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Resumen

Las superficies que entran en contacto con alimentos, tanto a nivel de
industrias alimentarias como en los hogares, son una de las
principales vias de contaminacion, ya que son colonizadas por
microorganismos patégenos capaces de formar  biofiims,
convirtiéndose en reservorios que pueden estar implicados en
contaminaciones cruzadas. En este sentido, se hace necesario aplicar
tratamientos a las superficies que entran en contacto con alimentos,
ya sea de forma quimica, fisica o enzimatica, para disminuir la
adherencia, colonizacibn o el crecimiento de microorganismos
patégenos asegurando, de este modo, las caracteristicas de los
productos elaborados dentro de un plan de aseguramiento de la
calidad. La incorporacion de agentes biocidas, dentro de matrices
poliméricas, es uno de los métodos méas empleados para lograr inhibir
o eliminar microorganismos patégenos y la posible formacion de

biofilms.

En este estudio, en primera estancia, se evaluaron superficies duras
de poliéster tratadas con agentes biocidas metalicos (nanoparticulas
de plata y nanoparticulas de zinc) a diferentes concentraciones, para
determinar su efectividad antimicrobiana, ensayadas con
Sthapylococcus aureus y Escherichia coli. Como resultado se obtuvo
una mayor eficacia de las superficies tratadas con nanoparticulas de
plata y un incremento en dicha eficacia, al mezclar los dos agentes

metalicos.

En un segundo trabajo se evalio la efectividad antifungica y
antibacteriana, como también su actividad en el tiempo (durabilidad),
de superficies de caucho flexible y caucho rigido tratadas con agentes

biocidas metalicos, con diferente composicion, y en estado libre como



encapsulado. Se ensayaron con Aspergillus niger, Paecilomyces
variotti, Chaetomyum globosum y Gliocadium virens; como con
Sthapylococcus aureus y Escherichia coli. Los resultados obtenidos
demostraron que los agentes biocidas en estado encapsulado son
efectivos y su acciéon a través del tiempo se mantiene, mientras que

los otros biocidas van perdiendo su efectividad en forma gradual.

En tercera estancia se evaluo la formacion de biofilms y la eficacia
biocida de superficies duras de poliéster tratadas con diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata, ensayadas con Listeria
monocytogenes. Como resultado obtuvimos que las superficies
tratadas disminuyen la posibilidad de formacién de biofilms, al igual

que disminuyen el crecimiento bacteriano.



Abstract

Surfaces in contact with food, both in food industries and houses, are
one of the main causes of contamination. This is because they may
be colonized by pathogenic microorganisms capable of forming
biofilms, and may become reservoirs that can be involved in cross-
contamination. Therefore, it is necessary to treat surfaces in contact
with food. The treatment can be chemical, physical or enzymatic, and
may reduce the adhesion, colonization or growth of pathogens. In
this way, it would be possible to assure the characteristics of products
made under a plan of quality assurance. The use of biocidal agents
incorporated within polymer matrices, is one of the most common
methods for inhibition or elimination of pathogenic microorganisms

and, in consequence, the possible formation of biofilms.

In this study, hard surfaces treated with metallic polyester biocides
(silver nanoparticles and zinc nanoparticles) at different
concentrations were evaluated for antimicrobial effectiveness, tested
with Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Results revealed
higher efficacy in surfaces treated with silver and even better when

the two metallic components are mixed.

A second goal of the study was to evaluate antifungal and
antibacterial effectiveness, as well as their activity over time
(durability), in flexible rubber surfaces and rigid rubber surfaces that
had been treated previously with metallic biocides of different
composition. At the same time, the free state and the encapsulation
state were compared. They were tested with Aspergillus niger,
Paecilomyces variotti, Chaetomyum globosum and Gliocadium virens,
as well as with Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The

results showed that biocides are effective in the encapsulated state



and that action is maintained over time, while the other biocides lose

their effectiveness gradually.

Finally, formation of biofilms and the biocidal efficacy of polyester
hard surfaces treated with various concentrations of silver
nanoparticles tested with Listeria monocytogenes was evaluated. In
conclusion, treating surfaces decreases the formation of biofilms and

diminishes bacterial growth.
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l. Introduccién






INTRODUCCION

Las enfermedades de transmision por alimentos constituyen un gran
problema a nivel mundial, tanto en lo referente al perjuicio para las
personas, como a los costes econdmicos que originan (OMS, 2007).
Para el afo 2010, la European Food Safety Authority (EFSA) y el
Center for Disease Control and prevention (CDC) (2012),
documentaron un total de 5.262 brotes de enfermedades de origen
alimentario en la Unién Europea (UE), causados principalmente por

Salmonella y Campylobacter.

En los ambientes de procesado de alimentos los microorganismos
tienden a adherirse a superficies, en condiciones de humedad,
temperatura y nutrientes, favoreciendo la colonizaciéon, crecimiento y
formacién de una matriz polimérica denominada biofilm (Carpertier y
Cerf, 1993; Maukonen vy cols., 2003). Tales biofilms son una fuente
potencialmente continua de contaminacién para los alimentos que
entran en contacto con las superficies contaminadas, causando
enfermedades asociadas a los alimentos o el deterioro del mismo. La
higiene de las superficies, por lo tanto, afecta la calidad e inocuidad
del producto alimenticio. (Gibson y cols., 1999; Sinde y Carballo,
2000; Joseph y cols., 2001). Los biofilms son particularmente dificiles
de erradicar, debido a la adhesion del microorganismo a la superficie.
La formacion y resistencia del biofilm se ven influenciadas por varios
factores relacionados con las caracteristicas estructurales vy
fisioldégicas de la célula, la naturaleza y temperatura de los fluidos en
los cuales se encuentra suspendida y las propiedades fisicas y
quimicas de la materia en contacto, tales como geometria, porosidad,
rugosidad, composicion e hidrofobicidad, temperatura y tiempo de
adhesion (Foschino y cols., 2003). Los biofilms son drasticamente
mas resistentes a los antibidticos, biocidas y las fuerzas
hidrodinamicas de cizallamiento (Glinel, 2012), incluso pueden
persistir a las practicas de higiene rutinarias, si estas no se realizan

correctamente.
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Las superficies comunmente utilizadas en la industria de alimentos
incluyen plastico, caucho, vidrio, cemento y acero inoxidable. De
dichos materiales, el acero inoxidable, es el mas ampliamente
utilizado (Holah y Thorpe, 1990; Van Houdt y Michiels, 2010). Las
superficies que tienden a facilitar la retenciobn de microorganismos
son indeseables, debido a que su presencia, suponen una
transferencia potencial desde un sustrato inerte a otro tipo de
sustrato, cuyo resultado podria dar lugar a la multiplicaciéon vy
contaminacion de la superficie implicada (Verran, 2002). Las
superficies son una de las vias de contaminacion de alimentos mas
frecuentes, tanto en la industria alimentaria como en la restauracion
colectiva o el hogar (Kusumaningrum y cols., 2003; CDC 2013). Es
por ello que la contaminacién cruzada juega un papel importante en
la transmisién de patégenos a productos frescos. Un estudio realizado
por la Organizacién Mundial de la Salud en el afio 1995 (OMS, 2000),
en el &dmbito europeo, determind que el 25% de los brotes de
toxiinfecciones alimentarias fueron asociados a contaminaciones
cruzadas; donde intervenian, como factores determinantes, practicas
higiénicas ineficientes, superficies contaminadas y la falta de higiene
de los manipuladores. Esto aumenta el peligro de contaminaciones
cruzadas, con el consiguiente riesgo para la salud publica (Humphrey
y cols., 1994; De Cesare y cols., 2003; Reij y Den Aantrekker, 2004;
Tood y cols., 2010).

La vigilancia y control de la contaminacion microbiana de las
superficies esta en auge, cumpliendo en parte con el aseguramiento
de la calidad y la debida notificaciéon de brotes alimentarios, en cuyas
vias de contaminacién se han visto implicadas superficies, equipos
y/o utensilios contaminados que entran en contacto directo con el
alimento (Reij y Den Aantrekker, 2004). La topografia vy
caracteristicas de los biofiilms en los ambientes de procesado de

alimentos y el desarrollo de un plan de saneamiento, debe ser
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considerado en el sistema APPCC. Asi, al mantener un sistema APPCC
actualizado, con la evaluacidén de biofilms en las planta de alimentos,
proporcionard una informacibn mas clara de la contaminacion y
ayudara en el desarrollo de sistemas de procesado libres de biofilms
en la industria de los alimentos (Shi y Zhu, 2009). Las instalaciones
para el procesado de alimentos deben ser construidas con barreras
que impidan la proliferacibn de organismos patégenos,
principalmente donde existen multiples fuentes potenciales de
contaminacion, en especial con los elementos que entran en contacto
directo con los productos elaborados o sus ingredientes, como bandas
transportadoras, equipos, utensilios y superficies de contacto (Todd y
cols., 2010).

Recientemente, una cantidad significativa de investigaciones
fundamentales y aplicadas han sido direccionadas hacia la ingenieria
quimica y/o enziméatica de las superficies, para impedir Ila
proliferacion de patégenos transmisibles (Adamopoulos y cols.,
2007). Para hacer frente a la necesidad, cada vez mayor, de prevenir
la formaciéon de biofilms sobre las superficies en situaciones
cotidianas e industriales, han sido desarrolladas diferentes estrategias
para conferir actividad antimicrobiana (Jayakumar y cols., 2001; Shi
y cols., 2004). El uso de desinfectantes convencionales o los
antibidticos, es limitado por la toxicidad de sus residuos, ya que son
liguidos y gases de bajo peso molecular (Cen y cols., 2003).
Generalmente existen dos tipos de agentes antibacterianos, los
organicos y los inorgéanicos. Los agentes antibacterianos organicos
estdn representados por antibidéticos y complejos compuestos
organicos. Se ha estudiado las modificaciones inorganicas, tales como
sales metdlicas, 6xidos de Ag, Cu, Ti. Estos ultimos proporcionan la
ventaja clave de mejorar la seguridad y estabilidad, en comparaciéon

con los compuestos organicos (Liu y cols., 2007).
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Los biocidas son agentes antimicrobianos que poseen efectos, tanto
bactericidas como bacteriostaticos, estos son utilizados en gran
variedad de plasticos y materiales poliméricos, ya sea depositando
una capa protectora bactericida (basados en la inmovilizacion o
liberacion de sustancias) (Glinel y cols., 2012) como dentro de la
misma matriz polimérica (Nichols, 2005; Cao y cols., 2009). Los
materiales que no son antimicrobianos por si mismos, requieren
modificaciones. Alternativamente los materiales pueden ser
impregnados con agentes antimicrobianos, como antibidticos,
compuestos de amonio cuaternario, iones de plata o yodo, que se
liberan gradualmente a través del tiempo en la solucién que la rodea,
eliminando los microorganismos (Tiller y cols., 2001). En las dltimas
décadas, se han utilizado biocidas de bajo peso molecular, como el
clorhidrato de fenol, derivados de isotiazolona, que liberan cloro N-
halaminas, asi como las sales y complejos de metales (normalmente

Zn y Ag) (Seyfriedsberger y cols., 2006).

Las nanoparticulas de plata (NpAg) tienen una fuerte actividad
antibacteriana contra muchas clases de bacterias, aun en bajas
concentraciones. Sin embargo, su aglomeracion y compatibilidad con
matrices organicas pueden implicar el deterioro de sus propiedades
mecanicas y disminuir sus propiedades antibacterianas, lo que limita
su uso eficiente en materiales antibacterianos (Cheng y cols., 2006).
Los materiales antisépticos basados en plata pueden estar
relacionados con la propensibn mucho menor para inducir la
resistencia microbiana a los antibidticos. Al mismo tiempo, su baja
toxicidad humana, en comparacion con otros iones de metales
pesados, han hecho que su presencia se haya generalizado (Ruan y
cols., 2009). Las nanoparticulas de zinc (NpZn) se utilizan mas
extensamente en la rutina diaria. Aparte de la prevencion de la
degradacioén y el deterioro microbiano de materiales de fabricacién de

partida, tales como plasticos, polimeros y latex, las nanoparticulas de
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zinc son usadas para prevenir el crecimiento de bacterias, hongos,
mohos y algas. Esto los hace muy interesantes para prevenir varios
tipos de deterioros, como decoloracién, manchas, olores y otros (Sun

y cols., 2006).






II. Objetivos






OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo fueron:

1. Objetivo General:

Evaluar la eficacia bactericida y bacteriostatica de superficies tratadas

con diferentes agentes biocidas

2. Objetivos especificos:

» Establecer, para el estudio, un tipo de tratamiento previo 6ptimo
de las superficies a evaluar, con el fin de eliminar la microbiota

acompafnante.

 Desarrollar una técnica estandarizada para evaluar la efectividad
bactericida y/o bacteriostatica en las superficies muestra de

estudio.

e Evaluar la capacidad antifungica de productos quimicos embebidos

en materiales poliméricos, tales como caucho flexible y rigido.

» Desarrollar una técnica estandarizada para evaluar la efectividad

antifungica en las superficies de estudio.

« Determinar la estimacion del efecto biocida, en el tiempo, en las

superficies estudiadas.

e Comparar el crecimiento microbiano en superficies de acero
inoxidable y superficies duras de poliéster, embebidas con

compuestos de plata a diferentes concentraciones.

 Evaluar mediante microscopia de epifluorescencia directa (DEM) la
formaciéon de biofilms sobre superficies duras de poliéster,

embebidas con compuestos de plata.
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1. Importancia de la seguridad alimentaria

La seguridad alimentaria es cada vez mas importante en el area de la
salud publica y, por ello, todos los gobiernos a nivel mundial estan
intensificando sus esfuerzos para adaptarla a la gran variabilidad de
peligros existentes. Los problemas de seguridad alimentaria estan en
constante cambio, ya sea por la aparicion de agentes patdgenos
emergentes, causantes de enfermedades transmitidas por alimentos,
como por los cambios en el estilo de vida, economia, habitos
alimenticios y edad de la poblacién, entre otros (OMS, 2002;
Forsythe, 2010; Nyachuba, 2010).

La globalizacién ha traido consigo grandes riesgos para la salud, ya
que la produccion intensiva de alimentos, la expansion mundial de su
comercializacion, el nivel de concentracion de consumidores de
alimentos preparados o que comen en colectividades, hacen, que
frente a un brote de enfermedad de origen alimentario, esta se
disemine y, de no tener un adecuado programa de Vvigilancia,
necesario para su control, el niumero de afectados sea mayor (FAO y
OMS, 2002).

2. Toxiinfecciones y enfermedades transmitidas por

alimentos

Las toxiinfecciones y las enfermedades transmitidas por alimentos
(ETAs), comprenden un amplio grupo de enfermedades causadas por
bacterias patdgenas, parasitos, contaminantes quimicos y biotoxinas;
ademas de las reacciones individuales del cuerpo humano a los

microorganismos (OMS, 20062; NIAID, 2007).
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Las ETAs constituyen un gran problema a nivel mundial, tanto en lo
referente al perjuicio para las personas, como a los costes
econdmicos que originan. La tarea de estimar, con cierta precision, la
frecuencia de las enfermedades transmitidas por los alimentos,
implica un esfuerzo enorme ya que, en la mayoria de los paises, no
se emplea un buen sistema de registro. Se estima que casi un 70 por
ciento de los aproximadamente 1.500 millones de casos de diarrea
que se dan en el mundo al afo, son causados directamente por la
contaminacion biolégica o quimica de los alimentos. Algunas
estimaciones indican, que tan solo en los Estados Unidos de América
(EE.UU), las ETAs han causado 76 millones de casos, 350.000
hospitalizaciones y 5.000 muertes al afio (OMS, 2007).

Para el afio 2010, la Autoridad en Seguridad Alimentaria Europea
(European Food Safety Authority -EFSA-) y el Centro Europeo de
Control de Enfermedades (European Center of Disease Control —
ECDC-) (2012), documentaron un total de 5.262 brotes de
enfermedades de origen alimentario en la Unién Europea, causados
principalmente por Salmonella y Campylobacter, afectando a 43.473
personas, de los cuales, 4.695 fueron hospitalizadas y 25 murieron.
Los alimentos mas frecuentemente involucrados en estos brotes
fueron los huevos, comidas mixtas o de bufés, vegetales y sus
subproductos. Asi, las principales bacterias transmitidas por
alimentos fueron Salmonella spp., Campylobacter spp., Brucella spp.
y Listeria spp, siendo la enfermedad méas frecuente la salmonelosis, a
pesar del descenso significativo de los casos registrados en los

ultimos anos.

La mayoria de las ETAs son esporadicas. Si el numero de afectados es
pequefio, normalmente de tipo familiar, no se suelen recoger en las
estadisticas oficiales. Sin embargo, cuando se llegan a afectar un
segmento masivo de la poblacién, se genera una alarma, a veces

desproporcionada. Por ejemplo, en 1994, un brote de salmonelosis en
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los EE.UU, debido a la contaminacion de la base para la producciéon
de helado, afectdé a 224.000 personas (OMS, 2007). Desde la década
de 1990, Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli y
Vibrio cholerae son las principales bacterias transmitidas por los
alimentos, microorganismos que han persistido en la cabecera de la
lista en el siglo XXI (OMS, 2007; Newell y cols., 2010). Mas
recientemente ha habido una creciente preocupacién por Listeria

monocytogenes.

3. Implicacion de la contaminacion cruzada en las ETAs

La transferencia bacteriana conocida como “contaminacion cruzada”
es un término general que hace referencia a la contaminaciéon directa
o0 indirecta, por parte de microorganismos, desde una matriz
contaminada (ya sean alimentos, superficies de trabajo u operarios,
entre otras) a otra matriz no contaminada. Por otro lado, el término
recontaminacion hace referencia a la contaminacién de los alimentos
después de haber sido sometidos a tratamiento higienizante

(Carrasco y cols., 2012).

La contaminacion cruzada juega un papel importante en la
transmision de patdégenos a productos frescos. Un estudio realizado
por la Organizacion Mundial de la Salud en el afio 1995 (OMS, 2000),
en el &dmbito europeo, determind que el 25% de los brotes de
toxiinfecciones alimentarias fueron asociados a contaminaciones
cruzadas; donde intervenian, como factores determinantes, practicas
higiénicas ineficientes, superficies contaminadas y la falta de higiene
de los manipuladores. La vigilancia y control de la contaminaciéon
microbiana de las superficies esta en auge, cumpliendo en parte con
el aseguramiento de la calidad y la debida notificacion de brotes

alimentarios, en cuyas vias de contaminacion se han visto implicadas
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superficies, equipos y/o utensilios contaminados que entran en

contacto directo con el alimento (Tabla 1).

Tabla 1. Brotes de origen alimentario causados por contaminacion
cruzada con implicacion de superficies de trabajo (Modificado de Reij
y Den Aantrekker, 2004).

Patégeno

Alimento implicado

Via de
contaminacion

Referencia

Escherichia coli 0157:H7

Listeria monocytogenes

Salmonella Agona

Salmonella Berta

Salmonella enterica

Salmonella typhymurium

Yersinia enterocolitica

Yogur aromatizado

Mantequilla
Carne cocida
Salchichas

Cereales para el desayuno

Queso suave

Crema de helado

Lonchas de jamdn cocido

Leche pasteurizada

Bomba utilizada
anteriormente para
leche sin pasteurizar

Medio ambiente de
proceso

Maquina de corte
Medio ambiente

Equipos y medio
ambiente de proceso

Cubos de maduracién
de queso empleados
anteriormente para
carcasas de pollo

Cisterna para
transportar crema de
helado empleado
anteriormente para
huevo crudo

Recipientes utilizados
anteriormente para el
curado de carne de
cerdo cruda

Contaminacion post-
proceso desde el
medio ambiente

Morgan y cols., 1993

Lyytikainen y cols.,
2000

Lundeny cols., 2002
Anonymous, 1999

Breuer, 1999

Ellis y cols., 1998

Hennessy y cols.,
1996

Llewellyny cols., 1998

Ackers y cols., 2000

Los patégenos, con bajas dosis infectivas, pueden estar presentes en

las manos de un alto niumero de manipuladores de alimentos vy, si se
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suma un bajo nivel de barreras, estos pueden ser facilmente
transferibles a superficies alimentarias, donde podrian sobrevivir
durante largos periodos de tiempo. En condiciones adecuadas, incluso
podrian seguir siendo viables después de la limpieza y desinfeccion,
convirtiendo a las superficies en una importante fuente de
contaminacion. Esto aumenta el peligro de contaminaciones cruzadas,
con el consiguiente riesgo para la salud publica (Humphrey y cols.,
1994; De Cesare y cols., 2003; Reij y Den Aantrekker, 2004; Tood y
cols., 2010).

Hay muchos ejemplos de enfermedades de transmision alimentaria
en las que las superficies han estado implicadas en la trasmisién de
patégenos. Entre otros, podemos destacar el brote ocurrido en el
noroeste de la costa del Pacifico en los EE.UU. en 1993. Algunos
manipuladores de carne cruda trabajaban muy cerca de ensaladas
frescas, lo que supuso una contaminacion cruzada entre diferentes
elementos de la barra de las ensaladas, causando un brote por E. coli
0157:H7 (Jackson y cols., 2000). De una forma similar, en 2007, una
sola lechuga estuvo implicada en un brote por campylobacteriosis, en
Dinamarca. Este brote se originé a partir de pollo contaminado por el
patégeno, que a su vez contamind la lechuga de forma cruzada

durante su elaboracién (Andersen, 2007).

Las superficies son una de las vias de contaminacion de alimentos
mas frecuentes, tanto en la industria alimentaria, la restauracion
colectiva como en el hogar (Kusumaningrum y cols., 2003; CDC
2013). El origen de los brotes de enfermedades trasmitidas por los
alimentos en Europa se concentra en los hogares, ocupando el primer
puesto, con un 37%. La causa principal se debe a la inadecuada
manipulacion y preparacion de los alimentos, algo que coincide con el
segundo origen de las ETA: restaurantes, cafés y bares, con un 28%
y que, en su gran mayoria, han sido causados por Salmonella. Por

tanto, de nuevo las contaminaciones cruzadas ocupan siempre un
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lugar destacado a prevenir (Figura 1) (Anderson y cols., 2004;
Kusumaningrum y cols., 2004; EFSA, 2009). No obstante, este tipo
de causa suele estar subestimada, puesto que no hay técnicas
especificas para su deteccion. Para garantizar la prevencion

adecuada, un tema clave a tener en cuenta es la educacion de los

W Hogares, 37.0%

il Restaurantes, café, pub, bar,
hotel, 28.6%

& Otros escenarios, 11.6%

i Colegios, Jardin infantil, 8.0%

& Cantina o restauracion, 5.0%

I Hospitales o centros de
atencién médica, 4.5%

“ Desconocido, 3.4%

I Instituciones Residenciales
(acilo de ancianos, prision,
internados escolares), 1.8%

Figura 1. Distribucién de los sectores implicados en brotes verificados de origen
alimentario. Datos del 2007 donde estan incluidos 2.025 brotes sucedidos en 19
paises miembros de la Unién Europea (EFSA, 2009).

consumidores con respecto a la seguridad de los alimentos. El riesgo
de practicas inseguras en la manipulacién de alimentos y la falta de
higiene son factores imposibles de controlar si no existe el concepto,
previamente aprendido, en los consumidores (van Asselt y cols.,
2009; Carrasco y cols., 2012).

Ademas de los mismos consumidores, los platos preparados son una

de las principales fuentes de riesgo de las ETAs, ya que pueden estar
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involucrados en eventos de contaminacion cruzada debido, no solo a
los manipuladores de alimentos, sino también a los utensilios,
equipos Yy superficies, que frecuentemente son empleados en
diferentes procesos (tablas cortadoras, cortadoras eléctricas con
cuchillas de acero inoxidable, mesas o encimeras donde se manipula

el alimento, entre otros) (EFSA, 2009).

Gorman y cols., (2002) realizaron un estudio, en la Republica de
Irlanda, sobre la incidencia potencial de patégenos alimentarios y su
implicacion en la contaminacion cruzada, en cocinas domésticas,
durante la preparacion de pollo asado. ldentificaron la capacidad de
los microorganismos causantes de las ETAs para diseminarse desde
los alimentos contaminados crudos, hacia las manos y superficies de
contacto en las cocinas domésticas, obteniendo como resultado que
el microorganismo implicado con mayor frecuencia en la
contaminacion cruzada era Staphylococcus aureus (19,7%), seguido
por Salmonella (16,6%).

Las instalaciones para el procesado de alimentos deben ser
construidas con barreras que impidan la proliferacién de organismos
patdégenos, principalmente donde existen multiples fuentes
potenciales de contaminacién, en especial con los elementos que
entran en contacto directo con los productos elaborados o sus
ingredientes, como bandas transportadoras, equipos, utensilios y
superficies de contacto (Todd y cols., 2010). Por otra parte, la
importancia de la comercializacion de los alimentos podria enfatizarse
en el manejo de la seguridad y prevencion de la contaminacion
cruzada, durante la red de transporte y distribucion en la cadena de
produccion (Anénimo, 2001; 2003). El desarrollo del transporte en
contenedores ha tenido gran impacto en la comercializacion de
alimentos. De estos, mas del 90% tienen refrigeracion incorporada y
son utilizados, tanto para transporte de alimentos como otros

productos que lo necesiten. La legislaciéon vigente y los estandares de
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calidad exigen, que los equipos de transporte de alimentos, sean
construidos permitiendo una apropiada limpieza y desinfeccion,
mientras que los materiales utilizados en el interior (revestimientos
interiores, probables superficies de contacto) deben ser
impermeables, no toéxicos, de facil limpieza y resistencia a la

corrosion, astillado o descamado (Anénimo, 2003; 2005a).

