclos logaritmicos, sin embargo, los valores de inactivacion en
poliestireno para ambas biopeliculas fueron inferiores: 3 ciclos logaritmicos. El estudio demostr6
que las superficies de acero inoxidable favorecen la accion antimicrobiana del carvacrol, lo cual
contribuye a ratificar el uso del acero inoxidable como material idoneo para superficies de proceso

en contacto con alimentos.

En la investigacion de 2silva (2019) analizé la capacidad del timol como anti-biopeliculas frente a
biopeliculas de Eschecichia Coli, obtenidas y aisladas de superficies de una industria carnica, se
estudio frente a tres superficies: poliestireno, polietileno y aluminio. En primera instancia se
inoculo e incubo las cepas de Escherichia coli para luego obtener las biopeliculas en las diferentes
superficies logrando una concentracion de 106 UFC/ml. Las concentraciones de timol que nuestro
autor utilizo fueron de 0,025; 0,05; 0,15; 0,2 y 0,25 mg/ml respectivamente para cada superficie,

estas las aplico directamente a las biopeliculas y se dejé actuar por 24 horas a 37° C.

Se obtuvo los siguientes resultados: el poliestireno tuvo una reduccion del 80% a 0,2 mg/ml de
timol, el polietileno presento una disminuciéon promedio de 33% a 0,25 mg/ml de timol y el
aluminio presento un promedio del 83% de reduccién a 0,2 mg/ml de timol; concluyendo que el
timol presenta mas capacidad como antimicrobiano en superficies de aluminio y poliestireno; y
presenta menor inhibicién de la formacion de biopeliculas en el polietileno. Manifiesta que podria

ser debido a las piezas utilizadas en el ensayo ya que, presentaban bastantes rugosidades en la
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superficie, pudiendo haber sido decisivo para la adherencia de las bacterias y la formacién de

biopeliculas.

En el estudio que realizo Ferndndez (2015, pp. 18-23) evalud el efecto antimicrobiano del
componente de aceite esencial citral frente a biopeliculas de Escherichia coli MG1655 a dos
diferentes pH 7 y 4. Asi que, para la formacion de la biopelicula se requirio la incubacion de los
cultivos en placas en estufa de aire estatico en una placa de 24 pocillos durante 24 horas a 37 °C,
logrando una concentracion celular de 10° UFC/pocillo. Determino también la minima
concentracién inhibitoria del citral mediante ensayos con diferentes concentraciones, obteniendo
gue la minima cantidad es 1000 ppm con la cual procedi6 a realizar los ensayos en

concentraciones de 5y 10xMIC (minima concentracidn inhibitoria).

Para la cuantificacion de la capacidad de destruccion del citral frente a biopeliculas de Escherichia
coli se utilizo la técnica del recuento en placa teniendo los siguientes resultados: Citral 5xMIC
(pH 7,0) tuvo una reduccion de 4 ciclos log; Citral 5XxMIC (pH 4,0) redujo 2 ciclos log; Citral
10xMIC (pH 7,0) redujo 4 ciclos log y; Citral 10xMIC (pH 4,0) disminuyo 4 ciclos log. Citral
mostro mas efectividad a pH neutros; la eficacia del citral sobre E. coli en medios de pH neutro
ya fue observada y discutida en un estudio previo realizado sobre células plancténicas.

En la investigacion de Grao (2016, pp. 13-16) evalud la eficacia in vitro del carvacrol y el citral en
forma combinada frente a biopeliculas Escherichia coli y Lissteria monocytogenes. Para llevar a
cabo la formacidon de la biopelicula se requirié la incubacion de los cultivos en placas de 24
pocillos (con 2 mL de TSB por pocillo) en estufas de aire estatico, durante 72 horas a 37°C, para
determinar la cantidad de microorganismos eliminados se realizo el posterior recuento en placa.
En primer lugar, se determind que la concentracion celular inicial en las biopeliculas
aproximadamente sea de: 10" UFC/pocillo en el caso de L. monocytogenes y de 106 UFC/pocillo

en el caso de E. coli.

La cantidad aplicada en el tratamiento fue seleccionada en base a estudios previos, selecciono una
cantidad no muy elevada de 1000 ppm de citrol y 1000 ppm carvacrol combinados; frente a pH
neutro 7 y pH &cido 4, obteniendo los siguientes resultados: teniendo que la combinacion del
carvacrol + citral frente a biopeliculas de L. monocytogenes a pH 4 tuvo una reduccion de 5,5
ciclos log. y pH 7 una disminucién de 4,5 ciclos log, la inactivacion a pH &cido fue mayor que a
pH neutro. Con respecto a las biopeliculas de E. coli se observé una total destruccion de las
biopeliculas para ambos pH. Demostrando que la combinacion de estos dos constituyentes de los