En otro ambito como es el de los materiales de construccién, las
bacterias pueden degradar superficies poliméricas, utilizando sus
componentes como fuente de alimento, llegando a producir tinciones
de las superficies, picaduras y malos olores. Los polimeros también
pueden proveer una superficie de crecimiento y proliferacion de
organismos patogenos (Eversdijk y cols., 2012). Por estos motivos,
se estan estudiando diferentes formas de prevenir el crecimiento de
microorganismos en los materiales de construccion. En cuanto a los
sistemas de ventilacién, hay que poner un énfasis especial en la
calidad de aire interior, por el aumento de la preocupacion asociada a

sus posibles efectos nocivos sobre la salud (Cowan y cols., 2003).

4. Implicaciones de la contaminacion fungica en ambientes

de procesado de alimentos

Los hongos representan un creciente problema en nuestra sociedad
actual como organismos contaminantes, debido a sus esporas
fungicas, que estdn muy bien adaptadas para ser diseminadas por el
aire desde reservorios, como sistemas de ventilacién, alfombras,
cuartos de bafno, paredes o superficies, entre otros (Gots y cols.,
2003; Singh, 2005). Es asi como han llegado a ser la cuarta causa
mas comun de septicemia en pacientes hospitalizados, cuya infecciéon
es propagada por equipos y/o dispositivos médicos (Paulo y cols.,
2010).
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El desarrollo de nichos ecoldgicos y produccién de gran ndmero de
esporas, previamente a su diseminacion, suele llevarse a cabo en
ambientes creados por el ser humano, como las superficies
alimentarias, los lavaplatos, las cafeteras o los refrigeradores, donde
se adaptan a microclimas. Estos se forman gracias a la condensacion
de humedad, formada en ambientes cerrados. Mas aun, existen
hongos capaces de soportar condiciones extremas (organismos
extremofilos) como la temperatura, la presion o elevadas
concentraciones de solutos (Singh, 2005; Nichols, 2005; Zalar y
cols., 2011).

Los hongos pueden afectar adversamente la salud humana a través
de tres procesos: alergia, infeccion y toxicidad (Jarvis, 2002; Fischer
y Dott, 2003; Singh, 2005). Solo un nimero limitado de géneros de
hongos son reconocidos como patdgenos para el ser humano, entre
ellos Aspergillus, Blastomyces, Coccidioides, Histoplasma vy
Cryptococcus (Singh, 2005).

La toxicidad, hace referencia a las sustancias quimicas altamente
toxicas producidas por los mohos denominadas micotoxinas
(metabolitos secundarios) capaces de tener efectos tdoxicos agudos,
carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, inmunotoxicos Yy
estrogénicos en humanos y animales. Las micotoxinas son producidas
principalmente por la estructura micelial de los mohos, bajo
condiciones especificas. Sin embargo, se pueden encontrar también
presentes en las esporas (D" mello y Macdonald, 1997; Van Egmond y
cols., 2007; Reddy y cols., 2010).

La contaminacion fdangica del aire tiene cada vez mas importancia,
desde el punto de vista de los riesgos para la salud, que se originan
por las mismas esporas o por sus metabolitos microbianos (Fischer y
Dott, 2003). Ademas, se considera un problema de especial

relevancia, por constituir una enfermedad ocupacional o riesgo
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laboral, en las industrias de elaboracién de productos crudos curados
(Jamoén, salchichon y quesos) (Palmas y Meloni, 1997; Boisnault y
cols., 2005), produciendo afecciones respiratorias e incluso alergias
causadas por esporas de Penicillium, Aspergillus y Mucor (Palmas y
Meloni, 1997).

La aplicaciéon de temperaturas de refrigeracion es un factor limitante
del desarrollo de Ila alteracion bacteriana de los alimentos,
especialmente durante su comercializacién. Sin embargo, numerosos
géneros fungicos pueden crecer a temperaturas de refrigeracion. Por
este motivo, Cladiosporum herbarum es la especie que generalmente
se observa en las paredes de las camaras de refrigeracion, después

de su limpieza y desinfeccidon regular (Moss, 1999).

5. Superficies alimentarias

Las superficies o materiales en contacto con alimentos son todos
aquellos objetos destinados a entrar en contacto directo o indirecto
con los productos alimenticios. Entre ellos encontramos el vidrio,
papel, metales, plasticos, maderas, envases, mesas de proceso y
utensilios de cocina (Hui, 2003; AECOSAN, 2014).

Es de esperar que sobre las superficies alimentarias, Ilos
microorganismos propios de los alimentos, del personal de trabajo y
del medioambiente (algunos con potencial patogénico), estén

presentes a lo largo de la cadena alimentaria (Verran, 2008).

La tendencia de las superficies a facilitar la retenciéon de
microorganismos es indeseable porque su presencia supone una
biotransferencia potencial. Esta hace relacion a la habilidad de ser

transferidas desde un sustrato inerte a otro tipo de sustrato, cuyo
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resultado podria dar lugar a la multiplicacion y contaminacién de la

superficie implicada (Verran, 2002).

Las superficies con muchos defectos de dimension y distribucion
(perforaciones, pozos, grietas, soldaduras, articulaciones, uniones o
poros) poseen poca facilidad de limpieza, convirtiéndolos en mas
propensos a permanecer con suciedad y, por ende, un reservorio de
microorganismos, debido a la cantidad de sitios de retencion (Taylor
y cols., 1998). Varios factores muestran la influencia de la retencién
de microorganismos sobre superficies organicas e inorganicas:
topografia (Verran y cols., 2010; Whitehead y Verran, 2006),
presencia de varios residuos de alimento y quimica general de la
superficie (Bernbom y cols., 2009; Whitehead y cols., 2006; Verran y
cols., 2010b), el tipo de material involucrado (Teixeira y cols., 2008)
y las propiedades de la superficie del microorganismo involucrado
(Liu y cols., 2007).

5.1. Superficies higiénicas

Uno de los argumentos decisivos cuando se escogen materiales para
lineas de procesado o equipos, junto con sus propiedades mecanicas
y anticorrosivas, es la de poseer condiciones higiénicas, tales como
rugosidad de la superficie, alta limpiabilidad (facilidad de limpieza),
desinfectabilidad, humectabilidad (determinada por la hidrofobicidad)
y la vulnerabilidad al desgaste. Todo ello influenciara la capacidad de
las células para adherirse a una superficie en particular (Van Houdt y
Michiels, 2010). Los materiales comunmente utilizados en la industria
de alimentos incluyen plastico, caucho, vidrio, cemento y acero
inoxidable. De dichos materiales, el acero inoxidable, es el mas
ampliamente utilizado para la construccion de equipos y utensilios,
demostrando ser altamente higiénico (Holah y Thorpe, 1990; Van
Houdt y Michiels, 2010).
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Las superficies, para su limpieza, deben ser accesibles, planas, lisas y
duras. El desgaste normal de las superficies alimentarias es
inevitable, por lo tanto es necesario elegir una apropiada limpieza y
desinfeccion para eliminar microorganismos y suciedad de las
superficies en un determinado entorno industrial (Flint y cols., 1997).
Para evaluar la naturaleza higiénica de una superficie, se utiliza el
valor de la rugosidad media (R.). Se trata de un parametro
estadistico que describe el promedio de las ondulaciones con respecto
a un eje central (Verran y cols., 2001; Whitehead, 2006). Parece por
tanto obvio que la topografia juegue un papel importante en la
limpiabilidad de las superficies, incluso en la adhesion bacteriana
mediante los sitios de proteccion que alojaria los microorganismos,
evitando el estrés por cizallamiento (Jullien y cols., 2002; Jones,
2009). Sin embargo, algunos estudios (Barnes y cols., 1999;
Hismark y Ronner, 1993) han fracasado en demostrar la relacion
entre los valores de R, y la adherencia bacteriana y/o la facilidad de

limpieza de la superficie.

Dentro de la industria de alimentos, el valor de R, debe ser inferior de
0,8 um (Flint y cols., 1997) y se utiliza para denotar una superficie
higiénica. El desgaste y la abrasién pueden afectar el valor de la R,
de manera impredecible. Es importante entonces eliminar la suciedad
de las superficies alimentarias, garantizando procesos eficaces de
limpieza (Andnimo, 2010).

Las propiedades de las superficies alimentarias han sido tenidas en
cuenta por las autoridades legisladoras en cuanto a la determinacién
de las especificaciones de topografia de la superficie. Por ello, cada
pais desarrolla y aplica su normativa. Por ejemplo, el “Standard US 3-
A Sanitary Standard 01-07" (1990) de los EE.UU. especifica que las
superficies que entran en contacto directo con los alimentos

requieren un grado de acabado n© 4, con un valor de R, inferior de
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0,8 um, y deben estar libre de grietas y hendiduras (Frantsen y
Mathiesen, 2009)

La Universidad Metropolitana de Michigan ha estado investigando
sobre las propiedades de las superficies higiénicas, particularmente
sobre el acero inoxidable, para observar como mejorar su disefio
afectando asi la retencion de residuos de alimentos y el reservorio de

microorganismos (Anénimo, 2010).

5.2. Angulo de contacto

La influencia de la humectabilidad de la superficie sobre la higiene
puede variar dependiendo de las cepas microbianas, sustratos y
medios de suspensidon (Hismark y Ronner, 1990; Flint y cols., 1997).
La medida del angulo de contacto, utilizando agua desionizada, es un
método para definir la hidrofilicidad o hidrofobicidad de un material,

también denominado humectabilidad (Figura 2).

Fluido 1

Figura 2. Indica un ambiente en el cual una gota de un Fluido 2 (agua) esta en
contacto con una Superficie sélida, todo inmerso en un Fluido 1 (aire) . En este
sistema el angulo de contacto se denota con la letra griega 6, que estd dado por el
fluido 2 con respecto a la superficie sélida (Modificado de Neira y cols., 2007).

Para determinar el angulo de contacto de una gota de agua sobre una
superficie se utilizan equipos de analisis de imagen, los cuales dejan
caer una microgota desde una jeringa automatica hacia la superficie
de estudio, mientras tanto una camara captura imagenes fijas o en

movimiento, de dicha gota, y mediante un software analiza las
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caracteristicas de la imagen, resultando en la medida del angulo de

contacto.

Las superficies sobre las cuales se deja caer una gota de agua y esta
muestra angulo de contacto cerca de los 90° son definidas como
hidrofébicas (Figura 3A), mientras que aquellas con bajo angulo de
contacto se describen como hidrofilicas (Figura 3B). Si el angulo de
contacto esta cerca de 150°, la superficie demostrara caracteristicas
de superhidrofobicidad, comunmente se conoce como efecto lotus. El
caso opuesto también puede ocurrir cuando se observa que casi no
hay angulo de contacto, y tales superficies de los materiales son

definidas como superhidrofilicas (Wang y Jiang, 2007).

Figura 3. Angulo de contacto sobre diferentes superficies. 3A) superficie de silicona
catalogada como hidrofébica. 3B) superficie dura de poliéster catalogada como
hidrofilica.

Otro parametro a tener en cuenta son las energias libres
superficiales. Son muchos los estudios que han tratado este temay la
relacion que implican estas energias respecto a la condicion higiénica
de las superficies (Jullien y cols., 2002). Por ultimo, otra de las
caracteristicas relevantes de las superficies, en contacto directo con
productos alimenticios, es la presencia de una pelicula que mejora las
propiedades de la superficie y, en consecuencia, afecta la adhesion

bacteriana (Husmark y Ronner, 1990; Mettler y Carpentier, 1998).
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La adhesion de las bacterias a las superficies es termodinamicamente
favorable si la energia libre total de adhesion es negativa. Por lo
tanto, si las superficies alimentarias tienen carga negativa, repelen
las células microbianas porque su carga neta de superficie celular es

negativa (Teixeira y cols., 2005; Jansen y Kohnen, 1995).

Una posible explicacion, para demostrar cuantitativamente la relaciéon
entre las propiedades de las superficies y la frecuencia de adhesion,
es la observaciéon de que la energia libre de las superficies esta mas
relacionada con las fuerzas de unién que con el niumero de bacterias
adheridas por unidad de éarea de la superficie (Sinde y Carballo,
2000).

6. Operaciones sanitarias en la industria de alimentos

Las Buenas Practicas de Fabricacion (BPF) y el sistema de Andlisis de
Peligros y Puntos de Control Criticos (APPCC) se han establecido para
controlar la calidad y seguridad alimentaria. Sin embargo, los biofilms
microbianos no han sido especificamente destacados en el sistema
APPCC. Por lo tanto, la topografia y caracteristicas de los biofilms en
los ambientes de procesado de alimentos y el desarrollo de un plan
de saneamiento, debe ser considerado como pre-requisito en el
sistema APPCC. Asi, al mantener un sistema APPCC actualizado, con
la evaluacion de biofiims en Ilas plantas de alimentos, se
proporcionard una informacibn mas clara de la contaminacion y
ayudara en el desarrollo de sistemas de procesado libres de biofilms

en la industria de los alimentos (Shiy Zhu, 2009).

La higiene debe contemplarse dentro de una perspectiva global, como
una etapa basica del proceso productivo, considerada como un
requisito previo del sistema APPCC. El propdsito de la implementacion

de un sistema de higiene es eliminar cualquier microorganismo
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patégeno y de alteracion, sobre todas las superficies alimentarias

(Hui, 2003). Este sistema debe basarse en un plan de acci6on con

varias etapas, empleando un producto de limpieza y un agente

desinfectante. Es asi como algunos métodos fisicos, tales como

cepillos mecanicos; agentes quimicos, como detergentes y enzimas

biologicas, pueden aplicarse a un medioambiente industrial libre de
biofilms (Kumar y Anand,1998; Shi y Zhu, 2009).

Las etapas del plan de higiene son (Wildbrett, 2000; Anénimo, 2001):
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Preparacion del lugar: correspondiente a las etapas
preliminares que coinciden generalmente con las ultimas
operaciones de la fase de produccién. Su objetivo es retirar
todo aquello que pueda disminuir la accesibilidad o la eficacia

de las etapas posteriores.

Prelavado: Es una etapa de limpieza previa que se realiza con
agua fria o caliente, segun el tipo de suciedad y el tipo de
producto limpiador a emplear. Se debe evitar la aplicacion de
sistemas de alta presidén ya que podrian dispersar las particulas
hacia otras areas de proceso. Tiene como finalidad eliminar
materiales alimenticios dejados en las lineas de producciéon, que
pudieran ingresar posteriormente y deteriorar la calidad del

producto alimenticio.

Limpieza: Se realiza mediante la aplicacion mecanica de un
agente limpiador o detergente y su finalidad consiste en
desprender y llevar en suspension la suciedad adherida, visible
o no, la -cual podria favorecer el crecimiento de

microorganismos.

Aclarado: Empleo de agua limpia a baja presion para la
eliminacién, tanto de la suciedad en suspensién, como del

producto de limpieza.
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Desinfeccion: Se aplica un agente desinfectante de forma
manual o mecanica que reduce la microbiota remanente en las

superficies y elimina los microorganismos patégenos.

Aclarado final: Se utiliza agua potable para arrastrar los
residuos de desinfectante empleados, evitando que se

contaminen los alimentos.

Secado: Se debe realizar en la medida de lo posible, ya que el
agua, ademas de favorecer el crecimiento microbiano, puede
servir de vehiculo diseminador si existen microorganismos
presentes. El objetivo principal consiste en limitar la

recontaminacion y/o el crecimiento microbiano.

Ademas, los procesos de limpieza y desinfeccion en la industria

alimentaria pueden tener otros propoésitos (Lelieveld y cols.,
2003):

6.1.

Incrementar la vida util y prevenir el dafio de los equipos y

superficies.

Proporcionar un ambiente de trabajo seguro y limpio para los

empleados.

Presentar una imagen favorable a las posibles visitas,

demostrando asi una buena gestion.

Limpieza

La limpieza es la operacion donde se elimina, de una determinada
superficie, la suciedad visible o invisible que pueda presentar esta,
previniendo la acumulacién de residuos que lleguen a potenciar el

crecimiento de microorganismos. La accion de separar la suciedad del
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sustrato, poniéndolas en una solucion o dispersiéon, se denomina
detergencia (Leveau y Bouix, 2002). Esta operacion se realiza
mediante detergentes que se eligen teniendo en cuenta el tipo de
alimento que se procesa y la suciedad que puede llegar a generar, las
propiedades fisico-quimicas de las superficies donde se constituyen,
asi como el crecimiento microbiano sobre las superficies y equipos de
proceso (Troller, 1993). Sin embargo, los productos de limpieza que
se utilizan como control, son de especial importancia, ya que pueden
convertirse en un peligro de contaminacion para las mismas

superficies (Davidson y cols., 1999).

Existen tres caracteristicas fundamentales que debe tener un

producto de limpieza:

- Poder quelante: capacidad de secuestrar los minerales e
impedir que cristalicen, precipiten e incrusten en los materiales

con los que contactan.

- Poder desengrasante: capacidad para dispersar y emulsionar

grasas.

- Poder dispersante: capacidad de disgregar las particulas de la

suciedad y mantenerlas en suspension.

Es necesario e indispensable un tratamiento de limpieza conveniente
para llevar a cabo una desinfeccion eficaz, debido a que algunos
productos residuales podrian inactivar el agente desinfectante y los
microorganismos sobrevivirian a dicho tratamiento (Mostert y cols.,
2005).

La mayoria de los productos quimicos limpiadores, empleados en la
industria alimentaria, son los compuestos alcalinos, actuando como
detergentes capaces de romper las proteinas, por la accion de los

iones hidroxilo. A su vez saponifican las grasas y a altas
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concentraciones pueden actuar como bactericidas (Lelieveld y cols.,
2003). Ademas, pueden ser empleados en combinacién con agentes
secuestrantes (quelantes) y humectantes anidnicos (compatibles con
limpiadores acidos o alcalinos). Sin embargo, cuando se requiere
eliminar residuos especificos sobre las superficies como las
incrustaciones de capas de proteina, depédsitos de minerales o
incrustaciones lacticas, se hace necesario el empleo de detergentes
acidos (Wildbrett, 2000). Por otro lado, los agentes humectantes no
ibnicos son utilizados especialmente por su buen comportamiento
para la eliminacibn de suciedad grasa por solubilizacion,
emulsificaciéon y su actividad antiespumante (Chmielewski y Frank,
2003; Bajpaid y Tyagi, 2007). Otro compuesto importante, tanto a
nivel biolégico como medioambiental, es el uso de enzimas, capaces
de catalizar reacciones de hidrdlisis de moléculas complejas
(proteinas y lipidos, entre otros), generando estructuras simples y de

facil eliminacion (Altmajer-Vaz, 2004).

6.2. Desinfeccion

La desinfeccion es definida como el tratamiento de las superficies y
equipos, utilizando medios fisicos o quimicos, para la eliminacién total
de patdégenos y reducir la cantidad de microorganismos presentes a
un nivel seguro y/o prevenir el desarrollo microbiano en la superficie
durante el periodo de producciéon, evitando asi su transferencia al
consumidor (Holah, 1995; Lelieveld y cols., 2003; Mostert y cols.,
2005). Para una adecuada desinfeccidén, primero debe asegurarse el
contacto directo de la solucibn desinfectante con los
microorganismos. A este respecto, la finalidad de las operaciones de
limpieza es hacer accesible los microorganismos a los productos

desinfectantes (Wildbrett, 2000).
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Hay gque mencionar que la eficacia de un agente antimicrobiano se ve

afectada por numerosos factores:

34

Sustancias interferentes: la presencia de materia organica
reduce el efecto de los desinfectantes, debido a la reaccion

quimica o estructural que pueda ocurrir (Holah, 1995).

Temperatura: deben tener la capacidad de actuar en un rango
de temperatura desde los 5°C a los 55°C, teniendo en cuenta
que un aumento en la temperatura incrementa la actividad del

compuesto quimico (Holah, 1995; Herruzo, 2000).

Tamafo de la poblacién: a una mayor carga microbiana se
requiere mayor concentracion de desinfectante o mayor tiempo

de contacto (Herruzo, 2000).

Composicion de la poblacion: los microorganismos en funcién
de su estructura celular, composicién y fisiologia, presentan
diferencias en su susceptibilidad o su respuesta ante los

antisépticos y desinfectantes (McDonnell y Russell, 1999).

Concentracién: a mayor concentracion de desinfectante mayor

es la muerte microbiana (Holah, 1995).

Tiempo de contacto: la duracion de la exposicion, cuanto mas
tiempo, mMas organismos seran destruidos. El tiempo mas
usualmente elegido debe estar entorno a los 5 minutos,
durante el cual deben ser capaces de asegurar un efecto
biocida (Holah, 1995; Prescott, 2009).

Tipo de superficie: La naturaleza, calidad y accesibilidad de las
superficies alimentarias, asi como, de Ilos materiales
determinan la aptitud para la limpieza y desinfeccion de los

mismos (Anénimo, 2001).
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6.2.1. Propiedades de los desinfectantes

Teniendo en cuenta la diversidad de microorganismos a eliminar y las
distintas superficies donde deben actuar los desinfectantes, estos
deben cumplir las siguientes propiedades para que su empleo sea
eficaz y seguro (Garcia, 1989; Wildbrett, 2000; Wirtanen y Salo,
2003):

1. No debe transmitir olores ni sabores extranos a los alimentos.

2. Baja toxicidad por inhalacion o irritantes para la piel a la dosis

de empleo.
3. No alterar las superficies a tratar (no corrosivo).

4. Amplia accién bactericida de efecto prolongado a las
condiciones de uso (tiempo de contacto, temperatura, pH,

grado de contaminacion).
5. Estable frente a residuos organicos y aguas duras.
6. Solubles en agua garantizando su eliminacién con el aclarado
7. No generar resistencia
8. Respetar el medio ambiente

9. Bajo coste

6.2.2. Tipos de desinfectantes

Existe una gran variedad de desinfectantes empleados en la industria
de alimentos. Por lo general, estos productos pueden contener uno o
varios principios activos. Ademas, contienen otras sustancias como
alcalis, acidos, inhibidores de la corrosién y formadores de complejos,
que permiten mejorar sus propiedades de aplicacién en la industria

(Kiermeier y cols., 2000).
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La Tabla 2 muestra los diferentes mecanismos de accion de los
principales desinfectantes aprobados para su uso en la industria
alimentaria. Los productos comunmente utilizados son los
componentes que liberan cloro, los compuestos de yodo (yodéforos),
los compuestos de amonio cuaternario (QACs), los alcoholes, los
aldehidos, peroxigenos, los anfdteros, biguanidas, bisfenoles vy
metales pesados (Criquelion y cols., 2002; Lelieveld y cols., 2003;
Stanfield, 2003; Wirtanen y Salo, 2003).

a) Halégenos

El cloro gaseoso, hipoclorito de sodio y los derivados clorados, en
presencia de agua, producen acido hipocloroso (HCIO), que es el que
les confiere la actividad desinfectante (Criquelion y cols., 2002;
Leveau y Bouix, 2002) y es considerado el biocida mas potente en

mezcla acuosa (Johansson, 2007).

Poseen varios inconvenientes, como su riesgo de corrosion,
sensibilidad a las materias organicas, inestabilidad ligada a la
temperatura y al pH, con generacion de compuestos perjudiciales
para el medio ambiente (Criquelion y cols., 2002; Lelieveld y cols.,
2003).

b) Yodéforos

En ellos se incluyen compuestos minerales (yoduro de potasio) y
organicos (yodoéforos). Son ampliamente utilizados para higienizar los
equipos y superficies de procesado de alimentos (Monstert y cols.,
2005). Su principal ventaja es su amplio espectro de actividad
(bacterias, hongos y virus) y, como inconvenientes, se encuentran la
coloracion que produce sobre los materiales plasticos o sobre la piel,

su inestabilidad ligada a la temperatura y su elevado coste.
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Tabla 2. Principales tipos desinfectantes y su mecanismo de accion
(Modificado de Denyer y Stewart, 1998; McDonnell y Russell, 1999;
Wirtanen y Salo, 2003; Mostert, 2005).

Desinfectante

Objetivo

Modo de accidn

Halégenos

Yodoforos

QACs

Alcoholes

Aldehidos

Peroxigenos

Derivados de Metales

pesados

Biguanidas

Bisfenoles

Anfdteros

ADN, proteinas, enzimas

Acidos nucleicos, proteinas,

membranas celulares

Membrana citoplasmatica

Membrana plasmatica

Pared celular y membrana

celular

Efectos sobre el ADN

Interaccién con grupos tiol

Membrana citoplasmatica vy

plasmatica

Bicapa fosfolipidica

Proteinas

Inhibicion de la sintesis de ADN,
oxidacién de grupos tioles a disulfuros,
sulféxidos y disulfoxidos.

Altera las membranas celulares,
precipita los acidos nucleicos y actta
disminuyendo los requerimientos de
oxigeno de microorganismos aerobios,
posee poderosa actividad germicida.

Dafios generales en la membrana
involucrando la bicapa fosofolipidica.
En bajas concentraciones afecta la
integridad de la membrana, a altas
concentraciones causa coagulacion del
citoplasma. Induccion de fugas de
aminodcidos.

Desnaturalizacion de proteinas.

Entrecruzamiento de proteinas de la
pared celular y la membrana externa.

Inhibicion de sintesis de DNA por
formacion de radicales libres hidroxi
(OH), los cuales oxidan los grupos tioles
de enzimas y proteinas.

Enzimas vitales de membrana. Los
iones de los metales actuan con el

acidos nucleicos. Ruptura de ADN.

Interaccion idnica con las membranas
citoplasmatica en bacterias y
plasmatica en levaduras.

Interaccién con las enzimas de la
membrana citoplasmatica, afectando la
permeabilidad.

Sintesis proteica con falsos
aminodcidos.
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El uso principal de estos compuestos es como antiséptico y sélo la
forma yodoéfora es utilizada como desinfectante de superficies, ya que
€S mas seguro quimica y toxicolégicamente (Criquelion y cols., 2002;
Monstert y cols., 2005).

c) Compuestos de amonio cuaternario

Son principios activos de primer orden a nivel mundial, tanto en su
uso como desinfectantes como antisépticos. Sus propiedades son
aprovechadas en desinfeccion estatica de materiales, desinfeccion de
equipos, de superficies por pulverizaciéon y de tuberias (Criquelion y
cols., 2002; Leveau y Bouix 2002). Dentro de sus ventajas cabe
destacar su bajo riesgo de toxicidad, su estabilidad en amplios rangos
de pH y temperatura y que no son corrosivos. Entre sus desventajas
hay que destacar su alto poder espumante y su falta de acciéon contra

virus (Criquelion y cols., 2002).

d) Alcoholes

Principalmente se utilizan el etanol y el isopropanol. Debido al
elevado coste, poder disolvente y caracter volatil, son utilizados en
pequefas aplicaciones como en los puntos de dificil acceso de los
equipos y limpieza rapida de superficies y balanzas (McDonnell y
Russell, 1999; Monstert y cols., 2005). Tienen un amplio espectro de
accion antimicrobiana contra células microbianas vegetativas, virus y
hongos; pero no contra esporas bacterianas y su actividad fungicida
es reducida (McDonnell y Russell, 1999; Leveau y Bouix, 2002;
Monstert y cols., 2005).
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e) Aldehidos

Los mas comunmente utilizados son el formaldehido y el
glutaraldehido. ElI formaldehido posee un espectro antimicrobiano
bastante homogéneo solo a concentraciones elevadas. Presenta como
ventajas que no es corrosivo, tiene una amplia actividad en
desinfeccion por via aérea, facil de enjuagar y es econémico. Como
inconvenientes estan su olor desagradable con poder lacrimégeno y
los posibles riesgos toxicos por inhalacion (Criquelion y cols., 2002).
Por otra parte el glutaraldehido es empleado en combinacién con
otros principios activos como el formaldehido y los amonios
cuaternarios para la desinfeccion de tuberias, depdsitos y equipos

(Criquelion y cols., 2002; Leveau y Bouix., 2002).

f) Peroxigenos

El 4cido peracético, peréxido de hidrégeno y ozono son los principales
agentes liberadores de oxigeno (agentes oxidantes), siendo el acido
peracético el de mayor eficiencia, en términos de actividad
antimicrobiana. Se considera un desinfectante eficaz de amplio
espectro (bacterias, hongos, virus y esporulados), no es espumante y
se aclara facilmente. Sus desventajas radican en la inestabilidad de la
temperatura, sensibilidad a las materias organicas y sus vapores
irritantes (Criquelion y cols., 2002). El peréxido de hidrogeno tiene
actividad, particularmente frente a esporas. Es mas activo sobre las
bacterias Gram positivas que sobre las Gram negativas y adn mas
sobre bacterias anaerobias, no provistas de catalasa, que sobre
bacterias aerobias (McDonnell y Russell, 1999; Leveau y Bouix,
2002). El ozono posee un efecto sobre bacterias Gram positivas y
Gram negativas, esporas bacterianas y fungicas, pero su desventaja

radica en su toxicidad, puesto que a concentraciones elevadas resulta
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ser toxico para los humanos, produciendo afecciones del tracto

respiratorio (Guzel-Seydim y cols., 2004; Pascual y cols., 2007).

g) Anfoteros

Los anféteros son conocidos por tener buenas propiedades
detergentes y esterilizantes (Lelieveld y cols., 2003). Presentan
actividad antimicrobiana contra bacterias, hongos, virus y esporas, a
concentraciones de principio activo extremadamente débiles
(Criquelion y cols., 2002; Lelieveld y cols., 2003). Como ventajas
destacan la ausencia de olor, baja toxicidad y escasa sensibilidad a

las materias orgéanicas (Criquelion y cols., 2002).

h) Biguanidas

En este grupo podemos encontrar el clorhidrato de polihexametileno
biguanida y Ila clorhexidina. El clorhidrato de polihexametileno
biguanida, debido a su bajo espectro antimicrobiano, se asocia con
otros principios activos y es empleado como desinfectante en general
para la industria de alimentos, desinfeccion de circuitos de forma
dindmica y mas comunmente en desinfeccion de piscinas (McDonnell
y Russell, 1999; Leveau y Bouix, 2002). La clorhexidina es una de las
mas empleadas como antiséptico, especialmente en el lavado de las
manos. Presenta buena actividad frente a bacterias y levaduras, pero
su eficacia se ve muy afectada por la presencia de materia organica
(McDonnell y Russell, 1999; Monstert y cols., 2005).

i) Bisfenol

El triclosan y el hexaclorofenol son los mas utilizados. El triclosan se

aplica como capa antimicrobiana en material de embalaje y cintas
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transportadoras (Mostert y cols., 2005). Se cree que su actividad se
ejerce sobre la membrana citoplasmatica, en una primera instancia,
inhibiendo la toma de nutrientes esenciales, y luego produciendo la
lisis y liberacion de los componentes celulares (McDonnell y Russell,
1999). Los bisfenoles exhiben un amplio espectro, son activos contra
bacterias, hongos, algas y esporoestaticos hacia esporas bacterianas;
aunque tienen poca eficacia contra Psedomonas aeruginosa. Son
considerados desinfectantes de nivel intermedio (McDonnell y Russell,
1999; Johansson, 2007).

6.3. Limpiezay desinfeccion de superficies duras

La composicion de los detergentes para el lavado de superficies duras
difieren segun las caracteristicas de la superficie. Asi, en presencia de
residuos alimentarios, especialmente proteicos, las superficies en
sistemas abiertos generalmente contienen detergentes espumantes
en altas concentraciones y surfactantes organicos, como ingredientes
principales (Lynn, 2009). En estos sistemas los desinfectantes son
aplicados directamente al equipo, superficie o utensilio a desinfectar,
durante un tiempo estipulado (Holah, 1995). En sistemas de limpieza
cerrados, denominados “Cleaning In Place” (CIP), la eficacia se basa
en gue los residuos de tipo proteico generan espumas, que causan
una disminucion en la presion de lavado, y en la energia cinética de
la aspersion o el flujo de agua. Para evitar este efecto, los
detergentes tienen una composicidon, en su mayoria, inorganica, los
cuales estdn compuestos principalmente por coadyuvantes y
tensioactivos con poder espumante limitado (Altmajer-Vaz 2004). En
los sistemas CIP, los desinfectantes son distribuidos por gravedad o
por bombas de flujo dentro de los equipos (Holah 1995). La Tabla 3
muestra los criterios microbiolégicos para el analisis de muestras

ambientales, establecidos por el Servicio de Salud Publica de EE.UU.
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y descritos por Little y Sagoo (2009), para determinar la calidad

microbiol6gica de superficies en contacto con alimentos.

6.4. Importancia del secado

El proceso de secado es de importancia critica, ya que podria estar
implicado en maximizar la reduccion de las bacterias (Montville y
cols., 2002). Después de las etapas de limpieza y desinfeccién es
recomendable una buena ventilacion y/o la aplicacién de aire secante
en las instalaciones de la industria, que permita el secado de equipos,
lineas de procesado y superficies en general; para prevenir la
proliferacion de algun microorganismo viable remanente sobre las

superficies (Wirtanen y Salo, 2003).

Tabla 3. Criterios microbioldégicos para hisopados ambientales de
superficies en contacto con alimentos (Little y Sagoo 2009).

Calidad microbiolégica

Superficie Microorganismo
Satisfactorio Insatisfactorio

Hisopado de Recuento de aerobios <10 UFC cm’ o hisopado >10 UFCcm’ o hisopado >1
superficies de Enterobacteriaceae <1UFCcm’ o hisopado UFCcm’ o hisopado
contacto E. coli No detectado Detectado
higienizadas y
listas para usar
Hisopado de Recuento de aerobios  <10> UFC cm’ o hisopado >10° UFCcm’ o hisopado
superficies de Enterobacteriaceae <10> UFCcm’ o hisopado >10° UFCcm’ o hisopado
contacto recién E. coli No detectado Detectado

higienizadas y que
estdn en uso

Varios estudios han demostrado que el secado de las superficies tiene
un efecto bactericida, aunque la efectividad del proceso depende de
la naturaleza del organismo y estado en que se encuentra, el tiempo
de secado, condiciones de temperatura, suciedad y humedad (Hirai,
1991; Janning y cols., 1994; McEldowney y Fletcher, 1998). Aunque

42



REVISION BIBLIOGRAFICA

se disminuya la proliferacion de microorganismos, no obstante,
algunas bacterias tolerantes y/o formadoras de esporas tienen la
habilidad de permanecer en condiciones de sequedad durante un

periodo de tiempo prolongado (Kusumaningrum y cols., 2003).

7. Adherencia bacteriana en la industria de alimentos

Existen dos estados bacterianos que viven en medio ambientes
naturales: el estado plancténico (flotan Ilibremente) y sésil
(adheridas). Existen varias teorias con respecto a la adhesion de los
microorganismos. Mientras algunas se basan en las fuerzas de
Lifshitz-Van der Waals, como también las fuerzas de atraccién y
repulsion; otras se inclinan por la teoria de la termodinamica, basada
en la energia libre de adhesiéon, derivadas de las energias libres de
superficie de la célula, y la superficie del sustrato. De otra parte,
también se afirma que los apéndices de las superficies celulares o la
excrecion de adhesivos ayudan a la fijacion, en mayor ndmero, que
las consideraciones estrictamente termodinamicas (Busscher y cols.,

1997).

Los microorganismos tienden a adherirse a superficies vivas o inertes
para colonizarlas, crecer y formar una matriz polimérica
autoproducida, en la cual pueden confluir multiples especies
microbianas. A todo el conjunto se le denomina biofilm (Carpertier y
Cerf, 1993). La capacidad para formar biofilms no parece restringirse
a algunos grupos especificos de microorganismos y se considera, que
bajo condiciones ambientales adecuadas, la inmensa mayoria de las
bacterias pueden sobrevivir dentro de los biofilms (Donlan, 2002;
Thomas y Nakaishi, 2006).

Los biofilms son necesarios para permitir a la bacteria persistir y

resistir las condiciones adversas del medio, mientras que el modo de
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crecimiento plancténico es importante para la propagacion de
bacterias. Los biofilms bacterianos infecciosos son particularmente
problematicos, debido a que las bacterias sésiles pueden soportar la
respuesta inmune del hospedador y son drasticamente mas
resistentes a los antibidticos, biocidas y las fuerzas hidrodindmicas de
cizallamiento que su contraparte, las células plancténicas (Glinel,
2012). La primera evidencia publicada sobre la existencia de un
biofilm, fue la realizada por Duguid, Anderson y Campebell (1966),
poniendo en evidencia la adhesion de Salmonella sobre superficies
alimentarias. Desde entonces, se han publicado numerosos estudios
que describen la habilidad de los microorganismos patégenos para
formar biofilms, entre los que se encuentran Yersinia enterocolitica,
Campylobacter jejuni y Escherichia coli O157:H7 (Shi y Zhu, 2009).

7.1. Propiedades fisico-quimicas de las bacterias

Las cargas negativas de las superficies bacterianas son contrarias a la
adhesién bacteriana, debido a las fuerzas de repulsion electrostaticas.
Estas mantienen a las células bacterianas a una corta distancia de la
superficie. Sin embargo, la superficie de las células bacterianas
poseen hidrofobicidad debido a las fimbrias, flagelos y sustancias
poliméricas extracelulares (EPS). Por ello la importancia de los
flagelos, para transportar las células a un sitio de fijacion especial con
la superficie, mientras que los pili y las fimbrias son importantes para
la adhesion y colonizacién, probablemente porque ayudan a superar
la barrera de repulsién electrostatica (Shi y Zhu, 2009; Simdes y
cols., 2010). Las EPS confieren propiedades hidrofilicas a las células
bacterianas y son un componente importante de la membrana
externa bacteriana, la cual juega también un papel en la fijacion

inicial a la superficie (Shiy Zhu, 2009).
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7.2. Formacion del biofilm

El desarrollo de un biofilm puede ocurrir sobre casi todas las
superficies y cualquier medio ambiente, en el que existan
microorganismos viables presentes. En la mayoria de los casos, los
microorganismos se adhieren a sustratos sélidos que pueden ser
vivos o0 inanimados y/o a las formas inorganica y organica, un
requisito esencial para su supervivencia y reproduccion normal
(Kumar y Anand, 1998).

Algunos microorganismos patégenos pueden atacar, crecer y formar
biofilms sobre superficies de alimentos, equipos Yy entornos
alimentarios. Por ejemplo, Listeria monocytogenes forma biofilms en
los drenajes de los suelos, tanques de almacenamiento, carretillas de
mano, bandas transportadoras y otros materiales que estan en
contacto con los alimentos (Shi y Zhu, 2009). Asi mismo, en la
industria lactea y, en general, aquellas que trabajan con fluidos
alimentarios, presentan un problema serio con respecto a la adhesion
lamado “biofouling”, que es la formacion de depdsitos (capa de
células vivas y sus productos de descomposiciéon) sobre una
superficie de contacto con un medio liquido (Trachoo, 2003). La
existencia de bacterias patégenas sobre los alimentos o superficies,
que estan en contacto con ellos, incrementa el riesgo de inseguridad
alimentaria. Es por ello que el mecanismo de formacion del biofilm,
en las industrias alimentarias, se ha convertido en un punto

importante en los ultimos afios (Shi y Zhu, 2009).

La formacion del biofilm es un proceso dinamico y se muestra
envuelto en varias etapas (Figura 4): Disposicion de la superficie,
adhesiéon celular, formacion de microcolonias, producciéon de EPS y
formacién del biofilm, por ultimo separacion y dispersion del biofilm
(Kumar y Anand, 1998).
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Figura 4. Etapas de la formacion de biofilms (Modificado Kumar y Anand, 1998).

7.2.1. Disposicion de la superficie

En los entornos de procesado de alimentos, las bacterias, junto con
otras moléculas organicas e inorganicas, como por ejemplo las
proteinas de la leche y de la carne, son adsorbidas por las superficies,
formando un film, donde existe un incremento en el nivel de
nutrientes remanentes sobre la superficie alimentaria haciéndola
disponible a la adhesion bacteriana. Esta disposicion también altera
las propiedades fisico-quimicas de la superficie, energia libre de
superficie, cambios en la hidrofobicidad y cargas electrostaticas, las
cuales pueden también afectar la secuencia de eventos microbianos.
A este respecto, la microtopografia de la superficie alimentaria es
igualmente importante para favorecer la retencion de bacterias, en
particular, si la superficie se compone de canales profundos y
hendiduras que atrapen las bacterias (Kumar y Anand, 1998). En
cuanto a la adherencia de los microorganismos, actuan las fuerzas de

Van der Waals, fuerzas electrostaticas e interacciones hidréfobas.
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Durante este proceso los microorganismos se pueden eliminar de
manera sencilla con wuna limpieza suave (Mittelman, 1998;
Chmielewski y Frank, 2003).

7.2.2. Fijacion bacteriana a la superficie

Esta etapa es dependiente del tiempo, en el que las bacterias se unen
activamente a las superficies por medio de apéndices, como los
flagelos, pilis, adhesinas y capsulas bacterianas. La alta energia libre
y las superficies humedas promueven la adhesién bacteriana,
formando microcolonias de unién irreversible, donde las células ya no
presentan movimiento browniano. A diferencia de la etapa de
disposicion de la superficie, el tiempo para que se produzca la
adhesion celular depende de la especie bacteriana y los sustratos
presentes en las superficies (Marshall, 1992; An y Friedman, 1998;
Chmielewski y Frank, 2003).

7.2.3. Formacién de microcolonias

Las células bacterianas fijadas de forma irreversible, crecen y se
dividen utilizando los nutrientes presentes en la pelicula de
acondicionamiento y los fluidos circundantes del medioambiente. Este
proceso lidera la formacién de microcolonias, las cuales se ensanchan
y se unen para formar peliculas de células cubriendo la superficie

(Kumar y Anand, 1998).

7.2.4. Produccion de EPS y formacion del biofilm

En cuanto se forma la pelicula de células sobre la superficie, se inicia
la produccién de EPS. La composicion general de la EPS bacteriana
comprende polisacéaridos y proteinas; que representan del 75-89% de
la composicion y, en menor cantidad, &cidos nucleicos, lipidos,

fosfolipidos y sustancias humicas (Simdes y cols., 2010). Los EPS
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ayudan al anclaje de las células a la superficie y estabiliza la colonia
de las fluctuaciones del medioambiente (Characklis y Marshall, 1990).
Algunos estudios han observado que los EPS proporcionan protecciéon
contra las condiciones adversas que pueden existir sobre los
microorganismos del biofilm, mediante la concentracion de
nutrientes, previniendo el acceso de biocidas y la desecacion,
secuestrando metales y toxinas. Todo esto dificulta su movilizacion,
requiriendo la aplicacion de fuerzas como lavados, raspados sobre la
superficie o la ruptura quimica de las fuerzas de fijacidén, a través de
la aplicaciéon de enzimas, detergentes, surfactantes, desinfectantes y
calor (Carpentier y Cerf, 1993; Sauer, 2003; Van Houdt y Michiels,
2010; Simdoes y cols., 2010).

La composicion de los biofilms, puede consistir en monocultivos, de
varias especies 0o una mezcla de fenotipos de una especie
determinada, dependiendo los diferentes microorganismos
colonizadores. Segun sugieren algunos investigadores, los biofilms
mixtos son mas estables y resistentes a los productos quimicos de
limpieza, gracias a que poseen una estructura mas compleja (Kumar

y Anand, 1998; McDonnell y Russell 1999; Brooks y Flint, 2008).

7.2.5. Separacion y disgregacion del biofilm

Cuando los biofiims han alcanzado una estructura altamente
organizada y se encuentran unas condiciones ambientales concretas,
con la presencia de sustancias quimicas en el medio circundante y
alteraciones de las propiedades de los propios biofilms o del sustrato,
las bacterias se desprenden de la matriz y entran en el flujo de
corriente. El desprendimiento es un proceso discreto, por lo que
ocurre una separacion periddica de particulas relativamente grandes
de biomasa (células y nutrientes). Posteriormente vuelve a comenzar
el proceso de desarrollo del biofilm en un lugar diferente (Kumar y
Anand, 1998; Simodes y cols., 2010).
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7.3. Implicacion de la formacion de biofilm

La formacion de biofiims en medioambientes de procesos de
alimentos es de especial importancia, ya que tienen la capacidad para
actuar como fuentes persistentes de contaminacién microbiana, que
pueden conducir a la alteracion del alimento y/o a la transmision de

enfermedades (Van Houdt y Michiels, 2010).

La formacién de biofilms en los equipos industriales, por ejemplo en
la industria lactea, pueden liderar serios problemas de higiene y
pérdidas econémicas, ya que los microorganismos en biofilm catalizan
reacciones quimicas y biolégicas, causando corrosion en las tuberias y
tanques de almacenamiento metalicos. Al mismo tiempo pueden
reducir la eficacia de transferencia de calor y aumentar la resistencia

en los fluidos (Vieira y cols., 1993; Blaschek y cols., 2007).

7.3.1. Estudio de biofilms sobre superficies de contacto

alimentario

Varios estudios han realizado su enfoque en la microestructura de los
biofiims. Una de las técnicas mas Uutiles es la microscopia de
epifluorescencia, ya que permite observar el crecimiento sobre
superficies, tales como pléasticos, acero inoxidable o caucho (Trachoo,
2003). La aplicacion de esta tecnologia incluye la determinacion de
células viables, las células en biofilm, formacibn de microcolonias,
morfologia de las células, pH del biofilm y distribuciéon quimica dentro
del biofilm. Esta informacion es esencial para entender como algunos
patégenos sobreviven a las condiciones de las plantas alimentarias y
ha sido utilizada como soporte para desarrollar y mejorar los

programas de disefio, intervencion y prevenciéon (Trachoo, 2003).

La aplicacion de la microscopia de epifluorescencia fue utilizada por
Wirtanen y cols., (1996), para determinar el area de cubrimiento de

los biofilms formados por diferentes microorganismos (Bacillus
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subtillis, Listeria monocytogenes, Pediococcus inopionatus,
Pseudomonas fragi y Pediococcus inopinatus) sobre muestras de
acero inoxidable. Las muestras fueron lavadas y tefliidas con naranja
de acridina durante dos minutos para luego ser observadas al
microscopio. En otro ensayo realizado por Rowe y cols., (1980) se
empled un sistema de imagen para la deteccion de células viables, no
cultivables, de campylobacter jejuni. Su método de tincién vital
estaba basado en la habilidad de las células viables para absorber el
colorante no fluorescente. La hidrdlisis de esta molécula
intracelularmente hace que se transforme en fluorescente. Por tanto,

solo se verd la tincién en aquellas células viables y activas.

La microscopia laser de escaneo confocal (CSLM) tiene algunas
ventajas sobre la microscopia de epifluorescencia. La CSLM es una
version mejorada del microscopio de epifluorescencia, que crea un
plano de foco fino para obtener secciones Opticas o escaneo XZ. Estas
secciones Opticas, a continuacion, se agrupan en un software para
generar una imagen reconstituida tridimensional (Palmer vy
Sternberg, 1999).

A nivel de materiales utilizados en el ambiente alimentario, existen
algunos que poseen un efecto bacteriostatico sobre algunos
microorganismos patégenos, es el caso del caucho que actua sobre L.
monocytogenes (Trachoo, 2003). En la evaluacion de la supervivencia
de aerosoles de Pseudomonas fluorescens y Enterococcus feacalis
sobre superficies inertes, se aprecioé que el tipo de material presentd
un efecto significativo sobre la supervivencia de los microorganismos,
obteniendo como resultados el siguiente orden, de mayor a menor,
de acuerdo al crecimiento bacteriano: acero inoxidable, vidrio y PVC.
El efecto letal del PVC se debe a su elevada reactividad, gracias a sus
sitios oxidantes, la liberacién de acido clorhidrico y a la presencia de
aditivos (Robine y cols., 2000).
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7.4. Factores que afectan la adhesion

Existen diferentes factores que afectan el desarrollo y estructura del

biofilm, dentro de los cuales se pueden mencionar los siguientes:
» Las propiedades de la superficie.
» La disponibilidad de nutrientes.
 La composicién de la comunidad microbiana.
* La disponibilidad de agua.
* La interaccion interespecifica.
* El transporte celular.

 La temperatura.

Todas estas caracteristicas juegan un papel importante en el cambio
fenotipico desde las células planctdonicas a la forma sésil. Otros
factores, como el uso de alcohol u otros agentes desinfectantes, asi
como la presencia de multiples microorganismos pueden mejorar la
adhesion y maduracion del biofilm (Chmielewski y Frank, 2003;
Garret y cols., 2008; Shi y Zhu, 2009; Van Houdt y Michiels, 2010).

7.5. Prevencion y erradicacion de biofilm

La fijacion a las superficies es un proceso bastante rapido y por lo
tanto, no es muy aplicable el limpiar y desinfectar continuamente
para evitar la adhesion bacteriana. Sin embargo, debe determinarse
cuidadosamente una frecuencia adecuada de desinfeccidn para evitar
la maduracién del biofilm y la acumulacibn de materia organica

absorbida, la cual puede influir en el nivel higiénico del material y la
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disponibilidad de nutrientes. Las propiedades higiénicas de los
materiales o superficies pueden verse alterados, por modificaciones
especificas, para que sea intrinsecamente antibacteriano y/o menos
susceptible a la fijaciéon (Mettler y Carpentier, 1998). Es por ello que
se han realizado estudios con capas de recubrimiento que disminuyen
la fijacion de ciertos microorganismos. Otra técnica es la
incorporacion de metales de transicion cataliticos, dentro de
superficies de polimero, promoviendo la formacion de especies
reactivas al oxigeno, como los perdxidos y los persulfatos. Estas
soluciones se orientan, en particular, a las células mas cercanas a la
superficie. Un programa de control eficaz se basa, evidentemente, en
los sistemas de detecciéon adecuados para monitorizar la colonizacién
bacteriana de las superficies y el control de los biofilims en estados
tempranos del desarrollo (Simdes y cols., 2010). Se han descrito
varios meétodos para alcanzar esos fines, como el recuento de
microorganismos totales viables, diferentes técnicas de microscopia y
espectroscopia, medidas de impedancia y determinaciéon de ATP
(Kumar y Anand, 1998; Wirtanen y cols., 2000; Verran y cols.,
2002). Cada técnica tiene sus ventajas y desventajas, y la
combinacion de los métodos garantizan una mayor eficiencia de
deteccion (Van Houdt y Michiels., 2010).