aceites esenciales es mas efectiva frente a biopeliculas de E. coli.
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Alba (2015, pp. 39-47) estudio la efectividad de las enzimas (pronasa, celulasa y DNasa) sobre
biopeliculas mixtas de Listeria monocytogenes-Escherichia coli formadas en 24 horas a 25° C,
sobre cupones de acero inoxidable AISI 316. Las enzimas comerciales las obtuvo disolviéndolas
en diferentes medios para conseguir soluciones enziméticas de 500, 700 y 1000 pg/ml con las
cuales realizo la investigacion. Tras las 24 horas de incubacion de las biopeliculas en los cupones
de acero inoxidable teniendo un recuento de células de 10" UFC/ml se procedi6 a adicionar las
soluciones enzimaticas, dejandolas actuar por 30 min en las condiciones dptimas para cada
enzima (pronasa 37° C-pH 7,5; celulasa 30-40°C-6 pH y DNasa 32°C 7-8 pH).

Finalizado el tiempo determind el nimero de células adheridas con la ayuda de un contador de
colonias donde Listeria monocytogenes resulto ser mas sensible a la aplicacion de las enzimas
gue E. coli, la DNasa demostrd tener un efecto significativamente mayor en ambas cepas en
comparacion con las otras dos enzimas con maximos de alrededor de 2 log reducidos en el caso
de DNasa y valores entre 0,5y 1 en el caso de pronasa y celulasa pero, sin embargo, solo hasta la
concentracion de 400 pg/ml de DNasa se logra tener resultados positivos ya que a concentraciones
mayores el efecto se invierte y reduce drasticamente su capacidad de limpieza. Lo mismo se
puede observar en el caso de la celulasa sobre todo frente a E. coli, mientras que el efecto de la

pronasa continla incrementandose a medida que la concentracion de la enzima aumenta.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con las varias revisiones bibliograficas relacionadas con las biopeliculas en la

industria alimentaria carnica tenemos las siguientes conclusiones:

o Multiples son los factores que inciden en el desarrollo de las biopeliculas, entre estas
tenemos las caracteristicas de la superficie de unién, componentes de la matriz
alimentaria, propiedades del fluido, composicion y diversidad microbiana, siendo la
rugosidad una de las caracteristicas de la superficie mas influyentes en la retencién de

bacterias por el incremento de nimeros de puntos de adhesion.

o Las biopeliculas en ambientes de procesado de alimentos afectan directamente a la
inocuidad de sus productos terminados y por consiguiente a la salud de quienes lo
consuman puesto que, su integridad como alimento seguro fue alterada por bacterias
causando toxiinfecciones en quienes la consuman. Segun la informacion recopilada
Campylobacter, Salmonella spp., Escherichia coli y Listeria spp son los principales
microorganismos contaminantes que se encuentran en las industrias alimentarias

formando biopeliculas.

o Se ha catalogado a Campylobacter como la bacteria que causa la mayor cantidad de casos
de disenteria en el mundo, asociandola con el consumo de carne de ave contaminada
durante procesos industriales, superficies u operarios con deficientes niveles de higiene.
Teniendo también que Listeria spp., es uno de los microorganismos que mas preocupa al
sector alimentario debido a su gran resistencia a ambientes adversos y por ende cuando

forman biopeliculas resultan una gran amenaza para la industria.

o El producto mas adecuado para la deteccion de biopeliculas en superficies de procesado
es el BioFinder debido a que reacciona con la enzima catalasa positiva presente en
algunos microorganismos, produciendo una espuma blanca si la reaccion es positiva a
partir de una carga microbiana de 10*UFC/cm?. Siendo adecuado para poder detectar

cualquier biopelicula por la uniformidad de microrganismos que la forman.

o El carvacrol (compuesto del orégano) segun los datos recopilados es el método que
elimino con facilidad y en su totalidad biopeliculas de Escherichia coli y Listeria
monocytogenes en acero inoxidable (AISI 304 y AISI 316) en concentraciones de 1000

ppm a 37° C por 45 min.
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RECOMENDACIONES

Como recomendacion para impedir la formacion y desarrollo de biopeliculas se puede mencionar:

o Las biopeliculas una vez implantadas en una superficie es muy dificil erradicarlas por lo
que, es mejor prevenir su formacion mediante un plan de limpieza y desinfeccién

adecuado que intente erradicar a los mismos.

o Rotar los productos quimicos de limpieza y desinfeccion para evitar la adaptacion de los

microorganismos.

o Disefio sanitario adecuado para las instalaciones y equipos, que facilite la limpieza y
desinfeccidn de puntos internos o externos de dificil acceso donde pueden desarrollarse

las biopeliculas.
o Realizar capacitaciones periodicas al personal operativo sobre la importancia de cumplir

con todas las normas y protocolos instauradas por la empresa como BPM y BPH para

evitar contaminaciones cruzadas en el producto terminado.
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