El objetivo primario del proceso de limpieza es la eliminacion de
productos residuales. Indirectamente, la eliminacibn de estos
residuos es también un primer punto critico en el control de biofilms.
La eleccion de los métodos adecuados para la rotura y eliminacion,
mecanica o quimica, de la matriz exopolisacarida es esencial para el
éxito en el control del biofilm en la industria de alimentos, ya que la
matriz protege los microorganismos contra los efectos de los
detergentes y desinfectantes (Blenkinsopp y cols., 1992; Zottola y

Sasahara, 1994). Sin embargo, una inapropiada estrategia de
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limpieza podria llegar a liderar la formacion de un biofilm e
incrementar la biotransferencia potencial (Zottola y Sasahara, 1994).
Los biofilms en la industria de alimentos pueden ser eliminados

adoptando diferentes estrategias (Kumar y Anand, 1998).

Los métodos estandar de limpieza empleados en muchas industrias
de procesado de alimentos, tales como limpieza &alcali-base y acido-
base, son solamente adecuadas en la eliminacion de la matriz del
biofilm polimérico extracelular. Hay estudios que demuestran que
algunos detergentes son bactericidas y algunos desinfectantes
pueden despolimerizar las EPS, permitiendo asi la separacion del
biofilm de la superficie (Holah y cols., 1990). Cuando se optimizan los
pardmetros del proceso de limpieza y desinfeccion, tales como la
formulacion apropiada, concentracion, tiempo de contacto,
temperatura y energia cinética de flujo, se mejora drasticamente el

resultado final.

La eliminacién de biofilms es facilitada, ademas, por la aplicacién de
fuerzas mecanicas sobre la superficie durante la limpieza (Wirtanen y
cols., 1996). Otros tratamientos alternativos son los campos
magnéticos, ultrasonidos y la radiacidon ionizante, esta ultima podria
emplearse en los tratamientos de higienizacion sobre gran variedad
de productos y superficies de contacto alimentario. La inactivacién de
plasma atmosférico hace uso de especies reactivas al oxigeno y
generacion de radicales libres, mediante las descargas
incandescentes que inactivan los microorganismos (Wirtanen vy
cols.,1996; Kumar y Anand, 1998). La enzimas también han
demostrado efectividad, colaborando en la movilizacion de biofilms
(Kumar y Anand, 1998).
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8. Sistemas de deteccidn para el control microbioldgico e

higiénico de superficies

Los sistemas de deteccion para el control microbiolégico de
superficies son imprescindibles, para poder evaluar y determinar, si la
poblacién microbiana existente o residual se encuentra en un nivel
aceptable y si se han destruido los microorganismos indeseados. Los
resultados obtenidos se relacionardn con parametros como la
limpieza de la superficie o la calidad del producto alimenticio (Fung,
2002; Leveau y Bouix 2002).

8.1. Meétodos clasicos

Dentro de los métodos clasicos se encuentran el hisopado, las placas
de contacto y la extracciobn de microorganismos de fracciones de
superficie; por medio de enjuagues con agitacion (Lues and Van
Tonder, 2007; Valentine y cols., 2008; Kasuga y cols., 2011). Estos
métodos, aunque fiables y eficientes, requieren al menos de entre un
par de dias a una semana para obtener resultados, lo cual los hace
poco apropiados como elemento de vigilancia rapida para el sistema
APPCC (Marlony y cols., 2003b; Maukonen y cols., 2003). El manejo
de sistemas de deteccidon de microorganismos puede ser importante
en la gestion de la seguridad alimentaria y, en cuanto al criterio de
seleccion de los analisis y su aplicacion, se debe tener en

consideracion su utilidad, limitaciones y ventajas (ICMSF, 2011).

8.1.2. Hisopos o esponjas

Este método consiste en frotar la superficie con una esponja estéril o
con un hisopo de algodén. Posteriormente se resuspenden en un

medio adecuado de recuperacion y cultivados en medios de
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crecimiento adecuados (Lelieveld y cols., 2003). EI método tiene
como ventaja que es adaptable a gran variedad de superficies, posee
una amplia disponibilidad y su coste es relativamente bajo (Mostert y
cols., 2005). Por otro lado, sus desventajas radican en la incapacidad
del hisopo para recuperar todos los microorganismos de la superficie
con eficacia, ya sea porque se encuentren adheridos (biofilm) o por
quedar retenidos en el propio hisopo, obteniendo resultados erréneos
al disminuir el recuento total. Por estos motivos, existe gran
variabilidad en los resultados y no suelen ser reproducibles (Holah y
cols., 1988; Lelieveld y cols., 2003; Mostert y cols., 2005).

8.1.3. Placas de contacto

El método de la placa de contacto consiste en el empleo de una placa
de agar estéril (por lo general una placa Rodac), el cual se hace
contactar con la superficie a evaluar (Mostert y cols., 2005). Este
meétodo es facil de utilizar pero sélo en superficies planas, lisas y con
recuentos bajos, ya que no es posible hacer diluciones. También
presenta factores limitantes como la adherencia de microorganismos
a la superficie, las cuales no pueden ser desprendidas con facilidad
(Mafu y cols., 1990).

8.1.4. Extraccion de microorganismos de fracciones de

superficies

Para extraer los microorganismos de una superficie y realizar el
control microbiolégico, es necesario tomar un fragmento de la
superficie, colocarlo en una solucion salina normal y agitarlo (con o
sin perlas de vidrio o por sonicacion) para desprender los
microorganismos que se encuentren adheridos a la superficie
(Christian y cols., 1983; Sattar y cols., 2001; Traoré y cols., 2002;
Gerba y Kennedy, 2007; Christison y cols., 2007; Sivakumar y cols.,

2010; Fijan y Sostar-Turk 2010). Estos tres métodos de extraccion de
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microorganismos de la superficie son equivalentes en la recuperacion,
pero la agitacion con perlas de vidrio permite extraer completamente
las bacterias cuando estas se encuentran dentro de un biofilm
(Lindsay and Von Holy, 1997).

8.2. Meétodos rapidos

La necesidad de reducir tiempos de deteccion de los microorganismos
ha llevado al desarrollo de nuevos métodos que permiten, con la
misma fiabilidad, reproducibilidad y repetitividad que los ensayos
clasicos, la certificacion de la calidad de productos alimentarios
(Holah y cols., 1998). Estos métodos deben ser robustos y fiables,
con una especificidad que minimice los resultados falsos-positivos
(Keith, 1997) y que sirvan como base para tomar medidas
correctoras oportunas en el menor tiempo posible (Boer y Beumer,
1999).

Estos métodos incluyen, entre otros, ensayos basados en
anticuerpos, en amplificacion genética, en deteccion de Adenosina
Trifosfato (ATP) y técnicas microscoépicas (Teufel y Redl, 2006; Nugen
y Baeumner, 2008).

8.2.5. Microscopia de epifluorescencia directa

La DEM, se ha convertido en la técnica de microscopia ideal para
examinar la adhesion celular y formacién de biofilms en superficies
alimentarias, porque permite la deteccion selectiva y especifica de
moléculas en concentraciones pequefias (Pontefract, 1991; Yuste,
2005), donde los objetos de interés fluorescen y permiten marcar
virtualmente cualquier aspecto de los sistemas bioldgicos (Lichtman y
Conchello, 2005).
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La fluorescencia es una caracteristica que exhiben algunos atomos o
moléculas denominadas fluoréforos, que tienen la capacidad de
adsorber la luz de una determinada longitud de onda y emitirla a una
longitud de onda mas fuerte (Herman, 1998; Petty, 2007). El
fluoréforo es promovido a un estado de energia alta (estado excitado)
seguido por la emisién de luz, de una longitud de onda mas larga,
conocida como fluorescencia (Petty, 2007). Esta fluorescencia ocurre
cuando el electron excitado regresa a una Orbita de baja energia y
emite un foton de luz, el componente aparece brillante sobre un

fondo oscuro (Takeuchi y Frank, 2001; Mostert y cols., 2005).

Para la cuantificacion de células viables y no viables se utilizan
sistemas de recuento automaticos, basados en programas
informéaticos que analizan las imagenes obtenidas. Mediante el
tratamiento de una serie de parametros se puede obtener
informacioén en poco tiempo (Maukonen y cols., 2003). Las imagenes
analizadas se pueden almacenar en un soporte informatico para ser
reevaluadas o interpretadas desde otros puntos de vista, incluso por

otros laboratorios (Rodrigues y cols., 2001).

8.2.5.1. Microscopios de fluorescencia

Los microscopios de fluorescencia, dependiendo de la luz incidente,
se clasifican en dos grupos: en microscopios de fluorescencia de
transmision de luz y los de fluorescencia de luz incidente o epi-
iluminacién. Los microscopios de fluorescencia de transmisiéon de luz
requieren una alineacion cuidadosa del condensador de luz y de las
lentes de los objetivos; para evitar interferencias entre la luz de
excitacion y la fluorescencia emitida, mientras que en el microscopio

de luz incidente, el condensador es también el objetivo; por lo tanto
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sOlo existe una trayectoria Optica al detector y la alineacion es
perfecta (Takeuchi y Frank, 2001).

Dentro de los elementos principales del microscopio de

epifluorescencia encontramos:

i) filtro de excitacion, su funcion es seleccionar la luz de la

longitud de onda incidente.

i) espejo dicroico, tiene la propiedad de reflejar la luz de ciertas

longitudes de onda y dejar el paso de otras.

iii) filtro de emision, es el filtro que selecciona la luz de la longitud

de onda fluorescente.

Las posibles fuentes de luz corresponden a lamparas halogenadas de
tungsteno, mercurio de alta presion, xendn, combinacion de lampara
o laser de mercurio y xendn, capaces de emitir la energia de la

excitacion en diversas longitudes de onda (Herman, 1998)(Figura 5).

Camara
fotogréfica

Oculares
Fuente de Filtro de

iluminacién excitacion .,

Filtro de emisién

------

e A ppeicidicricd
e .

Objetivo y
condensador

Figura 5. Funcionamiento del microscopio de epifluorescencia.
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8.2.5.2. Tinciones fluorescentes empleadas para evaluar Ila
actividad de los microorganismos

Las principales ventajas de las tinciones de Vvitalidad son:
sensibilidad, resolucion inmediata y la posibilidad de analizar las

células individualmente con el programa informéatico adecuado.

En la Tabla 4 se resumen las caracteristicas de los fluoréforos
empleados para evaluar la actividad celular o viabilidad de los

microorganismos.

8.2.6. Sistema automatizado TEMPO

Los métodos tradicionales empleados para conocer la cantidad de
microorganismos en una muestra suelen resultar complejos, ya que
involucran la lectura manual y subjetiva de colonias presentes en las
placas. Tales analisis son indispensables ya que reflejan la calidad del

producto.

La Asociaciobn Francesa de Normalizacion (AFNOR) otorgd el
certificado de acreditacion del sistema TEMPO, en el afio 2013, para
la enumeracion de la biota aerobia mesoéfila, teniendo en cuenta
como referencia de validaciéon la Norma EN ISO 16140 (octubre
2003): microbiologia de los alimentos - Protocolo para la validacion
de métodos alternativos; y como método de referencia la Norma EN
ISO 4833: Directrices generales para la enumeracion de
microorganismos — metodo por el recuento de las colonias obtenidas
a 30°cC.

El sistema TEMPO se utiliza para el recuento directo de indicadores de
calidad en productos alimenticios y esta basado en el fundamento
tradicional del recuento estadistico por la técnica del NUmero Mas
Probable (NMP).
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Tabla 4. Criterios y fluoréforos utilizados para evaluar la viabilidad de
los microorganismos (modificado de Montariiez, 2013).

Criterio Fluoréforo Caracteristica
Permeabilidad de la PO-PRO-3 Se une al ADN intracelular de las células con membrana
membrana lesionada, es decir permeables (Vodyacova y cols., 1994)
SYBR green Se utiliza en combinacién con yoduro de propidio para
medir la permeabilidad de membrana plasmética (Berney
y cols., 2007)
SYTO 9 Se une al ADN de todas las células con membrana

Respiracion celular

Membranas intactas y

actividad esterasa

Potencial de membrana

pH intracelular

Recuento Total

SYTOX Green

Yoduro de propidio

Cloruro de 5-ciano-
2,3-ditolil tetrazolio
(CTC)

Diacetato de
fluoesceina/Bromuro
de etidio (EB)

DiBAC,

Oxonol

Rodamina y cianinas

Fluoresceina, BCECF,
piranina y cianinas

4,6-diamino-2-
fenilindol (DAPI)

Naranja de
acrinidina

citoplasmatica intacta y lesionada (Baena-Ruano y cols.,
2006) . Atraviesa la membrana plasmatica intacta debido
a su bajo peso molecular. Se utiliza en combinacién con
yoduro de propidio (Sachidanandham y cols., 2005)

Se une al ADN, ingresa en los organismos con membrana
plasmatica lesionada (Breeuwer y Abee, 2000; Sulley y
Lloyd,1999; Créach y cols., 2003)

Penetra sélo células con membrana lesionada (Baena-
Ruano y cols., 2006) No pasa a través de la membrana
plasmética intacta debido a su gran peso molecular
(Sachidanandham y cols., 2005)

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

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

Ingresa en microorganismos con membrana plasmatica
lesionada. Por tanto mide la despolarizaciéon de la
membrana (Suller y Lloyd, 1999)

Su acumulacién dentro de la célula es favorecida por la
reduccién en el potencial de membrana (Joux y Lebaron,
2000). Por tanto, mide la despolarizacidn de la membrana
(Lopez-Amoros y cols., 1995)

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

Mide el pH intracelular de las células (Breeuwer y Abee,
2000). Las células viables mantienen el pH interno y no
son afectadas por el pH externo, mientras que las

lesionadas varian su pH interno (McFeters y cols., 1995)

Tincion de contraste. Tifie el ADN de todas las células
(azul) (Boulos y cols., 1999). Pasa a través de la membrana
celular de microorganismos viables o muertos (McFeters y
cols., 1995)

Se une al ADN y ARN (Whitehead y cols., 2009). Las
bacterias tefiidas de verde son consideradas inactivas,
mientras que las tefiidas de rojo o naranja, se consideran
activas (McFeters y cols., 1995)
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Al ser automatizado asegura resultados rapidos, estandarizados y
exactos, al igual que minimiza el factor de variabilidad del operario,
incrementa la uniformidad de resultados y asegura una trazabilidad

completa.

El sistema TEMPO esta compuesto de viales, tarjetas, TEMPO filler y
dos estaciones de trabajo: una estacion de preparacion (TEMPO Prep)

y una estacion de lectura (TEMPO Reader) (Figura 6).

Figura 6. Estaciones del sistema TEMPO.

a) Viales TEMPO:
Cada vial contiene un medio de cultivo especifico el
cual permite el crecimiento bacteriano. El medio esta
compuesto con un indicador fluorescente basado en la

formula tradicional de los medios de cultivo.

b) Tarjetas TEMPO:
Las tarjetas ofrecen la precision del método de
recuento del niumero méas probable (NMP), empleando
16 tubos en los que se deposita la muestra para ser
evaluada. Cada celda corresponde a un tubo de
diluciéon y el tamafio de cada celda corresponde de 1 a

3 niveles de dilucion.
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TEMPO Filler:

Una vez diluida y homogenizada la muestra en el
medio de cultivo, se pasa al llenador de tarjetas
TEMPO Filler, donde se distribuird la totalidad de la
mezcla en cada uno de los pocillos de las tarjetas y se

sellaran para evitar ser contaminados.

Estacion TEMPO Prep:

Se codifican cada una de las muestras y se les asigna
su tarjeta de siembra correspondiente para luego
llevar a incubacion teniendo en cuenta la temperatura
y el tiempo estipulado para asi permitir el desarrollo
6ptimo de los microorganismos y que se lleve a cabo el

metabolismo de los medios de cultivo.

Estacion TEMPO Reader:

Después de transcurrido el tiempo de incubacion se
llevan las tarjetas a la estacion TEMPO Reader para
hacer la lectura. Con un microcontrolador conectado a
un circuito de deteccién 6Optica, se efectua la lectura de
acuerdo al numero y tamafno de los pocillos positivos
(fluorescentes). El sistema TEMPO transforma estas
lecturas empleado métodos estadisticos para calcular
la concentracion de microorganismos presentes en la
muestra inicial o NMP. Un modelo matematico definido
es luego aplicado para obtener el resultado final
estimado, asi se lleva a cabo la interpretacion y
obtencion de resultados en las unidades especificas

deseadas.
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9. Resistencia bacteriana

La resistencia a cualquier agente antimicrobiano es un proceso
continuo que puede proceder de mutaciones espontaneas o
transmision de genes resistentes aportados por otras bacterias.
Aungue la mutacién bacteriana ocurre en forma natural y bajo varias
condiciones medioambientales, la mutacion puede incrementar su
frecuencia bajo condiciones de estrés y bajo concentraciones
subinhibitorias de antibi6tico. Ultimamente, la presencia de
antimicrobianos en el medio ambiente dara lugar a la selecciéon de
bacterias mutantes mas resistentes que poseen una modificacion
ventajosa frente a la accion de antibidticos (Lagaron y cols., 2012).
Tal vez uno de los acontecimientos mas graves y destacados de la
resistencia adquirida a los antibidticos aparecié con Staphylococcus
aureus meticilina resistente (MRSA). Los brotes de MRSA se han
propagado globalmente desde pacientes hospitalizados
inmunocomprometidos, hacia varios sectores de la comunidad,
amenazando incluso a individuos de bajo riesgo (Hawkey y Jones,
2009).

La naturaleza de la resistencia bacteriana puede ser intrinseca o
adquirida, por mutacién o adquisicion de plasmidos o transposones.
La resistencia intrinseca es demostrable en las bacterias Gram
negativas, esporas bacterianas, micobacterias y estafilococos (bajo
ciertas condiciones). La resistencia adquirida y mediada por
plasmidos, esta mas ampliamente asociada con compuestos de
mercurio y otras sales metalicas (McDonnell y Russell, 1999). La
Transferencia de pldsmidos dentro del biofilm puede ocurrir, en un
alto grado, debido a la proximidad tan marcada existente entre
células. Esta transferencia es beneficiosa para las células ya que el
intercambio de DNA puede conllevar la realizacion de funciones utiles

que mejoren su supervivencia (Van Houdt y Michiels, 2010).

63



REVISION BIBLIOGRAFICA

9.1. Mecanismos de resistencia bacteriana intrinsecos

Los mecanismos de resistencia intrinsecos son una propiedad natural,
de una célula bacteriana cromosométicamente controlada, lo que le

permite evadir la accion de los agentes antimicrobianos (Tabla 5).

Para que un agente antimicrobiano actue, la capa externa de la célula
debe ser superada. La naturaleza y composicion de estas capas
dependen del tipo de microorganismo y si actian como una barrera
permeable, lo cual puede disminuir su consumo. Alternativamente, la
sintesis de enzimas puede producir cierta degradacion del agente

antimicrobiano (McDonnell y Russell, 1999).

Tabla 5. Mecanismos de resistencia intrinseca en bacterias hacia los
antisépticos y desinfectantes (McDonnell y Russell, 1999).

Tipo de resistencia Agente biocida Mecanismo de resistencia
Impermeabilidad
bacteria Gram-negativa QACs, triclosan, Presenta una barrera por su membrana
diaminas externa que puede impedir la

adsorcion del agente biocida; el
glicocalis puede estar involucrado

mycobacteria Clorhexidina, QACs, La pared celular cerosa impide la
glutaraldehido adecuada entrada del biocida

esporas bacterianas Clorhexidina, QACs, La capa de la espora y la corteza
fendlicos presenta una barrera para la entrada
de los biocidas

bacterias Gram-positivas Clorhexidina El glicocalis y los mucoexopolisacaridos
pueden estar asociados con la
reduccién de la difusién del antiséptico

Inactivacién Clorhexidina La distribucion de la molécula de
clorhexidina puede ser la causante de
la resistencia

Aunque se han postulado muchos mecanismos para explicar la

reduccion de la susceptibilidad de los organismos sésiles a los
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antimicrobianos, cada vez es mas evidente, que la resistencia del

biofilm es multifactorial.

Los mecanismos de proteccion del biofilm parecen ser distintos de
aquellos que son responsables de resistencia a los antibidticos
convencionales. (Glinel y cols., 2012). En primer lugar, la matriz EPS
retrasa o impide la accion de los antimicrobianos, ya sea por la
limitacion de la difusion o por la interaccidon quimica con las proteinas
y los polisacaridos extracelulares (Simdes y cols., 2010). Por otra
parte, las células que se encuentran, especialmente en lo profundo
del biofilm, exhiben una disminucién en la tasa de crecimiento debido
a los gradientes de oxigeno y nutrientes (Brown y cols., 1988). Esto
resulta en un estado casi inactivo (hibernacion) que a su vez se
convierte en un aumento de resistencia hacia los biocidas (Gilbert y
cols., 1990; Evans y cols., 1991; Van Houdt, 2010). Por ello, cuando
las células se desprenden del biofilm ya no presentan la misma
resistencia y rapidamente son susceptibles a los antimicrobianos

(McDonnell y Russell 1999; Blaschek y cols., 2007).

Otro posible mecanismo de resistencia a los biocidas se basa en que
algunas de las células del biofilm son capaces de sentir los cambios
generados por el biocida y desarrollar activamente la respuesta de
proteccion al estrés mas efectivamente que las células planténicas

(Van Houdt y Michiels, 2010).

Todos estos mecanismos de resistencia, que plantean los biofilms,
hacen que su eliminacion, dentro de las plantas de procesado de
alimentos se convierta en un desafio (Brooks y Flint, 2008). Asi,
considerando la alta resistencia de los microorganismos en biofilm
hacia los inhibidores, se hace necesario aumentar la concentracion de
desinfectantes, lo que conlleva a producir dafos importantes al
medioambiente y a considerar el concepto de la multi-resistencia. En

este contexto la prevenciéon de la formacion de un biofilm es
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claramente preferible a un tratamiento estratégico de eliminacion
(Glinel y cols., 2012). Por ello, ha de determinarse una adecuada
frecuencia de desinfeccion; para evitar la maduracion del biofilm y la
acumulacion de materia organica (residuos del producto), que pueden
influir en las condiciones de higiene de los materiales y en la
disponibilidad de nutrientes (Van Houdt y Michiels, 2010).

10. Nuevos enfoques para reducir la carga microbiana en

las superficies.

Una cantidad significativa de estudios se han dirigido hacia la
ingenieria, quimica o enzimatica, de superficies en contacto con
alimentos y/o de alto riesgo, desarrollando materiales
antimicrobianos para prevenir o inhibir el crecimiento, proliferacion y
formacién de biofilms de microorganismos patégenos transmisibles,
tanto en situaciones cotidianas como industriales (Shi y cols., 2004;

Adamopoulos y cols., 2007; Cao y cols., 2009).

Por ello, se utilizan diferentes agentes antimicrobianos en gran
variedad de superficies; tales como dispositivos médicos, equipos de
hospitales, equipos dentales, purificacibn de agua, procesado,
almacenamiento y transporte de alimentos, asi como en una amplia
gama de materiales relacionados con la industria en general, el
medioambiente, la higiene y algunas aplicaciones bioprotectoras (Cao
y cols., 2009). Es el caso de los materiales de construccién y
materiales terminados, en los cuales es necesario la adicion de
componentes guimicos bioactivos, capaces de prevenir el crecimiento
de mohos en los sistemas de ventilacion, para mantener la calidad
del aire interior y evitar posibles efectos adversos para la salud
(Cowan y cols., 2002).
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10.1. Agentes antimicrobianos

Con el numero creciente de enfermedades infecciosas causadas por
diferentes bacterias patdégenas y su mayor resistencia hacia los
diferentes tipos de antibiéticos, hay estudios que se han orientado
hacia la busqueda de nuevos y mas efectivos agentes antibacterianos
(Bryaskova y cols., 2010). La aplicacion de polimeros antimicrobianos
minimizan los problemas medio ambientales, que acompafan los
agentes convencionales, y mejoran la eficiencia, selectividad y vida

util de tales agentes (Cen y cols., 2003).

Los biocidas son agentes antimicrobianos que poseen efectos, tanto
bactericidas como bacteriostaticos. Estos son utilizados en gran
variedad de plasticos y materiales poliméricos, ya sea depositando
una capa protectora bactericida (basados en la inmovilizacion o
liberacion de sustancias) (Glinel y cols., 2012) como dentro de la

misma matriz polimérica (Nichols, 2005; Cao y cols., 2009).

El convertir los polimeros inherentemente en antimicrobianos puede
ayudar a mantener la baja poblacion microbiana presente, reduciendo
asi el riesgo de contaminacion cruzada y la posibilidad de transmision
de infecciones. Esto significa que los productos antimicrobianos
pueden ofrecer una elevada fiabilidad en medioambientes como
hospitales, industrias de alimentos y consumidores de productos
alimenticios. El uso de estos aditivos deberia ser considerado a partir

de un enfoque de calidad total (Jones, 2009).

Alternativamente, los materiales pueden ser impregnados con
agentes antimicrobianos, como antibidticos, compuestos de amonio
cuaternario, iones de plata o yodo, que se liberan gradualmente a
través del tiempo en la solucibn que la rodea, con el objetivo de
eliminar los microorganismos (Tiller y cols., 2001). En las dltimas
décadas han sido aplicados los biocidas de bajo peso molecular, tales

como el clorhidrato de fenol, derivados de isotiazolona, que liberan
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cloro N-halaminas, asi como las sales y complejos de metales
(normalmente Zn, Ag y Cu) (Malachova y cols., 2011). De los 6xidos
metalicos el TiO,, ZnO, MgO y CaO son de particular interés, ya que
son estables bajo condiciones de proceso dificiles (pH extremos,
elevadas o bajas temperaturas, altas concentraciones de solutos,
etc.) (Zhang, 2007). En muchos de estos casos es posible sustituir
una sustancia de bajo peso molecular por agentes antimicrobianos

macromoleculares (Seyfriedsberger y cols., 2006).

La adicion de componentes quimicos bioactivos, en los polimeros, se
emplean tradicionalmente para prevenir la degradacion de plasticos,
como decoloraciones, picaduras, manchas y, mas recientemente,
para impartir un efecto externo antimicrobiano o higiénico. Esto lo
logran con la muerte o prevencion de la proliferacion microbiana que
puede, de otra manera, consumir nutrientes del polimero o adaptarse

y crecer sobre la superficie (Nichols, 2005; Eversdijk y cols., 2011).

Un amplio rango de estos productos antimicrobianos ya se esta
comercializando, incluso en aplicaciones domésticas como utensilios
de cocina, tubos, filtros de aire, contenedores y papeleras; asi como
en las areas de los alimentos envasados y la medicina, al afiadirse a
los mismos, en guantes, catéteres y vendajes para quemados, entre

otros (D~ Arcy, 2001).

Existe un amplio rango de biocidas (también conocidos como
bioestabilizadores) disponibles dentro de los cuales tenemos los

siguientes (Anénimo 2002):

 10,10’-oxybisfenoxarsina (OBPA)

» Triclorohidroxidifeniléter (Triclosan)

* N-octil-isotiazolinona (OIT)

* Mercaptopiridina-n-oxido (pyrithione)

* Butil-benzisotiazolinona (butil-BIT)
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« Biocidas basados en metales, incluyendo  polimeros
antimicrobianos inherentes e ingredientes fotocataliticos, los

cuales cuando son expuestos a la luz generan radicales libres.

Generalmente existen dos tipos de agentes antibacterianos, los
organicos y los inorgéanicos. Los agentes antibacterianos organicos
estdn representados por antibidéticos y compuestos organicos
complejos y los inorganicos se agrupan en sales o iones metalicos
(Liu y cols., 2007).

10.1.1. Sistemas organicos

Dentro de los biocidas organicos tenemos, entre otros, los siguientes:
los péptidos antimicrobianos, revestimiento basado en la contra-
autoinduccion molecular, revestimiento con base en aceites
esenciales y revestimientos basados en enzimas bacterioliticas
(Jones, 2009). Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son secretados
por numerosos organismos Vvivos (microorganismos, vegetales,
insectos, peces, anfibios y mamiferos) para su propia protecciéon
contra microorganismos invasivos. Estos péptidos impermeabilizan
las membranas y pueden actuar especificamente contra
microorganismos patégenos (Glinel y cols., 2012). Para ello, se ha
evaluado la técnica de aplicacion capa por capa, para inmovilizar
AMPs sobre superficies de materiales. Dicha técnica se basa en la
alternancia de adsorciéon de policationes y polianiones sobre un
sustrato solido. Experimentalmente, las moléculas peptidicas son
directamente embebidas dentro de las capas de polielectrolito. En un
trabajo realizado por Etienne y cols., (2004), se describi6é céomo
incorporar defensinas, de mosquitos anopheles, dentro de

polielectrolitos multicapa. Las defensinas corresponden a péptidos
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antimicrobianos, promotores de la inmunidad innata, y son
producidas fundamentalmente por leucocitos y células epiteliales.
Estos autores detectaron una inhibicibn del crecimiento de
Escherichia coli del 98%, cuando se insertaron en la superficie 10
capas de péptidos antimicrobianos dentro de la estructura del film.
También se ha propuesto que los péptidos antimicrobianos logran su
efecto bactericida de diferentes maneras, pero todos los datos indican
que actuan predominantemente mediante la interrupciéon de la
integridad de las membranas celulares a través de la interacciéon con

el componente fosfolipido (Glinel y cols., 2012).

Existen sistemas de base organica, donde se incluyen las moléculas
de clase organometdlica las cuales fundamentan su actividad en la
migracion de pequefias moléculas desde la matriz polimérica hacia la
superficie donde se forma una pelicula que induce a un efecto
antimicrobiano del polimero. La migracién, desde el depdsito del
biocida, ocurre como resultado del movimiento de las moléculas a un
gradiente de baja concentracion fuera del plastico, este fendmeno es
impulsado por las diferencias inherentes de compatibilidad entre los
antimicrobianos organicos y los sustratos poliméricos en los cuales se
dispersan (Jones, 2009). El film resultante en la superficie del
polimero es rellenado por nuevo aditivo, que solo difundira cuando se
limpia o lava la superficie o cuando el aditivo se pierde en el
medioambiente. El beneficio de este modo de accién es que puede
tener una elevada tasa de actividad e interactuar con gran numero
de bacterias rapidamente. Sin embargo, este afecta la vida util de la
actividad, al ser lixiviado con el tiempo e ir vaciando el aditivo de
depdsito (D™ Arcy, 2001).

Una de las limitaciones de las tecnologias organicas incluye la falta de
aprobacion para contacto con alimentos, debido principalmente a la
movilidad y Ila solubilidad de estos aditivos en simulantes

alimenticios. Por lo tanto a la hora de elegir un sistema en contacto
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directo con alimentos, la tecnologia de base inorganica es la mas

aceptada (Jones, 2009).

Otra consideracion con los sistemas organicos es el efecto de la
temperatura durante el proceso, ya que puede influir en la tasa de
migracion y la longevidad del sistema activo. Los productos de PVC
representan buenos ejemplos dénde los sistemas organicos son
empleados con éxito, para proteger contra la degradacion
microbiana. Existe un amplio rango de biocidas organicos en el
mercado, pero solamente unos pocos tienen la estabilidad térmica
requerida para soportar el riguroso proceso del plastico. Los grupos
mas comunes de antimicrobianos organometalicos utilizados
actualmente son los basados en isotiazolinona (OIT), tricloro-hidroxi
difenil éter, piritionato de zinc y los materiales basados en arsénico,
tales como oxybisfenoxarsina (OBPA) (D~ Arcy, 2001; Jones, 2009).
No obstante, el uso de la OBPA fue restringido en el afio 2009, debido
al deterioro del medioambiente y la percepcién del mercado con

respecto a su perfil de toxicidad a largo plazo (Jones, 2009).

10.1.2. Sistemas inorganicos

Los biocidas inorganicos utilizan iones de metales como su agente
biocida activo y una vez incorporado en la matriz del polimero, este
se mantiene almacenado dentro del polimero, por lo que se pretende
una liberacion gradual hacia la superficie, proporcionando una
actividad antimicrobiana continua y duradera (D™ Arcy, 2001). Los
metales y oOxidos metdlicos han atraido mucho la atencion en las
ultimas décadas, debido a su habilidad para soportar condiciones de
proceso. Los iones de metales mas comunmente empleados son los
de plata, otros incluyen cobre y zinc, de los 6xidos metdlicos el TiOo,

ZnO, MgO y CaO son de particular interés, ya que se consideran
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generalmente como materiales seguros de baja toxicidad (Zhang y
cols., 2007, Jones 2009). Los iones metalicos permanecen
almacenados dentro del polimero y estan continuamente disponibles
a lo largo de la vida util del producto terminado. Mientras exista
migracion de iones, estos sistemas de liberacion aseguran una
reposicion constante en la superficie (Jones, 2009). Los sistemas
inorganicos tienden a ser mas termoestables que los orgéanicos,
aunque algunos se ven afectados por la decoloracién. Sin embargo,
esta propiedad de termoestabilidad abre un amplio rango de usos en
polimeros que pueden beneficiarse con estos aditivos (D~ Arcy, 2001;
Jones 2009). Una de las variaciones en el tema de sistemas
inorganicos basados en iones metdalicos son las nanoparticulas. Estas
han sido desarrolladas principalmente para explorar la posibilidad de
poder ofrecer una liberacion rapida de iones, como consecuencia de
una mayor proporcion de radio de particula (Cheng y cols., 2007).
Obviamente el ingrediente activo, el ion metélico, se mantiene igual,
pero junto con esto existen problemas adversos, tales como la
toxicidad no cuantificada, decoloracion excesiva resultante de la
oxidacion rapida y el aumento de las complejidades de produccién en

los grados activos de la escala nanométrica (Jones, 2009).

10.2. Nanotecnologia de los biocidas

El campo de la nanotecnologia es una de las areas mas populares
para la investigacion y en desarrollo actuales, en basicamente todas
las disciplinas técnicas (Paul y Robeson, 2008). La apariciéon, en las
ultimas décadas, de la nanociencia y la nanotecnologia presenta
oportunidades para la exploracion del efecto bactericida de las
nanoparticulas de metales (Ruparelia, 2008). La nanobiotecnologia ha
emergido de la integracién de la nanotecnologia y la biotecnologia,

para desarrollar tecnologia biosintética y compatible con el medio
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ambiente (Rai y cols., 2009). El efecto bactericida de Ilas
nanoparticulas de metales ha sido atribuido a su pequefio tamafio y
su gran superficie en relacion al volumen, lo cual les permite
interactuar de cerca con las membranas celulares (Ruparelia, 2008).
Diversos estudios realizados por Xu y Xie (2003), asi como Zhang y
cols. (2007,2010), han sefalado la importancia del tamanio de
particula, ya que en aquellas de tamafio mas pequefo se refuerza su

actividad antibacteriana.

Aunque poco se ha descrito sobre las propiedades antibacterianas de
las nanoparticulas de cobre, estos muestran que dichas
nanoparticulas poseen un prometedor significado como agente
bactericida, especialmente en los &mbitos hospitalarios y clinicos. Sin
embargo, otras nanoparticulas como el platino, oro, niquel, hierro,
silice y sus 6xidos no han mostrado efectos bactericidas en estudios

con E. coli (Ruparelia, 2008).

10.2.1. Nanocompuestos o nanomateriales

La ciencia y tecnologia de los polimeros estd inmersa en la
nanotecnologia, incluso en este campo las investigaciones abarcan
una amplia gama de temas. Esto incluiria los polimeros basados en
biomateriales, nanoparticulas que liberan medicamentos, particulas
en mini-emulsidon, peliculas poliméricas ensambladas capa a capa,
nanofibras o la mezcla de polimeros y nanocompuestos. Dentro del
campo de los nanocompuestos existen diversos temas de trabajo
actual, incluyendo compuestos reforzados, propiedades de barrera,
resistencia a la llama, propiedades electro-6pticas, aplicaciones
cosméticas y propiedades bactericidas, entre otras (Paul y Robeson,
2008).
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Los nanocompuestos poliméricos son materiales funcionalmente
avanzados, conformados por nanoparticulas dispersas dentro de una
matriz polimérica y/o un revestimiento de polimero, formando asi una
estructura nudcleo-corteza; obteniendo un material que combina las

propiedades adecuadas de ambas partes (Dallas, 2011).

Entre las numerosas nanoparticulas que han sido utilizadas como
agentes funcionales en polimeros, las nanoparticulas de plata
representan el mas codiciado nanomaterial. Esto debido
principalmente a su carga eléctrica, Optica, catalitica vy
particularmente a su propiedad antimicrobiana, la cual esta bien
establecida y ampliamente investigada principalmente en sistemas
coloidales (Dallas, 2011).

10.3. Clasificacion de superficies antimicrobianas segun su

modo de accion

Las superficies antimicrobianas segun su modo de accién se pueden

clasificar en dos clases (Tiller, 2010):

 Clase 1: Previene el ataque primario mediante la creacion de

una superficie no adherente para las células microbianas.

* Clase 2: Eliminacion de las bacterias por aproximacion.

Ambos enfoques se pueden conseguir, ya sea por modificaciones
permanentes de la superficie o por liberacion bioactiva de

compuestos
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10.3.1. Superficies que repelen los microorganismos

El efecto de repulsién, generalmente, puede ser logrado por
superficies que no permiten la adhesiéon de la proteina. Tales
superficies pueden ser obtenidas por varios métodos, dentro de ellos
la modificacion quimica de superficies como el uso de polietilenglicol
(PEG) y ciertos otros polimeros sintéticos, que pueden repeler la
adherencia de los microorganismos, aunque no los eliminen (An y

cols., 1998; Tiller y cols., 2001).

No obstante, la reducciobn de adherencia bacteriana nunca es
completa. Esto es debido a la diferencia de tamafo, a la composicion
quimica compleja de la superficie celular microbiana y al hecho que
los microorganismos poseen una superficie de adherencia activa. Por
estos motivos, la adhesién bacteriana no se puede explicar, del todo,
con la teoria de la interaccion entre particulas coloidales (An y cols.,
1998). Se ha descubierto que las cargas negativas en las superficies
repelen las células microbianas porque su carga neta de superficie
celular es negativa. Sin embargo, debido a que en la estructura de
cada uno de los microorganismos, también existe areas en su
superficie cargadas positivamente, seran estds las que,
eventualmente, permitiran la adhesion de la célula a la carga

negativa de la superficie (Jansen y Kohnen, 1995).

Otro método para mantener las células microbianas fuera de las
superficies es la creacion de materiales que renueven
constantemente su  superficie (por degradacién), también
denominado autopulido. Aunque este no mantiene las superficies
libres de microorganismos con efectividad, puesto que los procesos
de autopulido y formacion de biofilm tienen escalas de tiempo
diferentes. La ultima tiene unas pocas horas, mientras que la primera
podria estar en el rango de dias 0 meses para proporcionar una

proteccion util. En la préactica, estos sistemas de autopulido suelen
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emplearse en combinacién con sistemas de liberacion de biocida
(Tiller, 2010).

Uno de los enfoques mas recientes es la liberacion de sustancias que
impiden la adherencia activa de las células microbianas sobre la
superficie. Dowling y cols. (2001), estudiaron la liberacion de
sustancias que impiden la adherencia activa de las células
microbianas sobre la superficie, empleando como agente
antimicrobiano iones de plata como recubrimiento de sustratos
poliméricos. Otro enfoque para tener en cuenta es el empleo de
enzimas hidroliticas, las cuales afectan Ila adhesion de los
microorganismos por cuatro vias diferentes (Kristensen, y cols.,
2008):

i) rompiendo los sitios de union de los microorganismos.

ii) degradando los polimeros del biofilm, originados por los
microorganismos que se han establecido en la superficie, tales

como las proteinas y los polisacaridos.

iii) catalizando la liberacién de compuestos antibiofouling desde la

superficie.

iv) la obstruccion, por enzimas especificas, de la comunicacion

intracelular durante la colonizacion de una superficie

10.3.2. Superficies de contacto activo

El primer modelo de contacto activo se basdé en la idea que una
membrana activa, mediante un agregado biocida en la superficie de
un polimero, podria ser capaz de penetrar la pared celular de
bacterias, tanto Gram positivas como Gram negativas adheridas,
consiguiendo la eliminaciéon del microorganismo. Se han estudiado

varios compuestos tales como el poli-4-vinil-N-piridinio-hexilo-
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bromuro sobre vidrio, los grupos dodecil y metil cuaternizados en
polietilenamina, efectiva para la eliminacibn de microorganismos e

incluso ciertos virus de la gripe (Lin y cols., 2002).

10.3.3. Superficies que liberan biocidas

Los sistemas que repelen los microorganismos o los eliminan por
contacto son los métodos 6ptimos para la funcién de una superficie
antimicrobiana. Sin embargo, la mayoria de las zonas humedas y
biologicamente contaminadas contienen grandes cantidades de
material que se unen de forma no especifica a una superficie y la
desactivan completamente. Ademas, la gran cantidad de
microorganismos cubriria, eventualmente, toda la superficie con
células muertas, las cuales también anularian su eficacia. En estos
casos las superficies que liberan biocida mantendrian su actividad
(Tiller, 2010).

a) liberacion controlada

La liberacion controlada es el método mas antiguo para mantener las
superficies libres de biofilms. Todos los sistemas eventualmente se
deterioran volviéndose inefectivos. Ademas, en todos los casos esta
involucrado un reservorio importante de agente biocida dentro de una
matriz o superficie, en la cual su tasa de liberacion puede ser
controlada mediante la encapsulacion del agente biocida, Ila
solubilidad del compuesto y/o el equilibrio constante entre el material
y el medio circundante (Tiller, 2010). Un método de control mas
reciente de la tasa de liberaciéon de biocida es el uso de la técnica
“capa por capa” (LbL). Este método es uno de los mas eficientes en

recubrimientos, permitiendo la distribucion casi perfecta del biocida
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dentro de la matriz y puede ser disefiada para las caracteristicas de
lixiviado de cualquier biocida, incluyendo enzimas antimicrobianas (Li
y cols., 2006). Otro método para controlar la tasa de liberacion de
biocida es la de atraparlos en una matriz que se hidroliza lentamente,
los cuales pueden estar incorporados dentro de acido polilactico u
otro poliéster, multicapas de polielectrolito degradables o incluso el
empleo de una matriz que se degrade con una enzima especifica
(Tiller, 2010).

b) liberacion catalizada

Es un método para obtener una tasa de liberacién controlada, sin
llegar al agotamiento, con una produccion continua de biocida
lixiviado por una reaccion catalitica. Este método es uno de los mas
recientes y prometedores, pero la desventaja de este sistema es que
la producciéon de biocidas son altamente reactivos y por lo tanto
potencialmente téxicos. Ademds, esa energia, que actia como
catalizador, debe estar alimentando constantemente el sistema. La
energia catalizadora, con mayor frecuencia, es UV o luz visible, pero
pueden ser empleadas fuentes eléctricas o0 energia quimica

(Linsebigler y cols., 1995).

La catalisis para la formacion de biocidas son nanocompuestos
inorganicos, fotosintetizadores organicos o algunas enzimas. Uno de
los biocidas fotocatalizadores con mas éxito es el TiO;, el cual posee
un fuerte poder oxidativo bajo luz UV. En presencia de agua, oxigeno
y luz UV, la superficie produce constantemente radicales hidroxilo,
peroxido de hidrégeno y otras especies reactivas al oxigeno (ROS)
(Nakajima y cols., 2000).
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11. Superficies poliméricas antimicrobianas a base de plata

Numerosas aplicaciones practicas de nanoparticulas de plata
requieren su atrapamiento sobre varios sustratos y matrices. Desde
este punto de vista, los polimeros son la primera opcion debido a su
morfologia especifica, quimica y estructura natural, con sus largas
cadenas poliméricas permitiendo la incorporacion y fina dispersion de
nanoparticulas. Adicionalmente, los grupos funcionales adecuados de
los polimeros pueden ser utilizados como sitios reactivos especificos
para el control de una etapa de la sintesis de nanoparticulas (Dallas
2011).

Realizando una comparacién de todos los agentes antimicrobianos, la
plata es probablemente el mas poderoso agente antimicrobiano que
exhibe una fuerte toxicidad hacia una amplia gama de
microorganismos y, simultdneamente, una baja toxicidad humana
(Dallas 2011). Sin embargo, su aglomeracion y compatibilidad con
matrices organicas pueden implicar el deterioro de sus propiedades
mecanicas y disminuir sus propiedades antibacterianas, lo que limita
su uso eficiente en materiales antibacterianos (Cheng y cols., 2008).
La zeolita de plata estd compuesta por metales alcalinotérreos
complejos con cristales de aluminosilicato, los cuales son
reemplazados parcialmente por iones de plata, utilizando el método
de intercambio de iones. Asi se fabrican recubrimientos de zeolita de
plata para diferentes articulos, aplicando propiedades antibacterianas
(Rai y cols., 2009). El empleo de las sales y complejos de plata, a
pesar de ser agentes efectivos antimicrobianos, puede resultar
indeseable, debido a la adsorcion de iones en las células de la

epidermis y glandulas sudoriparas (Dallas 2011).

Panacek y cols. (2006), encontraron que Ila alta actividad
antimicrobiana y bactericida de las nanoparticulas de plata, sobre las

bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo a S. aureus
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meticilina resistente. También seflalaron que la actividad de las
nanoparticulas de plata son dependientes del tamafio. Las
nanoparticulas con tamafio de 25 nm fueron las que manifestaron
una mayor actividad antibacteriana. Un estudio realizado por Pal y
cols. (2007), demostré que la forma de las nanoparticulas de plata
intervenian en la eficacia antibacteriana, al comparar formas
esféricas, de rodillo y triangular truncada, con tamafos cerca de los
100 nm. Se obtuvo como resultado que la forma triangular truncada
era efectiva a una concentracion mas baja (1 pg/l) con respecto a la
forma de rodillo (100 ug/l) y esférica (12.5 pg/l) y que la eficacia

también esta ligada a la concentracion de microorganismos inicial.

Por tanto, existe una gran cantidad de factores que afectan la eficacia
de estas nanoparticulas, lo que no permite conseguir un estandar de
eficacia hasta el momento, en funcién del tamafo o forma, siendo

necesarios ensayos previos de verificacion.

11.1. Mecanismos de accion de la plata

Sondi y cols. (2004), demostraron la existencia de plata en las
membranas de bacterias tratadas, analizando las células por
Microscopia de Transmision de Electron y, con el desarrollo del
andlisis por Espectrometria de Energia Dispersa de Rayos-X,
confirmaron la incorporacion de plata dentro de la estructura de la
membrana celular. Por tanto, la penetraciéon de la membrana celular
de la bacteria por las nanoparticulas de plata, es un paso previo

esencial, causante del efecto antimicrobiano.

El mecanismo exacto de la accibn de la plata sobre los
microorganismos alun no es muy bien conocido, aunque se considera
que la plata metdlica, los iones de plata y las nanoparticulas de plata

poseen actividad antimicrobiana, de acuerdo a los cambios
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morfoldgicos y estructurales que presentan las células bacterianas
(Rai y cols., 2009).

De hecho, los iones de plata son generalmente conocidos por actuar
con un numero de donadores de electrones de grupos funcionales
como los tioles, fosfatos, hidroxilos, imidazoles, indoles y otras
aminas (Dallas, 2011). La plata también se une al ADN y ARN
bacteriano, provocando su desnaturalizacion, lo que inhibe la

replicacién bacteriana (Rai y cols., 2009).

Se cree que los iones de plata que se unen al bloque de transcripciéon
de ADN interrumpen la respiracion bacteriana y la sintesis de ATP. Se
proponen tres mecanismos comunes de actividad antimicrobiana de

la plata (Ruparelia, 2008; Dallas, 2011):

i) liberacion gradual de iones de plata libres, seguido por la

disrupcion de produccion de ATP y replicacion de ADN.
i) dafo directo a las membranas celulares.

iii) generaciéon de nanoparticulas de plata o iones de plata como

especies reactivas del oxigeno.

Las especies reactivas del oxigeno (ERO o ROS) incluyen iones de
oxigeno, radicales libres y peréxidos tanto organicos como
inorganicos, las cuales son moléculas muy pequefias, altamente
reactivas, debido a la presencia de una capa de electrones de

valencia no apareada.

11.2. Toxicidad de la plata

En muchos estudios, las nanoparticulas de plata son sugeridas como

no toxicas en bajas concentraciones, pero debido a su tamafno tan
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pequefio y propiedades variables, estas son sugeridas como
peligrosas para el medio ambiente. Los efectos colaterales de las
nanoparticulas no han sido del todo estudiados, por lo tanto, se
necesitan llevar a cabo estudios detallados, antes de la introduccion
de productos relacionados con la nanobiomedicina en el mercado (Rai
y cols., 2009).

La toxicidad observada ha sido asignada a la oxidacién de los iones
en la superficie, hacia cationes de plata, que pueden afectar las
funciones bésicas en células de mamiferos. También se ha sugerido
que debido a la adsorcién de particulas muy pequefias desde las
células, se crea un efecto letal sobre las membranas celulares. Para
disipar este efecto indeseado, la plata se inmoviliza en sustratos de
polimero, evitando la adsorcion (Dallas, 2011). La baja toxicidad ha
sido demostrada a través de la cosmética y aprobacion 510K de la
FDA. Ademas ha sido incluida en la Directiva 90/128/EEC, de limites
de migracion para materiales plasticos y articulos en contacto con

alimentos (Simmons, 2001).

12. Superficies poliméricas antimicrobianas a base de zinc

Las sales metalicas polivalentes de piritionato son conocidas por ser
agentes microbianos efectivos y su amplio espectro en su empleo
como fungicida y bactericida en productos tales como pinturas anti-
incrustantes, productos de construccion, plasticos y articulos
derivados de este y productos de poliuretano, entre otros. El mas
ampliamente utilizado es el piritionato de zinc. Este posee la
capacidad de ser insoluble en agua y escasamente soluble en muchos
solventes organicos incluyendo los alcoholes (por ejemplo, metanol,
etanol), aminas (por ejemplo, dietaloaminas), éter, ésteres vy

similares (Nelson y cols., 2010).
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El Zinc pyrithione (también conocido como Zinc Omadine, ZPT o zinc
bis(2-piriditio)-N-oxido) es utilizado mas extensamente en la rutina
diaria. Aparte de la prevencion de la degradacion y el deterioro
microbiano de materiales de fabricacibn de partida, tales como
plasticos, polimeros y latex. El ZPT es utilizado para prevenir el
crecimiento de bacterias, hongos, mohos y algas. Por otra parte,
también esta registrado para su incorporaciéon como antiincrustante
en pinturas para barcos, a fin de controlar el crecimiento de limo,
algas y organismos marinos incrustantes debajo de la linea de agua

en los cascos de barcos de recreo y comerciales (Sun y cols., 2006).

Una segunda molécula utilizable son las nanoparticulas de ZnO. Son
efectivas tanto para las bacterias Gram negativas como para las
Gram positivas, también ejercen actividad antibacteriana contra
esporas, que son resistentes a las altas presiones y alta temperatura.
La actividad antibacteriana depende de la concentracion y el area de
superficie, mientras la estructura cristalina y el tamafio de particula
tienen poco efecto. La alta concentracibn y una mayor area de
superficie mejoran la efectividad antibacteriana (Zhang y cols.,
2007). Las ventajas que se tienen utilizando nanoparticulas de ZnO
es la elevada inhibicién de microorganismos patogénicos y su uso en

bajas concentraciones (Sharma y cols., 2010).

El efecto téxico de las nanoparticulas de ZnO hacia las especies
patogénicas de bacterias se ha mejorado, prolongando el contacto
entre las membranas de las células bacterianas y las nanoparticulas
(Sharma y cols., 2010). Las nanoparticulas antifungicas pueden
producir una efectividad duradera. De hecho, los hongos que se
encuentran con el agente, estan expuestos a altas concentraciones en
la superficie, al mantenerse dicha concentracion, a los sistemas de
liberacion lenta (Paulo y cols., 2010). La bicapa lipidica de hongos y

bacterias sufre una rotura, debido al comportamiento citotéxico de
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las nanoparticulas de ZnO, dando como consecuencia el drenaje del

contenido citoplasméatico (Sharma y cols., 2010).

Como el ZnO es un cristal polar con fase hexagonal, las propiedades
dependen en gran medida del proceso de sintesis y las condiciones
externas (reaccién a la temperatura, concentracion de reactantes y
tipo de agente utilizado) durante el proceso de formaciéon de la

nanoestructura (Sharma y cols., 2010).

12.1. Mecanismos de accion del zinc

La actividad antibacteriana de las nanoparticulas de zinc, segun
proponen en sus estudios Sawai y cols., (1996,1998), se basa en la
generacion de peroxido de hidrégeno, como uno de los muchos
factores de actividad antibacteriana, mientras Stoimenov y cols.,
(2002) indican que el mecanismo se basa en la union de particulas
sobre la superficie de la bacteria debido a las fuerzas electrostaticas.
Otra teoria indica que las nanoparticulas penetran la pared celular de
los microorganismos, a través de proteinas portadoras o canales
ibnicos, y se unen a organelos, interviniendo asi en el proceso
metabdlico como un resultado de la produccion de especies reactivas

al oxigeno (Sharma y cols., 2010).

13. Durabilidad de las superficies biocidas

Hoy en dia existen nuevos desafios con respecto a la adicion de
biocidas a los materiales. Los revestimientos en la construccion
exhiben, usualmente, una funcionalidad biocida entre 0,5 y 2 afos,
en condiciones extremas. Sin embargo, el periodo de funcionalidad de
los materiales de construccion esta garantizado durante 10 afos

(Eversdijk y cols., 2011). Existen factores que influyen en Ila
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durabilidad de las superficies biocidas. Entre ellos hay que destacar el
incremento de la temperatura, el cual hace que las moléculas
organicas se vuelvan altamente moviles, resultando en una pérdida
del compuesto comprendido en el material. También, algunos
antimicrobianos organicos, frecuentemente, tienen temperaturas de
descomposicion relativamente bajas. Estos aditivos son aptos
solamente para PVC y ciertas poliolefinas de baja temperatura, en los
que la temperatura de proceso y la del medioambiente, donde se
empleara el producto final, es la adecuada para evitar su
descomposicion. Esto puede influir en la tasa de migracion y la

longevidad del sistema activo (Jones, 2009).

Contrariamente a lo esperable, la aplicacion de un incremento en la
concentracion del biocida solamente resulta en una minima
prolongaciéon de la vida duatil. Por otra parte, existe un impacto
medioambiental al reemplazar tempranamente los revestimientos
funcionales. En el caso de que se sustituyan de forma temprana,
existira el riesgo de emisién de cantidades relativamente grandes de
biocidas en el medio ambiente. Por otra parte el crecimiento de la
demanda ecoldgica y la legislacion internacional medioambiental,
incrementa, cada vez mas, la presidn sobre el comportamiento de los
materiales. Un enfoque para limitar la cantidad de biocida necesario,
mientras se mantiene la resistencia biolégica adecuada, es utilizando
una tecnologia de liberacién lenta. La seleccion de un sistema de
liberacion propio permite mantener la concentracion del agente activo
por encima de la concentracion minima inhibitoria efectiva (MIC),
mientras decrece la liberacion inicial y la cantidad total de biocida

necesario (Eversdijk y cols., 2011).

Los sistemas de liberacion disponibles en el mercado incluyen los
basados en vidrios ceramicos, dioxidos de titanio dopados, y zeolitas,

incluso como medio de soporte y mecanismo de liberacion (D~ Arcy,
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2001). Algunos sistemas favorecen una liberacion rapida, tal y como
las aplicaciones para el cuidado de heridas, mientras otros tienen un
mayor control en el modo de accidn continuo sobre el tiempo de vida
util del sustrato (Jones 2009).

14. Bases legales del uso de productos biocidas

Los biocidas estan regulados en la UE desde el afio 1998, segun la
Directiva 98/8. En esta directiva se sefialan las condiciones para que
las empresas puedan presentar los recursos a las comisiones de la
UE, con el fin de evaluar aspectos concernientes a la sustancia
concreta que se quiere comercializar, incluyendo su toxicidad y
eficacia. Existe un plazo maximo de 10 afios para que los productos
quimicos sean conocidos y poder evaluar su modo de aplicacion,

accion y riesgos que pueda conllevar su uso.

Una vez que se hayan aprobado los biocidas, los Estados miembros
dispondran que los biocidas no sean comercializados ni utilizados en
su territorio a menos que hayan sido autorizados en virtud de la
legislacion vigente en cada momento. Por ello, los fabricantes han de
ajustar sus estructuras y evaluaciones a los criterios y evaluaciones
establecidos por la propia UE, incluyendo la modificacion y adaptacion
de las legislaciones nacionales por parte de los paises miembros. Para
ello, los paises han de crear unos registros nacionales donde se

conozcan los biocidas utilizados y su correspondiente uso.

Dentro del plazo establecido por esta Directiva, se publicé el
Reglamento 1451/2007. En este se describen las moléculas que se
encuentran en revision y en los productos tipo en los que se
clasifican. La inclusién en cualquiera de los apartados, es decision de

las empresas que fabrican y distribuyen estos productos quimicos, ya
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que por cada inclusibn es necesario el pago de una tasa

correspondiente.

El Reglamento 528/2012, indica que La seguridad de los alimentos y
piensos es objeto de legislacion de la Union, en particular del
reglamento 178/2002, por el que se establecen los principios y los
requisitos generales de la legislacion alimentaria, creando Ila
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y fijando

procedimientos relativos a la seguridad alimentaria.

Los tipos de productos biocidas se reunen en 4 grupos principales:
Grupo principal 1: desinfectantes

Grupo principal 2: conservantes

Grupo principal 3: control de plagas

Grupo principal 4: otros productos biocidas

14.1. Bases legales de las superficies en contacto con

alimentos

Los materiales en contacto con alimentos estan regulados en toda la
UE por el Reglamento 1935/2004, del Parlamento Europeo y del
Consejo, sobre los materiales y objetos destinados a entrar en
contacto con alimentos y por el que se derogan las Directivas
80/590/CEE y 89/109/CEE, de manera gque se garantiza que todos los
materiales que se ponen en el territorio comunitario cumplen los
mismos requisitos de calidad y establece el procedimiento a seguir
para incluir nuevas sustancias en las listas de las sustancias

autorizadas para la fabricacion de los mismos.
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Todos los materiales y objetos destinados a entrar en contacto con
los alimentos deben fabricarse de conformidad con las Buenas
Practicas de Fabricacion, para que, en las condiciones normales o
previsibles de empleo, no transfieran sus componentes a los

alimentos en cantidades que puedan:
1) representar un peligro para la salud humana.

i) provocar una modificacién inaceptable de la composicion de los

alimentos.

iii) provocar una alteracion de las caracteristicas organolépticas de

éstos.

Cualquier material destinado a entrar en contacto con alimentos, ha
de ser lo suficientemente inerte para evitar que se transfieran
sustancias a los alimentos en cantidades lo suficientemente grandes

para poner en peligro la salud humana.

Los materiales poliméricos, que pueden estar compuestos por otras
sustancias o aditivos, estan regulados a nivel nacional por el Real
Decreto 847/2011, por el que se establece la lista positiva de
sustancias permitidas para la fabricacion de materiales poliméricos
destinados a entrar en contacto con alimentos. Este Real Decreto es
conforme al Reglamento 1935/2004, en el cual se establece que a
falta de medidas especificas comunitarias, los Estados miembros

pueden mantener o adoptar disposiciones nacionales en este &mbito.

Los materiales y objetos que contengan plasticos no pueden
transferir sus componentes a los alimentos en cantidades superiores

a las establecidas, para ellos se establecen los siguientes limites:

i) migracién global en la que se establece un limite de 10mg/dm?

de material plastico o 60 mg/kg de alimento.
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i) migracion especifica donde la cantidad de los compuestos
individuales procedentes de la superficie que migra al alimento,

en funcion del tipo de material, pueden variar.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales y métodos

Se realizé el andlisis de matrices poliméricas con propiedades
antibacterianas. Para su estudio se utilizaron las normas 1SO
22196:2011 (Mesurement of antibacterial activity on plastics and
other non-porous surfaces) y JIS Z 2801:2000 (Antimicrobial
products- Test for antimicrobial activity and efficacy). Los andlisis de

las superficies se realizaron por triplicado.

1.1. Superficies de estudio

Se emplearon superficies duras de poliéster con area de 5,0 x 5,0
cm? y un grosor de 1,0 cm, tratadas con tres tipos de agentes
biocidas a diferentes concentraciones (Tabla 6). Previo a su uso, se
realiz6 un proceso de esterilizacibn para disminuir su carga

microbiana interferente.

Tabla 6. Tipos de nanoparticulas biocidas y su concentracion
utilizados en el tratamiento de superficies duras de poliéster.

Tipos de agentes biocidas Concentracion (ppm)

400
500

650
850

NpZnO

400
500

650
850

NpAg

400 + 400
500 + 400

NpAg + NpZnO
PRe P 650 + 400

850 + 400
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1.2. Cepas bacterianas y suspension bacteriana de ensayo

Se utilizaron dos cepas de referencia. Como bacteria Gram negativa,
Escherichia coli CECT 515 (CECT, Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo,
Valencia, Espafia) y como bacteria Gram positiva, Staphylococcus
aureus ATCC 6538 (ATCC, American Type Culture Collection;
Manassas, EE.UU.). Estos microorganismos son los recomendados por
las normas internacionales con las que se han trabajado. Ambas son
bacterias frecuentemente transmitidas a los alimentos a partir de
superficies de trabajo (WHO,2007). S. aureus es mas resistente que
la mayoria de las bacterias Gram negativas; crece en un amplio
rango de temperaturas, de pH, concentraciones de cloruro de sodio,
incuso es capaz de permanecer activo en superficies secas y de
formar biofilms (Troller, 1993; Akiyama, 1998).

Las cepas liofilizadas fueron rehidratadas en 9,0 ml de agua de
peptona tamponada (BPW, Buffered Peptone Water; bioMérieux®,
Marcy I'Etoile, Francia) e incubadas a 37 °C durante 18 — 24 h. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion, se cultivaron por el método
de estria en superficie en Agar Tripticasa de Soja (TSA, Tryptic Soy
Agar; Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia) e incubaron a 37°C
durante 18 — 24 h. A partir del cultivo, se tomaron colonias aisladas y
se subcultivaron en tubos inclinados de TSA, para obtener los cultivos
stock. Se incubaron a 37°C durante 24 h y posteriormente fueron
llevados a almacenamiento, a una temperatura de 4°C por un periodo

maximo de un mes.

A partir del cultivo stock, del tubo inclinado, se realiz6 un subcultivo,
mediante una siembra por agotamiento en placa de TSA, que se
incubd a 37°C durante 18 — 24 h. De esta forma se obtuvo un cultivo
en fase estacionaria. De dicho cultivo se prepardé la suspension

bacteriana de ensayo (SBE), con una concentraciobn comprendida
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entre 2,5x10° células ml™* hasta 1,0x10° células mI™* (Norma JIS Z
2801 e I1SO 22196. An6énimo 2000, 2011).

1.3. Ajuste de la concentracion de la suspension bacteriana

de ensayo

Para la medida de la concentracion microbiana se empled un
densitometro (DENSIMAT. bioMérieux Marcy-I"Etoile, Francia)
destinado a medir la densidad de un inéculo bacteriano, obteniendo
lecturas en unidades MacFarland (UMcF). Se verificé primero, en un
tubo control con 9 ml de agua de peptona tamponada, sin inocular,
que la lectura en el equipo DENSIMAT era de 0,0 UMCcF.
Posteriormente se tomaron colonias de la placa de TSA incubadas,
para inocularlas en un tubo con 9 ml de agua de peptona tamponada.
Se procedid entonces a su agitacion en vortex y se puso tantas
colonias como las necesarias para conseguir las lecturas

correspondientes.

El fabricante del equipo DENSIMAT recomienda hacer lecturas por
encima de 0,5 UMcF, pero con nuestras cepas obtuvimos
concentraciones alrededor de 102 células ml™*. Debido a que se
necesitaba una concentracion mas baja para los ensayos, se realizd
una dilucion decimal en Solucion Salina Triptona (Tryptone Saline
Solution, TSS), para asi obtener la SBE, dentro del rango estipulado
por las normas, de cada una de las cepas empleadas en la inoculacion
de las superficies muestra. La concentracion inicial de las SBE, fue
verificada por siembra en placa y cotejada con siembra en el equipo
TEMPO, acreditado por AFNOR para este fin (2013) (bioMérieux,

Marcy-I" Etoile, Francia).
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1.4. Verificacion del tratamiento previo O6ptimo de las

superficies de prueba

Ninguno de los materiales de trabajo era estéril, por lo que
encontramos microorganismos en las superficies. Esto puede ser un
problema para un ensayo de superficie, puesto que nos enmascarara
los recuentos debidos a las cepas inoculadas. Por este motivo, hay
que asegurar una correcta esterilizacion del material, antes de su
analisis, manteniendo intactas sus propiedades. Por tanto, se buscé
un tratamiento previo Optimo, con el fin de eliminar estos
microorganismos interferentes, presentes en las superficies de

prueba, evitando asi lecturas erroneas.

Para evaluar el tratamiento previo 6ptimo de las superficies de
poliéster, se trataron de cuatro formas diferentes antes de la

inoculacion:

* lavado con agua (humedad)
* autoclavado sencillo

+ doble autoclavado

e isopropanol

* sin recibir un tratamiento previo, como control del ensayo.

En las muestras tratadas por humedad, se humecté la superficie de
contacto con 0,5 ml de agua destilada estéril durante 24 horas a
20°C. Para las muestras tratadas por autoclavado sencillo y
autoclavado doble, la operacion se realiz6 a 121°C durante 15
minutos (cada sesién) a una presién de 1 kg/cm?, luego fueron
llevadas a estufa de aire forzado para secar a 60°C durante dos
horas, eliminando la humedad excesiva en la superficie. El
tratamiento con isopropanol (Panreac, EE. UU) se realiz6 con una
soluciébn en agua al 70%, que se aplic6 por aspersion sobre la

superficie de contacto de las muestras y se dejoé secar a temperatura
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ambiente en campana de flujo laminar. En las muestras sin
tratamiento previo se realizé la inoculacion en forma directa. La cepa
utilizada fue S. aureus ATCC 6538, que se mantuvo liofilizada y en
refrigeraciéon hasta su uso. A partir de ella se prepar6 el subcultivo y

luego la SBE, tal y como ha sido descrito previamente.

1.5. Inoculacién de las muestras de ensayo

Una vez que se esterilizaron y se secaron las superficies, se colocaron
en placas de Petri para ser inoculadas con 0,4 ml de SBE y cubiertas
con una pelicula de plastico inerte y estéril de 4,0 x 4,0 cm?®. Las
placas con las muestras fueron incubadas en cAmara hiumeda durante
24 h a 37°C.

Este sistema permite un contacto directo entre el in6culo y el
material, minimizando los efectos de la forma y tamafo de la gota en

la superficie.

1.6. Eleccion del modelo de recuperacion

Al realizar la extracciobn de microorganismos de una superficie, se
debe elegir un modelo que nos garantice la mayor extracciéon de
microorganismos, para no tener lecturas falsas y poder minimizar la

variabilidad de los ensayos.

Para la eleccion del modelo de recuperacion se emplearon muestras
control (sin biocida). Las muestras fueron esterilizadas por doble
autoclavado, luego se inocularon segun el apartado 1.5 y se

evaluaron tres sistemas de recuperacion de inéculo:
i) por agitacion con perlas,
i) con hisopo
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iii) por irrigacion directa.

La recuperacion bacteriana por agitacion con perlas (RP), se realiz6
colocando las muestras en frascos con 8 g de perlas de vidrio (2 mm
de diametro) y 10 ml de soluciéon neutralizante conteniendo Solucién
Salina Triptona, [TSS: 1 g de triptona (Becton Dickinson and Co. EE.
UU) vy 8,5 g de cloruro de sodio (Panreac Quimica S.A., Castellar del
Valles, Espafia) por litro; pH 7,0 £ 0,2] mas la adiciéon de 30 g de
Tween 80 por litro. Los frascos se colocaron en una plancha de
agitacion a 1000 rpm durante 1 min y, a continuacién, de la

suspensiéon obtenida se realizaron diluciones decimales en TSS.

En la recuperacién con hisopo (RH), este fue humectado en un frasco
conteniendo 10 ml de solucién neutralizante y se froté por toda la
superficie inoculada, el hisopo se deposité de nuevo en el frasco con
neutralizante y se agité en plancha de agitacion a 1000 rpm durante

1 min, a continuacién se realizaron diluciones decimales en TSS.

En la recuperacion por irrigacion directa (RID), la muestra fue
irrigada en su superficie inoculada con 2 ml de solucién neutralizante,
repitiendo esta operacion 5 veces, obteniendo un volumen final de 10

ml y del cual se realizaron diluciones decimales.

De las diluciones decimales en TSS, obtenidas en los tres sistemas de

recuperacion, se realizaron siembras en sistema TEMPO.

1.7. Validacion del sistema de lectura del equipo TEMPO

El sistema TEMPO esta acreditado por AFNOR (2003), para la
enumeracion de flora aerobia mesodfila, y es empleado para el
recuento directo de indicadores de calidad en productos alimenticios.

Al cambiar las matrices alimenticias por superficies de ensayo, se
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hizo necesario realizar pruebas de validacion para verificar si este
sistema puede ser empleado en el estudio de superficies en contacto
con alimentos. Para validar las lecturas del equipo TEMPO se utilizo la

cepa bacteriana de S. aureus ATCC 6538.

La cepa bacteriana, en estado estacionario, fue tomada y puesta en
un tubo con 9 ml de agua de peptona tamponada, midiendo su
concentracion en unidades MacFarland para obtener la SBE. Se
emplearon muestras control sin biocida, que fueron esterilizadas por
doble autoclavado, para luego inocular de acuerdo al apartado 1.5.
Posteriormente se realizé la recuperaciéon por agitacion con perlas y
las diluciones decimales en TSS. Se realizaron siembras, tanto en
placa Petri de TSA como por el sistema TEMPO (rehidratando los
viales con 3 ml de agua destilada estéril y afadiendo 1 ml de la
diluciéon decimal). Se emplearon tarjetas de lectura especifica para
hacer recuento de microorganismos totales (TVC). Para asi, obtener
lecturas, tanto para la siembra en placa como en el sistema TEMPO,

después de 48 h de incubacion a 30°C.

1.8. Validacién del modelo de recuperacion

Para verificar la tasa de recuperacion, se emplearon muestras
control. Después de su esterilizacion y secado, se inocularon como se
indic6 anteriormente en el apartado 1.5., eliminando el proceso de
incubacién. En lugar de ello, se procediéo inmediatamente a realizar la
recuperacion del inéculo por agitacion con perlas y se hicieron
diluciones en TSS. De las respectivas diluciones se efectuaron las
siembras correspondientes en sistema TEMPO. ElI modelo de
recuperacion debe cumplir con la siguiente ecuacion para ser valido el

test:

99



MATERIALES Y METODOS

(Lmax - Lmin)
—— <0,2
(Lmean)

Donde:

Lmax, es el logaritmo en base 10 del nhumero maximo de bacterias
viables encontradas en la muestra.

Lmin, es el logaritmo en base 10 del nimero minimo de bacterias
viables encontradas en la muestra.

Lmean, es el logaritmo en base 10 de la media del numero de
bacterias viables encontradas en la muestra.

1.9. Evaluacion de las superficies duras de poliéster con

propiedades antimicrobianas

Las normas JIS Z 2801: 2000 e ISO 22196:2011 determinan la
actividad de superficies activas antimicrobianas, mediante Ila
cuantificacion de las células bacterianas, que entran en contacto con
estas superficies, y las recuperadas después de transcurridas 24
horas a 35°C. El efecto antibacteriano se determina comparando la
supervivencia de las bacterias de una superficie tratada con un

agente antimicrobiano, con otra no tratada o muestra control.

Los ensayos se realizaron ajustando la SBE dentro del rango de
concentracién de 2,5x10° células ml™* hasta 1,0x10° células ml™
medidos por densidad (apartado 1.3). Previamente las muestras
fueron esterilizadas por doble autoclavado, secadas y colocadas en
placas Petri, realizando la prueba por triplicado. Posteriormente se
procedi6 a inocular con un volumen de 0,4 ml de la solucidon
bacteriana de ensayo, luego se cubrié con una pelicula de plastico
inerte y estéril de 4,0 x 4,0 cm?, para conseguir delimitar el area de

contacto. Dichas placas con las muestras se incubaron durante 24 h a
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35°C, en camara humeda, para evitar la desecacion del in6culo. A su
vez un grupo de tres muestras control, para cada microorganismo,
fueron recuperadas y sembradas, inmediatamente después de la

inoculacion.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se recuperé el inéculo
por agitacion con perlas, colocando las muestras en frascos con
perlas de vidrio y 10 ml de solucidon neutralizante. Los frascos se
colocaron en una plancha de agitacion a 1000 rpm durante 1 minuto
y a continuacion de la suspension obtenida se realizaron diluciones
decimales en TSS. De estas diluciones decimales se hicieron siembras
y se evaluaron con el sistema TEMPO, obteniendo recuentos
bacterianos expresados en UFC cm™@. Para calcular la eficacia
antibacteriana de las muestras, se tuvo en cuenta la muestra control

como pardmetro de comparacion.

Para calcular la eficacia o actividad antibacteriana, se utilizé la

siguiente ecuacion:

R= (Ut — Uo) — (At— Uo) = Ut — At

Donde:

R, es la actividad antibacteriana

Uo, es el promedio del logaritmo en base 10 del numero de bacterias
viables en células cm™, recuperadas de una muestra control,
inmediatamente después de la inoculacion.

U, es el promedio del logaritmo en base 10 del niumero de bacterias
viables en células cm™, recuperadas de una muestra control después
de 24h.

A:, es el promedio del logaritmo en base 10 del numero de bacterias
viables en células cm™, recuperadas de una muestra tratada después
de 24h.
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1.10. Analisis estadistico

Los datos de los recuentos bacterianos fueron transformados a
unidades logaritmicas (logio). En la verificacién del tratamiento previo
de las superficies se realizaron 12 ensayos con n=15. En el
experimental del modelo de recuperacion se efectuaron 5 ensayos
con n=9. En la estandarizacion de la lectura TEMPO se hicieron 7
ensayos con n=2. Para determinar las diferencias significativas entre
valores medios, se realizé andlisis de varianza (ANOVA), seguido de
la prueba de comparaciéon multiple sin interaccion de Tukey con un p
< 0,05. Para determinar la eficacia de las superficies biocidas se
realizaron 6.840 analisis (95 ensayos, cada ensayo con n=72). Para
determinar las diferencias significativas entre valores medios, se
realiz6 analisis de varianza (ANOVA), seguido de la prueba de
comparacion multiple con interaccion de Tukey con un p < 0,05. Los

analisis se realizaron con el programa informatico R version 3.1.0.

2. Resultados y discusion

2.1. Estandarizacion de la concentracién de la suspension

bacteriana de ensayo

Se realizaron los recuentos de las soluciones bacterianas de ensayo,
preparadas con el equipo DENSIMAT, para determinar Ila
concentracion del inéculo inicial, y se encontré que estaba dentro del
rango establecido por la norma, obteniendo valores entre 5,40 y 5,85

log1o UFC cm™, tanto para S. aureus como para E. coli.

Se seleccioné S. aureus como representativo de las bacterias Gram
positivas y E. coli de Ilas Gram negativas. Se trata de

microorganismos patdégenos potenciales, de transmision alimentaria,
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son resistentes y se encuentran presentes en ambientes relacionados
con el procesado de los alimentos (Christison y cols., 2007; Scott y
cols., 2008; Todd y cols., 2009a).

2.2. Verificacion del tratamiento previo o6ptimo de las

superficies de prueba

Al realizar los tratamientos previos a las superficies muestra y las
respectivas siembras en viales TEMPO, para microbiota aerobia
mesobfila o microorganismos viables totales [Total Viable Count (TVC)]
y especificas para S. aureus obtuvimos los resultados que se reflejan

en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de los recuentos segun el tratamiento aplicado a
las superficies de estudio.

Recuentos bacterianos

Tratamiento

S. aureus TVC
Sin tratamiento 523 °° + 0,62 8,84 °* + 0,63
Humedad 510 °° + 0,29 8,26 °* + 0,79
Autoclavado 579 °° + 0,68 7,29 ®* + 0,44
Doble autoclavado 6,52 °* + 0,38 6,57 °* + 0,46
Isopropanol 570 °® + 0,72 7,29 ®* + 0,70

Recuentos bacterianos medios expresados en log;o UFC cm™.

@b yalores medios en cada columna con diferentes letras mindsculas son
significativamente diferentes (p<0,05).

ABvalores medios en cada fila con diferentes letras mayusculas son
significativamente diferentes (p<0,05).

Se evaluaron cuatro tratamientos previos para las superficies
muestra: lavado con agua (humedad), autoclavado sencillo, doble
autoclavado y lavado con isopropanol. Al mismo tiempo se evaluaron

muestras sin tratamiento como muestra de control. Al comparar el
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recuento obtenido, en los cuatro tratamientos para S. aureus, se
observd que solo existian diferencias estadisticamente significativas
con respecto al tratamiento de doble autoclavado, donde se obtiene
un mayor recuento de S. aureus (6,52 logip UFC cm™). Este recuento
mayor tal vez sea el resultado de la falta de competencia por los
nutrientes o la falta de produccion de sustancias inhibidoras o toxicas
de los microorganismos inherentes de las superficies respecto al
inoculo inicial de S. aureus. En caso contrario se esperaria una
interaccion antagonica por parte de los microorganismos por

sobrevivir.

Cuando se comparé el recuento obtenido, en los cuatro tratamientos,
para TVC, se observd que a pesar de no existir diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos de autoclavado
(7,29 logio UFC cm™@), doble autoclavado (6,57 logio UFC cm™) e
isopropanol (7,29 logi, UFC cm™@), el recuento obtenido en el
tratamiento de doble autoclavado es mas bajo, lo que nos demostroé
que para este tratamiento los microorganismos inherentes de la
superficie fueron eliminados. De hecho, sélo se inoculé S. aureus, no
detectdndose diferencias estadisticamente significativas entre los
recuentos de este microorganismo y los de la flora total. En
consecuencia, el doble autoclavado fue el Unico tratamiento que
asegurd la total eliminacion de la microbiota acompafante del

material.

Al mismo tiempo, cuando comparamos las lecturas de las tarjetas de
siembra para S. aureus con las tarjetas de TVC, en cada uno de los
tratamientos, encontramos diferencias estadisticamente significativas
en todos ellos, salvo en el tratamiento de doble autoclavado. Con lo
cual aseguramos, que se obtenia un nivel nulo de microorganismos

interferentes en los ensayos, causantes de lecturas erroneas.
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Si los microorganismos inherentes de las superficies no fueran
eliminados, los recuentos que obtendriamos, al final del ensayo,
serian mayores que los reales; ya que al in6culo inicial se sumarian
dichos microorganismos. Por tanto, podemos evaluar si en realidad
existe o no crecimiento bacteriano de la cepa conocida o, en otras

palabras, si la superficie posee eficacia antibacteriana.

2.3. Elecciéon del modelo de recuperacion

Una vez evaluados los modelos de recuperacion se compararon los
recuentos obtenidos en cada uno de ellos. Nuestros resultados nos
indicaron que existen diferencias estadisticamente significativas entre
la recuperacion con hisopo (RH) y las recuperaciones, tanto con

perlas (RP) como con irrigacion directa (RID) (Tabla 8).

Tabla 8. Recuentos de los diferentes modelos de recuperacion.

Modelos de Ensayos Recuento —
‘s R Validacion
recuperacion bacteriano
1 2 3 4 5 <0,2
RP 6,03 5,56 5,72 6,4 6,94 6,33 @ + 0,68 0,18
RH 6,87 4,3 4,09 3,81 6,12 5,04 b + 1,37 0,42
RID 7,24 5,38 5,16 4,93 6,35 5,81ab + 0,96 0,35

Recuentos bacterianos medios expresados en log;o UFC cm™.

3 valores medios con diferentes letras mintsculas son significativamente diferentes
(p<0,05).

La recuperacion con hisopo fue la menos indicada, ya que los
microorganismos que tienden a estar adheridos a la superficie no son
arrastrados y, los que son arrastrados, pueden quedarse atrapados
entre las fibras del hisopo reteniendo asi gran cantidad de
microorganismos. Esto nos proporcionaba resultados con recuentos
mas bajos de lo real y con muy baja reproducibilidad. Estos

resultados confirman lo ya conocido desde hace tiempo, en cuanto a
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la ineficiencia del sistema de muestreo por escobillonado de superficie
(Hola y cols., 1988).

Por otra parte, entre la recuperacién con perlas (6,33 logio UFC cm™)
y la recuperacién por irrigacién directa (5,81 logio UFC cm™@) no
existen diferencias estadisticamente significativas. La recuperacion
por agitacion con perlas es una metodologia relativamente mas
comoda a la hora de llevar a cabo el trabajo experimental, por ello se
optdé por este método. Ademas, la vibraciéon hace que las perlas
choquen contra la superficie causando friccion, lo que trae como
consecuencia el desprendimiento de las bacterias y/o la rotura de los
biofilms, derivando en un recuento real de la carga microbiana, asi

como una alta reproducibilidad (Montafiez y cols., 2012).

2.4. Validacion del modelo de recuperacion

Al verificar la tasa de recuperacion para cada uno de los ensayos,

aplicando la ecuacion:

(Lmax - Lmin)
— £0,2
(Lmean)

Donde:

Lmax, es el logaritmo en base 10 del nhumero maximo de bacterias
viables encontradas en la muestra.

Lmin, es el logaritmo en base 10 del numero minimo de bacterias
viables encontradas en la muestra.

Lmean, es el logaritmo en base 10 de la media del numero de

bacterias viables encontradas en la muestra.

con la cual debe cumplir el modelo de recuperacion, segun lo
recomienda la norma ISO 22196:2011. Se obtuvo como resultado

que el modelo de recuperacion con perlas (0,18) posee una baja
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variabilidad de los recuentos obtenidos por ende una alta
reproducibilidad, siendo valido para efectuar los ensayos
correspondientes. Por el contrario los otros métodos no cumplen con
la ecuacion de validacion, lo que nos indica que son menos

reproducibles (Tabla 8).

2.5. Estandarizacion de lectura del equipo TEMPO

Al realizar la comparacion de las lecturas entre el recuento de S.
aureus, tanto para el método tradicional de siembra en placa con el
medio TSA, como para el método automatizado, que supone el
sistema TEMPO, y una vez realizado el estudio estadistico, se observo
que no existen diferencias estadisticamente significativas entre
ambos métodos (Tabla 9). Por tanto, verificamos la validez del
sistema TEMPO para realizar los analisis correspondientes en los
ensayos posteriores, convirtiéndose en una herramienta rapida, con

resultados robustos y reproducibles en nuestro estudio.

Tabla 9. Resultados de la comparacion de lecturas entre el equipo
TEMPO y recuento en placa de Petri.

Numero de lecturas Tipo de siembra Recuento bacteriano
a

25 TEMPO 6,34 =+ 0,15
a

25 Placa 6,35 =+ 0,18

Recuentos bacterianos medios expresados en log;o UFC cm™.

Los valores medios no son significativamente diferentes (p>0,05).

2.6. Eficacia antimicrobiana de los diferentes tipos de

superficie biocida

Las superficies utilizadas como control (sin tratamiento con agentes

biocidas), no aportaron ningun efecto de inhibicibn contra los
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Tabla 10. Actividad de nanoparticulas de plata de amplio espectro
contra bacterias (modificado de Rai y cols., 2012).

Diferentes formas de plata Microorganismo Referencia
lones de Plata S. aureus vy E. coli Fengy cols. (2000)
E. coli Yamanaka y cols. (2005)
Zeolita de plata E. coli Matsumara y cols. (2003)
Nanoparticulas de Plata E. coli Sondi y Salopek (2007)
E. coli, Vibrio cholerae, Morones y cols. (2005)

Pseudomonas aureginosa 'y
Salmonella typhus

S. aureus y E. coli Shaverdi y cols. (2007)

E. coliy P. aeruginosa Geethalakshmi y Sarada.
(2010). Bonde y cols.(2011)

Compuesto de celulosa E. coliy S. aureus Hernane y cols. (2011)
bacteriana y nanoparticulas de

plata

Nanoparticulas de plata E. fecalis, S. aureus MRSA, E. coli, P.  Panacek y cols. (2006)
coloidales aeruginosa, S. epidermis, E. faecium,

K. pneumoniae

Nanofibras de polirodanina de E. coli, S. aureusy C. albicans Kong y cols. (2005)
plata

Recubrimientos de zeolita S. aureus Bright y cols.(2002)
NanoAg/NanoZn

microorganismos evaluados, por el contrario, llegaron a aumentar su
poblacién aproximadamente en 1,5 logic UFC cm™@. Esto, en
aplicaciones reales de uso, nos indicaria que la superficie seria
facilmente contaminable, volviéndose apta para la formacion de
biofilms y trayendo como consecuencia problemas de contaminacion

cruzada. Por otra parte, la adicibn de agentes biocidas consiguen
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disminuir la carga microbiana y evitan la adherencia y posible

formacién de biofilms en condiciones de ensayo.

De acuerdo con la bibliografia consultada, el empleo de diferentes
formas de presentacion del metal plata puede ser de gran interés, ya
que han demostrado una gran eficacia sobre diferentes clases de

microorganismos (Tabla 10).

El efecto bactericida, descrito en el presente estudio, es causado por
la migracion de nanoparticulas de agentes biocidas hacia la superficie
del material evaluado. Dicha migracion dependera del biocida
empleado y la estructura del material que lo contiene. Se cree que la
microporosidad y la conformacion de la matriz como tal, movilizan las

nanoparticulas hacia la superficie (Figura 7).

Las nanoparticulas que migran hacia la superficie pueden atraer las
cargas negativas de la pared celular de los microorganismos y luego
causar su ruptura, permitiendo asi la desnaturalizacion de las

proteinas y la muerte celular (Ruparelia y cols., 2008).

Espacio de tiempo

Figura 7. Representacion de la migracion del biocida impregnado en una matriz
hacia la superficie inhibiendo la adhesiéon y formacién de biofilms.

En nuestro estudio analizamos superficies tratadas con diferentes
agentes antimicrobianos. Nuestros resultados indicaron que para los
tipos de superficie biocida NpZnO, NpAg y la mezcla NpZnO + NpAg,

en su concentracion mas elevada (850 ppm para las dos primeras, y
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de 400 + 850 ppm para la mezcla); son significativamente diferentes

de las demas concentraciones empleadas (Tabla 11).

Tabla 11. Eficacia antibacteriana de superficies duras de poliéster.

Tipo de superficie Eficacia antibacteriana
L. Concentracién
biocida E. coli S. aureus
400 012 ¢ =+ o051 017 47 =+ 058
500 025 €' = 071 047 °' 083
NpZnO bl b H
650 0,83 + 0,57 0,83 + 0,65
850 20721 x 1,01 1,19 %% =+ 0,92
400 2359¢ + 046 238 7+ 041
500 414 °F + 044 289 °F  +033
NpAg
650 467 P8 + 0,40 3622 +043
850 490 28 + 031 384 °C  +037
400+400 4,57 dE 4+ 036 363"  +033
500+400 475 <P + 037 3,77 ° ¢+ 041
NpAg + NpZnO bC b B
650+400 4,89 + 0,36 439 + 0,41
850+400 511 24 + 0,31 480 °" +047

Recuentos bacterianos medios expresados en log;o UFC cm™.

adyalores medios en la misma columna con diferentes letras mindsculas,
correspondiente a cada tipo de biocida, son significativamente diferentes (p<0,05).

AXvalores medios en la misma columna con diferentes letras mayusculas son
significativamente diferentes (p<0,05).

Al realizar comparaciones entre los diferentes tipos de superficie
biocida, se observéo que el compuesto por la mezcla NpAg + NpZnO,
en su concentracion mas alta, es la que posee una mayor eficacia
antimicrobiana, con un valor de 5,11 logip UFC cm™ para E. coli y de
4,80 logip UFC cm™ para S. aureus. En sus concentraciones mas
bajas (400 + 400; 500 + 400 ppm) no es estadisticamente
significativa respecto a la superficie biocida NpAg, en sus

concentraciones mas altas (650 y 850 ppm), con unos valores de
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eficacia comprendidos entre 4,67 a 4,75 logio UFC cm™ para E. coli y
3,62 a 3,84 logip UFC cm™ para S .aureus. El tipo de biocida NpZnO
muestra diferencias estadisticamente significativas respecto a los
biocidas NpAg y NpAg + NpZnO; puesto que posee los valores mas

bajos de eficacia.

La nano escala permite el aumento de la superficie de contacto del
agente antimicrobiano con los microorganismos. Por ello, podemos
encontrar aplicaciones en dispositivos médicos, como recubrimiento o
como aditivo en la masa del material de una superficie antimicrobiana

concreta (Kim y cols., 2007).

El efecto bactericida de las nanoparticulas de metales ha sido
atribuido a su gran volumen de superficie, debido a su pequefio
tamano, interactuando mas de cerca con las membranas microbianas
(Ruparelia y cols., 2008). Un material que contiene metales, al entrar
en contacto con un medio ambiente humedo, ayuda a su liberacion.
Esta capacidad para liberar el metal o permitir la migracion hacia la
superficie, depende de diversos factores, incluyendo Ilas
caracteristicas de la matriz, tales como su composicion, estructura,
propiedades fisicoquimicas y la naturaleza del entorno en el que se

utiliza.

Por otra parte, Cowan y cols. (2003), corroboraron, que al exponer
las superficies inoculadas a humedad ambiente y dejandolo secar, la
eficacia aumentaba, no por la accion del biocida, sino por la
desecacion generada en los microorganismos, por ello fue
importante, en nuestro estudio, mantener en ambiente humedo las

superficies de ensayo. En cuanto a la velocidad de liberacién, un
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método para manipularla, es por medio del grado de desorden
atomico. Asi, un alto grado de desorden atdémico implica una

liberacion rapida del biocida (Burrell y cols., 2004).

Algunos estudios han senalado que la carga positiva de los iones de
plata es crucial en la actividad antimicrobiana, a través de
atracciones electroestaticas entre la carga negativa de la pared
celular de Ilos microorganismos y la carga positiva de las
nanoparticulas (Kim y cols., 2007). Asi también, algunas
nanoparticulas penetran dentro de la célula, teniendo en cuenta que
el tamafo de particula influye en el efecto bactericida, incluso
también se ve afectado por la forma de las particulas (Ruparelia y
cols., 2008). La adhesion de las nanoparticulas de plata supone la
desnaturalizacion de la membrana externa y ruptura de la membrana
plasmatica, causando asi el agotamiento de ATP intracelular (Lok y
cols., 2006).

Segun Cowan y cols. (2003), al mezclar iones tanto de Ag como de
Zn a diferentes concentraciones, para hacer un recubrimiento sobre
discos de acero inoxidable, el Zn tenia la capacidad de estabilizar el
producto y hacer una liberacion mas lenta de los iones de plata,
permitiendo el uso de concentraciones de plata menores, segun el
tiempo de vida destinado al producto final. Con el recubrimiento de
zeolita de plata, mas la adicion de zinc como estabilizante y su accion
antimicrobiana, consiguieron reducciones, tanto de E. coli como de S.
aureus, mayores de 5 logip desde 4 horas hasta 24 horas de
exposicion del in6culo a la superficie biocida. Li y Zhang (2009), en
su estudio sobre adhesién bacteriana, encontraron que al incorporar
en las superficies un compuesto antimicrobiano organico y un

inorganico, los diferentes mecanismos antibacterianos se
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potenciaban, ya que los compuestos inorganicos fueron mas eficaces

para la eliminacion de bacterias.

Este efecto potenciador del Zn coincide con nuestros resultados,
puesto que la mezcla de NpAg mas la adicion de NpZnO, supuso un
incremento en la eficacia antimicrobiana. Este efecto fue mas
evidente cuanto mas baja era la concentracion de plata (400ppm +
400ppm) aumentando la eficacia en mas de 2 logio cm™. Ademas,
este tipo de mezcla de biocidas también hizo que la superficie actuara

de forma mas estable (Tabla 11).

En cuanto a la sensibilidad de los microorganismos a los diferentes
tipos de superficie biocida, se determiné una mayor sensibilidad de la
cepa de E. coli. Esta fue mayor de 1 logio para el compuesto de
NpAg, en las tres concentraciones mas elevadas. En la concentracion
mas baja (400 ppm) no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas, relacionadas con la susceptibilidad de los dos
microorganismos. Para la mezcla NpAg + NpZnO siguen existiendo
diferencias estadisticamente significativas, en cuanto a la sensibilidad
de E. coli frente a S. aureus en mas de 0,5 logip y para el tipo de
superficie biocida de NpzZnO, Ila susceptibilidad de |los
microorganismos no se hizo presente, al no existir diferencias

estadisticamente significativas (p>0,05).

Nuestros resultados, por tanto, muestran una mayor sensibilidad de
Escherichia coli, en comparacion con Staphylococcus aureus. La
mayor sensibilidad de Escherichia coli en superficies ha sido descrita
por DeVere y Purchase (2007), quienes observaron que E. coli era

mas sensible al tiempo de secado de las superficies que S. aureus y
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que el orden de sobrevivencia bacteriana era mayor en las superficies
de vidrio, plastico, plastico antibacteriano y madera. Rai y cols.,
(2012) encontraron leves diferencias al exponer cultivos de E. coli y
S. aureus al contacto con nitrato de plata, en forma idnica, tras
realizar un estudio por microanalisis de difraccion de Rayos X. Estos
mismos autores sugirieron que la cepa de S. aureus tenia un sistema
de defensa mucho mas fuerte, comparado con E. coli. Al ser una
bacteria Gram positiva posee una capa de péptidoglicano en la pared
celular y no hay presencia de la region nuclear claramente visible en
el centro de la célula, donde las moléculas de DNA estan distribuidas
al azar. De este modo, esta capa externa de la pared celular protege
la célula de la penetracion de los iones de plata en el citoplasma.
Otros estudios apoyan esta teoria, sefialando que S. aureus, como
bacteria Gram positiva, tiende a ser mas resistente para muchos
tipos de desinfectantes, en comparaciéon de las bacterias Gram

negativas (D'Aquino y Nufez, 1997, Luppens y cols., 2002a,b).

Por otra parte, Sondi y Salopek (2004), indicaron que la actividad
antimicrobiana de las nanoparticulas sobre las bacterias Gram
negativas era dependiente de la concentraciéon de nanoparticulas de
plata y estaba fuertemente ligada a la formacion de intersticios en la
pared celular de la bacteria, que se acumulan, causando la lisis y

muerte celular.

En nuestro estudio se comprobd, que el incremento de la
concentracion de biocida, traia, como consecuencia, una mayor
eficacia antimicrobiana, tanto para la cepa de E. coli como para S.
aureus, siendo directamente proporcional en cada uno de los casos,
con una elevada correlacion para los tipos de superficie biocida
NpzZnO (R?= 0,95 para E. coli y R?= 0,99 para S. aureus), NpAg (R*=
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0,72 para E. coli y R?>= 0.91 para S. aureus) Yy la mezcla NpAg +
NpzZnO (R?=0,99 para E. coli y R*>=0.97 S. aureus) (Figura 8).
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Figura 8. Comparacion de eficacia antimicrobiana, contra — E. coli y — S. aureus;
respecto a sus diferentes concentraciones en los tipos de superficie biocida A NpAg
+ NpZnO, ENpAgy ¢NpZnO.

Uno de Ilos grandes problemas causados por Ilos agentes
antimicrobianos quimicos es la multirresistencia a los farmacos (Multi
Drugs Resistance, MDR). Varios microorganismos han evolucionado a
través de muchas generaciones para generar multirresistencia (Kim y
cols., 2007).

Por ello, se han realizado varios estudios acerca del efecto de las
nanoparticulas de plata contra las bacterias MRD, encontrando que
poseen una eficiencia bactericida superior al compararla con la
penicilina. Ademdés, para efectos bactericidas sobre E. coli, se

demostraron efectos sinérgicos al combinarlas con antibiéticos como
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la amoxicilina, convirtiéndose en un sistema eficaz para atacar
bacterias como Pseudomonas aeruginosa, E. coli ampicilina
resistente, Streptococcus pyrogenes eritromicina resistente,
Staphylococcus aureus meticilina resistente y Staphylococcus aureus
vancomicina resistente (Rai y cols., 2012). En este mismo sentido, se
han realizado varios estudios para determinar los sistemas de
resistencia de los microorganismos hacia algunos metales pesados
(mercurio, arsénico, cadmio y cobre). No obstante, el mecanismo
fundamental de resistencia o regulacion de los genes a nivel
molecular no ha sido muy bien entendido hasta el momento (Silver,
2003).

Aunque no exista ninguna legislacion que indique la durabilidad
exigible a un material antimicrobiano, los diferentes tipos de
superficies biocidas han de mantenerse activas por periodos indicados
en funcién de los intereses comerciales. Estos pueden ir desde 1 afo

hasta la totalidad de la vida del material.

En nuestro estudio se realizaron algunas pruebas de durabilidad por
agotamiento, pero nuestros resultados no fueron concluyentes.
Utilizamos dos formas para determinar el agotamiento de biocida en

las muestras:
) por inmersion en agua
i) por reiteracion de inoculacion

Como microorganismo de prueba se utilizé S. aureus.

En el ensayo por inmersion, la superficie a evaluar se puso en 100 ml
de agua a 40°C durante 24 h antes del analisis de eficacia, el cual se
realiz6 de acuerdo con la norma ISO 22196:2011. Las lecturas finales

nos indicaron que la eficacia antibacteriana de las superficies no se

116



RESULTADOS Y DISCUSION

vio afectada, por lo tanto el agotamiento del biocida en este tipo de

superficies no se ve reflejado (Tabla 12).

Tabla 12. Agotamiento del biocida evaluado por inmersion.

. L Concentracion Eficacia antibacteriana
Tipo de biocida
(ppm) Tiempo 0 Tratamiento 24 h
Control 0 =0,00 =0,00
NpAg 1000 > 5,27 > 5,27
NpZnO 500 > 5,28 > 5,28
NpZnO 1000 > 5,28 > 5,28

Recuentos bacterianos expresados en log;o UFC cm™.

El ensayo por reiteracion de inoculacion, se realizé por repeticion del
analisis de eficacia, de acuerdo con la norma ISO 22196:2011,
evaluando la misma muestra de superficie hasta un total de 5
inoculaciones. Las lecturas finales nos indicaron que la eficacia
antimicrobiana no se modifica y se mantiene a través del tiempo
(Tabla 13).

Tabla 13. Agotamiento de biocida evaluado por reiteracion de
inoculacion.

. L Concentracién Eficacia antibacteriana
Tipo de biocida - - —
(ppm) Tiempo O 52 inoculacion
Control 0 =0,00 =0,00
NpAg 1000 >5,27 > 5,07
NpZnO 500 >5,28 > 5,03
NpZnO 1000 >5,28 > 5,62

Recuentos bacterianos expresados en log;o UFC cm™.

Es necesario realizar un estudio experimental mas robusto para poder
evaluar y certificar la durabilidad de la actividad antimicrobiana que
puedan presentar estos materiales. Esto permitiria poder ajustar
mejor sus concentraciones de acuerdo al periodo de tiempo

determinado para su uso.
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1. Materiales y métodos

Se realizé el andlisis de matrices poliméricas con propiedades
antifungicas y antibacterianas conteniendo biocidas en diferentes
concentraciones. Para su estudio se utilizaron las normas JIS Z
2801:2000 (Antimicrobial products- Test for antimicrobial activity and
efficacy) e ISO 846:1997 (Plastics- Evaluation of the action of

microorganisms), realizando todos los analisis por triplicado.

1.1. Preparacion de las superficies de estudio

Las superficies poliméricas (caucho flexible y caucho rigido) poseen
un area de 4,0 x 4,0 cm? y su grosor es de 0,2 cm. Los polimeros de
caucho flexible fueron tratados con 6xidos metalicos y un biocida
organo-metalico a diferentes concentraciones, tanto en estado libre
como encapsulado, y compatible con el catalizador de vulcanizado del
caucho. Estos biocidas se muestran en la Tabla 14. Los polimeros de
caucho rigidos fueron tratados con biocida Organo-metalico en
diferentes concentraciones, tanto en estado libre como encapsulado,

y se muestran en la Tabla 15.

Tabla 14. Compuestos biocidas y su concentracion utilizados en el
tratamiento de las superficies de caucho flexible.

Superficies Tipo de biocida y concentracion
BOC ZnO + OM + catalizador
BO Zn0 + OM
BC ZnO + catalizador
BONe ZnO + OM concentrado
B Zn0O
BOeC ZnO + OM encapsulado + catalizador
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Tabla 15. Compuesto biocida y su concentracion utilizada en el
tratamiento de las superficies de caucho rigido.

Superficies Tipo de biocida y concentracion
B20 2% organo-metdlico
B30 3% organo-metdlico
B20e 2% organo-metalico encapsulado
B30e 3% organo-metalico encapsulado

Las superficies fueron lavadas por inmersion en isopropanol al 70%
durante 10 minutos para eliminar impurezas y reducir la carga
microbiana existente, se colocaron en placas Petri para ser llevadas,
posteriormente, a secado en estufa de aire forzado durante 1,5 horas
a 60°C, para eliminar el exceso de isopropanol. Se prepararon tres
superficies tratadas de estudio, de cada tipo de biocida, y tres
muestras control sin biocida para cada uno de los ensayos

(antibacteriano y antifungico).

1.2. Cepas fungicas

Las cepas fungicas utilizadas en el ensayo fueron Aspergillus niger
CECT 2807, Paecilomyces variotti CECT 20213, Gliocadium virens
CECT 2460, Chaetomium globosum CECT 2701, las cuales fueron
recuperadas de liofilizados, rehidratando en 9,0 ml de agua de
peptona tamponada (BPW, Buffered Peptone Water; bioMérieux®,
Marcy I'Etoile, Francia) e incubadas durante tres dias a 30°C */. 1°C,
tiempo durante el cual las cepas fungicas crecen formando una capa
sobre la superficie del liquido. De este modo se comprobdé que la cepa
fangica estaba activa. De estos tubos se realizaron siembras de las

cepas fungicas por duplicado en agar de extracto de malta (MEA;
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Biokar Diagnostics, Francia) y se incubaron a 30°C */. 1°C en

ambiente humedo, durante 5 a 7 dias, observando su esporulacion.

Como cepas bacterianas se utilizaron las cepas de referencia de E.
coli CECT 515 y S. aureus ATCC 6538. Las cepas liofilizadas fueron
rehidratadas en 9,0 ml de agua de peptona tamponada, e incubadas
a 37°C durante 18 — 24 h. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién, se sembraron, por el método de estria en superficie en
Agar Tripticasa de Soja, e incubadas a 37°C durante 18 — 24 h. Se
prepararon cultivos stock en tubos de TSA inclinado, siendo
incubados a 37°C durante 24 h. Posteriormente se almacenaron a

4°C, por un periodo maximo de un mes.

1.3. Suspensidon de esporas para ensayo

Para preparar la suspension de esporas para ensayo (SEE) se utilizd

la siguiente solucion de lavado:

NaNO3 2,009
KH2PO4 0,70g
K>HPO4 0,309
KCI 0,509
MgSQO,4. 7H,0 0,509
FeS04.7H0 0,019
Tween 80 0,10g
Glucosa 30,009
H>0 1000ml

Se realizaron dos lavados con 5ml de la anterior solucién, a cada uno

de los cultivos fungicos en la placa Petri, agitando con movimientos
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circulares, durante un minuto, para humectar completamente la
superficie del hongo. El sobrenadante se paso por un filtro sinterizado
de vidrio nimero 2 (con un tamafio de poro comprendido entre 40 y
100 um) a fin de eliminar los fragmentos de micelio. Se realizaron
observaciones microscépicas del numero de esporas de las diluciones
103 y 10 verificando que la concentraciéon de microorganismos se
encontraba en un rango de 1x10° hasta 1x10° esporas ml?, para
cada una de las cepas fungicas. La concentracién se determind, a
partir de una alicuota, de cada una de las suspensiones fungicas.
Cada alicuota se colocaba sobre un portaobjetos. Se realizaron
observaciones microscopicas con el objetivo de 40X, con el fin de
determinar el nUmero de esporas presentes. Para ello, se observaron
10 campos al azar, para estimar la cantidad de células viables por
mililitro. Finalmente se combind igual volumen de las cuatro
suspensiones para obtener la SEE para inocular, con igual

concentracidon de esporas de cada hongo.

1.4. Inoculacién de las superficies de estudio con SEE

Cada una de las muestras se colocd en una placa de Petri, con el
medio de cultivo MEA, y se procedié a inocularlas pipeteando 0,1 ml
de la solucidn de esporas (SEE) sobre la superficie de la muestra y
sobre el agar. Como control de crecimiento, de la mezcla de cepas
fungicas, se realizé una inoculacién con 0,5 ml en superficie, en una
placa Petri con el medio MEA, y se extendidé con asa de Digralsky. Las
placas se llevaron a incubacion a 30°C */. 1°C en cdmara hiumeda. La
placa de control de crecimiento se verificd al tercer dia y, para las
muestras estudiadas, la duracion fue de cuatro semanas, durante las

cuales se realizaron observaciones periddicas.
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1.5. Evaluacién del crecimiento

Para evaluar el crecimiento fungico se examinaron las placas a simple
vista y bajo microscopio, para luego puntuar de acuerdo a la escala

que se presenta en la Tabla 16.

Tabla 16. Valoracion de la intensidad de crecimiento fungico.

Intensidad de .. i A
Evaluacién del crecimiento fungico

crecimiento
0 No hay crecimiento aparente bajo el microscopio.
1 No hay crecimiento visible a simple vista , pero visible bajo el microscopio
2 Crecimiento visible a simple vista, cubriendo hasta el 25% del
inéculo
3 Crecimiento visible a simple vista, cubriendo hasta el 50% del
Inoculo
4 Crecimiento considerable, cubriendo mas del 50% del in6culo y
cantos de la superficie
5 Crecimiento fuerte, cubriendo la superficie entera

1.6. Evaluacion de las superficies estudiadas

Teniendo en cuenta la valoracion de la intensidad de crecimiento, se
evalla el efecto fungistatico de las muestras segun la escala dada en
la Tabla 17.

Tabla 17. Valoracion del efecto fungistatico del material.

Intensidad de

. Evaluacion del crecimiento
crecimiento

0 Efecto fungistatico fuerte

0+zona de inhibicién Efecto fungistatico fuerte , extendiéndose en la zona alrededor de

la muestra por difusion
1 El material no es completamente fungistatico

2al5 Efectividad decreciente hasta ausencia completa del efecto

fungistatico
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1.7. Ensayo para determinar la eficacia antibacteriana

Para determinar la eficacia antibacteriana de las superficies muestra
se realizé el estudio segun los pardmetros dados en el capitulo 1V,
apartado 1.9. Las superficies poliméricas fueron tratadas previamente
por inmersion en isopropanol al 70% durante 10 minutos y luego
secadas en campana de flujo laminar. Se inocularon con 0,4 ml de la
SBE de cada una de las cepas, se cubrieron con la pelicula plastica y
se incubaron a 35°C durante 18-24 h en ambiente humedo. La
recuperacion bacteriana se realiz6 por agitacion con perlas de vidrio
(8 gr de perlas de 2mm de didmetro) en 10 ml de solucién
neutralizante. Los frascos fueron agitados enérgicamente en vortex
durante 1 minuto y, a continuacién, de la suspension obtenida se
realizaron diluciones decimales en TSS. Las diluciones fueron
sembradas y evaluadas con el sistema TEMPO, obteniendo recuentos

bacterianos expresados en UFC cm™.

1.8. Ensayo para determinar la eficacia antibacteriana de

los tipos de superficies biocida a través del tiempo

Se realizaron pruebas de durabilidad para determinar la eficacia
antibacteriana, a través del tiempo, de las superficies muestra que
presentaron una mayor eficacia en el tiempo inicial. Las superficies
fueron tratadas con ciclos de lavado en lavadoras domésticas
estandar (Fagor, Mondragén, Espafa), con detergerte Persil (Henkel,
Alemania) en polvo al 1% y aplicando o no temperatura al agua de
lavado. Después del tratamiento de lavado, las muestras fueron
esterilizadas mediante su inmersion en isopropanol al 70% durante
10 minutos y se secaron en estufa de aire forzado durante 1,5 horas,

para luego ser tratadas como se mencioné en el presente capitulo
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(apartado 1.4) para evaluar el efecto antifungico y (apartado 1.7)

para determinar la eficacia antibacteriana.

1.9. Analisis estadistico

Los datos de los recuentos bacterianos fueron transformados a
unidades logaritmicas (logio). Para evaluar el efecto fungistatico de
los tipos de superficie biocida de caucho flexible, analizaron 180
muestras (5 ensayos con n=36). En la evaluacion del efecto
fungistatico de los tipos de superficie biocida de caucho rigido, se
analizaron 120 muestras (5 ensayos con n=24). Para evaluar la
eficacia antibacteriana de los tipos de superficie biocida de caucho
flexible, se analizaron 180 muestras (5 ensayos con n=36). En la
evaluacion de la eficacia antibacteriana de los tipos de superficie
biocida de caucho rigido, se analizaron 120 muestras (5 ensayos con
n=24).

Para evaluar el efecto fungistatico de los tipos de superficie biocida de
caucho, tanto flexible como rigido, bajo tratamientos de durabilidad,
se analizaron 108 muestras (4 ensayos con n=27). Para evaluar la
eficacia antibacteriana de los tipos de superficie biocida, tanto de
caucho flexible como rigido, bajo tratamientos de durabilidad, se

analizaron 216 muestras (4 ensayos con n=54).

Para determinar las diferencias significativas entre valores medios, se
realiz6 analisis de varianza (ANOVA), seguido de la prueba de
comparacion multiple con interaccion de Tukey con un p < 0,05. Los

analisis se realizaron con el programa informatico R version 3.1.0.
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2. Resultados y discusion

2.1. Suspension de esporas y bacterias para ensayo

La concentracion de la suspension de esporas para inocular las
superficies con biocida se estim6 en un rango de 5,10 a 5,88 logio
esporas ml™ determinados por microscopia. La concentraciéon de la
suspension bacteriana para inocular las superficies biocidas se
hallaron en un rango de 5,45 y 5,90 logio UFC cm™, tanto para S.
aureus como para E. coli, determinados por lectura en sistema
TEMPO. Las concentraciones de SBE se determinaron dentro del
rango exigido por la norma JIS Z 2801:2000 (Antimicrobial products-
Test for antimicrobial activity and efficacy) con la que se realiz6 el

ensayo.

2.2. Efecto fungistatico de los tipos de superficies con

biocidas

La evaluacion del crecimiento de los hongos sobre las superficies es
un parametro muy demandado, puesto que su crecimiento supone
una alteracion de las caracteristicas organolépticas de multitud de
materiales. Para valorar la intensidad de crecimiento sobre las
superficies, se tuvo en cuenta la tabla de valores que determina el
efecto fungistatico del material evaluado (Tabla 16). Como resultado
se obtuvo que en las superficies que contienen biocida 6érgano-
metalico a base de zinc (BO, BOC, BOe y BOeC) se aprecié una

mayor respuesta fungistatica (Figura 9).

Los resultados también nos indican que la actividad fungistatica de
las superficies biocidas puede ser atribuida a la migracion del biocida
hacia la superficie ya que en la muestra control no se presenta tal

actividad.
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Figura 9. Efecto fungistatico de los tipos de superficies biocida de caucho flexible.
adyalores medios con diferentes letras mintsculas son significativamente diferentes
(p<0,05).

Al observar el crecimiento fungico sobre los diferentes tipos de
superficie biocida se determind, que las superficies que contenian
compuesto 6rgano-metalico en su estructura, fueron mas eficientes
que aquellos que no lo poseian. La eficacia de los materiales que no
contenian biocida O6Organo-metalico fue deficiente y presentaron
crecimiento fungico sobre la superficie, al observar el inoculo bajo el
microscopio. Algun estudio al respecto indica, que los iones metalicos
del biocida adheridos a los microorganismos, penetran dentro de la
estructura de los hongos y destruyen la membrana celular o se
combinan con la proteina, la cual induce a la muerte celular (Gong y
cols., 2012).

De los diferentes tipos de superficie biocida, basados en caucho
flexible, se observd tres estados bien definidos. La superficie BOeC
presentdé una zona de inhibicibn de crecimiento de los hongos
alrededor de la muestra evaluada, esta zona de inhibicién se genera
debido a la difusion de su principio activo. La capacidad migratoria

del biocida se encuentra bien definida y en la superficie de la muestra
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no se aprecia crecimiento fungico (Figura 10A). Con respecto al tipo
de superficie biocida BOC se observd cierto halo de inhibicion con
respecto a la generacion de esporas, ya que hubo crecimiento de los
hongos a su alrededor, sobre la superficie del agar, pero no
consiguieron formar esporas. Observada al microscopio se aprecio un
atenuado crecimiento sobre la superficie de la muestra sin llegar a
formar esporas (Figura 10B). En el tipo de superficie biocida B se
aprecia a simple vista el crecimiento y gran esporulaciéon sobre el
agar, al igual que hay crecimiento y formacién de esporas fungicas
sobre la zona del in6culo, lo que indica que la superficie no es del

todo fungistéatica (Figura 10C).

Es importante aclarar que dicha difusibn no siempre es positiva y
podria considerarse un defecto, ya que la migracion del biocida seria
tan rapida que la vida util de la superficie reduciria su actividad a un
espacio de tiempo demasiado corto. Al mismo tiempo, dicha
migracion podria afectar a la composicion de los alimentos, en caso
de ser empleado en contacto con ellos, puesto que el residuo quimico
migrado acabaria en el alimento con el que entrase en contacto,

después de un tiempo determinado.

Figura 10. Tipos de superficie biocida de caucho flexible 10A) superficie biocida
tipo BOeC. 10B) superficie biocida tipo BOC. 10C) superficie biocida tipo B.
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Cao y cols. (2009), evaluaron zonas de inhibicion de superficies de
polimetilmetacrilato, sulfadiazina metil metacrilato y peliculas
poliméricas de sulfadiazina de plata. Estos autores concluyeron que el
efecto antifungico se producia por lo que denominaron “muerte por
contacto” ya que no se presentaron zonas de inhibicion. Al realizar la
recuperacion de microorganismos, se Vverific6 que la pelicula
polimérica de sulfadiazina de plata tenia solamente recuentos del
rango de 10°UFC cm™, mientras para las otras superficies estaban en
el orden de 10°UFC cm™. Esto indic6 que casi ningun agente
antimicrobiano monomérico (ej., grupos SD/ASD e iones de plata)
lixivio fuera de la pelicula de muestra. Solamente los microbios que
entraron en contacto directo con la muestra de sulfadiazina de plata
polimérica fueron eliminados y las células circundantes no fueron
afectadas. En aplicaciones reales, esta caracteristica de no lixiviacion
proporciona varias ventajas. La ventaja mas obvia seria mejorar la
durabilidad de los efectos antimicrobianos, pero también hay que

considerar la proteccion de los alimentos o del medio ambiente.

Por otra parte, al evaluar las superficies biocidas de caucho rigido
encontramos que no fueron del todo fungistaticas y se observo
crecimiento de hongos y generacion de esporas a simple vista sobre
la superficie (Figura 11 y Figura 12A). El tipo de superficie biocida
B30e ofrecié una cierta eficacia, aunque se observdé un crecimiento
leve sobre la zona del in6culo al observarlo bajo el microscopio

(Figura 12B).

Al comparar el tipo de superficie biocida BOe, de caucho rigido, y las
superficies de caucho flexible que contienen el mismo biocida en
menor concentracion (2%), podemos apreciar que la matriz influye
en su migracion, convirtiéndose en menos efectiva y solo igualando
su actividad al subir la concentracion (3%) y adicionalmente

encapsular el biocida.
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Figura 11. Efecto fungistatico de los tipos de superficies biocida de caucho rigido.

#¢valores medios con diferentes letras mindsculas son significativamente diferentes
(p<0,05).

Figura 12. Superficies de caucho rigido 12A) superficie biocida tipo B20. 12B)
superficie biocida tino B3Oe.

Para que un antimicrobiano funcione debe tener la capacidad de
migrar a la superficie (Seil y Webster, 2011), puesto que en caso
contrario, una vez consumido el biocida superficial, se perderia la
eficacia. Sin embargo, se ha de tener en cuenta la compatibilidad con

la matriz en la cual se encuentra impregnado. Por este motivo se
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podrian haber encontrado diferencias al aplicar el mismo biocida al

caucho rigido y al caucho flexible.

2.3. Eficacia antibacteriana de los tipos de superficies

biocida

Al evaluar la eficacia antibacteriana de las superficies biocidas de
caucho rigido encontramos valores de reduccidon en un rango que va
de 5,25 a 5,76 logiocm™, tanto para la cepa de E. coli como para S.
aureus. No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas
entre cada tipo de superficie. En cuanto a la sensibilidad de las cepas
a las superficies biocidas, se observé que es més sensible la cepa de
E. coli comparada con S. aureus pero sin llegar a existir diferencias

estadisticamente significativas (p>0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Eficacia antibacteriana de las superficies biocidas de caucho rigido. Los
valores medios no son significativamente diferentes (p>0,05).
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Al evaluar la eficacia antibacteriana de las superficies biocidas de
caucho flexible hallamos valores de reduccion que van desde 5,24
hasta 5,88 logi, cm™, tanto para la cepa de E. coli como para S.
aureus, y no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre cada tipo de superficie. En cuanto a la sensibilidad
de las cepas a las superficies biocidas se observé que es mas sensible
la cepa de S. aureus, comparada con E. coli, en las superficies B20e
y B30Oe, pero sin llegar a existir diferencias estadisticamente

significativas (Figura 14).
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Figura 14. Eficacia antibacteriana de las superficies biocidas de caucho flexible.
Los valores medios no son significativamente diferentes (p>0,05).

El hecho de no encontrar diferencias estadisticamente significativas,
se debe a la elevada variabilidad que detectamos en las muestras de
caucho rigido B, BC y BO (Figura 13) y las muestras de caucho
flexible B20 y B3O (Figura 14), lo que no permite ver estas

diferencias.
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Estos resultados nos indican que los tipos de superficie estudiada y su
compuesto biocida, no eran del todo estables y homogéneos, puesto
que algunas de ellas (BOC, BOe, BOeC, B20e y B30e) presentaron
una variabilidad inferior al 22%, mientras que otras (B, BC, BO, B20
y B30) superaron el 50%. En consecuencia, las muestras BOC, BOe,
BOeC, B20e y B30e, presentan una migracion constante del biocida
empleado, mientras que las muestras B, BC, BO, B20 y B30, poseen
una migracion variable. Desde un punto de vista practico, un grupo
de muestras homogéneas, seran mas facilmente comercializables, al
poder demostrar la eficacia del biocida y su constante actividad
durante el periodo de tiempo establecido. En sentido contrario, las
que presentaron variabilidad, dificilmente podran ser comercializadas,
puesto que no existira la seguridad de su efecto a lo largo del tiempo.

Esta situacion es especialmente evidente en el caso de S. aureus.

Las nanoparticulas de ZnO son efectivas tanto para las bacterias
Gram negativas como para las Gram positivas, también ejercen
actividad antibacteriana contra esporas que son resistentes a las altas
presiones y alta temperatura (Sawai, y cols., 2004; Zhang, 2007).
Es importante tener en cuenta la concentracion y el area de superficie
del compuesto biocida, ya que de esto depende la eficacia
antimicrobiana, mientras que la forma y su estructura tienen poco
efecto (Yamamoto y cols., 1998). El efecto citotéxico de las
nanoparticulas de ZnO se debe a su accién sobre la bicapa lipidica de
la membrana citoplasmatica de los hongos y de las bacterias,
causando su rotura, que como resultado conlleva al drenaje del

contenido citoplasméatico (Sharma y cols., 2010).

Kim y cols. (2007) senalaron que las bacteria Gram positivas (S.

aureus) son mas resistentes a las nanoparticulas de plata,
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comparadas con las Gram negativas (E. coli). Por otra parte,
Ruparelia y cols. (2008), al evaluar la eficacia de agentes biocidas
metalicos sobre cuatro cepas diferentes de E. coli y tres cepas de S.
aureus, encontraron que algunas cepas de E. coli son mas resistentes
al efecto biocida; contradiciendo de esta manera muchos estudios en
los cuales se han realizado comparaciones de resistencia empleando
una sola cepa de cada microorganismo. Esto puede ser debido a que
la membrana externa de las bacterias Gram negativas puede actuar,
en algunos casos, como una barrera que limita la entrada de muchos

tipos de agentes antibacterianos (McDonnell y Russell, 1999).

Con respecto a la sensibilidad hallada en este estudio, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre
microorganismos para cada tipo de superficie biocida, por lo que
podriamos decir que la sensibilidad de los microorganismos (tanto
Gram positivos, como Gram negativos e incluso los hongos)

dependera de muchos factores como son:

la composicion del biocida empleado,

* la concentracion del biocida,

* los componentes de la matriz donde se afade,
« las condiciones de ensayo,

 las diferentes cepas de microorganismos representativos de

cada grupo o especie.

Una de las observaciones que se pusieron de manifiesto en nuestro
estudio fue que, tanto con hongos como con bacterias, algunas
superficies que no habian presentado eficacia frente a los hongos, si

que la presentaban frente a las cepas bacterianas. La resistencia de

136



RESULTADOS Y DISCUSION

los hongos a dichas superficies biocidas fue mayor, debido a su
caracteristica de eucariotas, lo que les confiere una mayor capacidad
de defensa y reparacion de las lesiones provocadas por los biocidas a

las concentraciones estudiadas.

2.4. Eficacia de los tipos de superficies biocida a lo largo

del tiempo.

Al realizar la prueba de durabilidad, mediante su tratamiento con
ciclos de lavado y aplicando temperatura, se busca como objetivo
forzar la migracion del biocida. Esto dard una idea de la vida util de
la superficie. También permite conocer cual es la temperatura que

pueden soportar las superficies para mantenerse en estado activo.

2.4.1. Efecto fungistatico de las superficies biocidas bajo

tratamientos de durabilidad

Los resultados obtenidos en la prueba de durabilidad, teniendo en
cuenta la intensidad de crecimiento fudngico, indican que las
superficies de estudio mantienen su eficacia por encima de los 1000
ciclos de lavado a temperatura ambiente (20°C). A medida que se
incrementa el valor de la temperatura, la eficacia va en detrimento,
ya que la migraciéon del biocida de la superficie del material al medio

circundante se ve estimulada (Tabla 18).

En el primer tratamiento (1000 ciclos de lavado a 20°C) y segundo
tratamiento (700 ciclos de lavado a 60°C) el efecto fungistatico no
presenta diferencias estadisticamente significativas, aunque ya exista

una mayor eficacia del tipo de superficie biocida BOeC. En el tercer
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tratamiento (350 ciclos de lavado a 90°C) las diferencias del efecto
fungistatico se hacen evidentes, con diferencias estadisticamente
significativas, siendo el tipo de superficie biocida BOeC la mas
efectiva, seguida de la B30e y por ultimo la BOC; esta ultima pierde
completamente su efecto fungistatico al ser sometida al tercer

tratamiento (Figura 15).

Tabla 18. Intensidad de crecimiento fungico de las superficies
biocida bajo tratamientos de durabilidad.

Tipo de superficie Tratamiento

Efecto fungistatico

biocida Ciclos de lavado Temperatura 2C
BOC 1°
BOeC 1000 20 1°
B30e 1°
BOC 2°
BOeC 700 60 1°
B30e 2°
BOC 5°¢
BOeC 350 90 1°
B30e 3°

#¢valores medios con diferentes letras mindsculas son significativamente diferentes
(p<0,05).

Figura 15. Tipos de superficie biocida después de 350 ciclos de lavado a 90°C,
15A) superficie de caucho rigido B30Oe, 15B) superficie de caucho flexible BOeC
15C) superficie de caucho flexible BOC.
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2.4.2. Eficacia antibacteriana de las superficies biocida bajo

tratamientos de durabilidad

En el primer tratamiento (1000 ciclos de lavado a 20°C) se observa
una pequefa reduccion de la eficacia bactericida, comparada con los
resultados a tiempo cero, aunque el tipo de superficie biocida BOeC
incremento su eficacia. Estas diferencias, tanto de reduccién como de

incremento, no fueron estadisticamente significativas.

Al comparar la eficacia de los tipos de superficie biocida, después del
primer tratamiento, la superficie biocida BOeC es significativamente
mas efectiva en la cepa de E. coli que las superficies BOC y B3Oe.
Para la cepa de S. aureus no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. En el segundo tratamiento (700 ciclos
de lavado a 60°C), en cuanto a la eficacia de los tres tipos de
superficie evaluadas, no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas para la cepa de S. aureus. Para la cepa de E. coli, se
observé un aumento significativo de la eficacia en el tipo de superficie
biocida BOeC. En el tercer tratamiento (350 ciclos de lavado a 90°C)
se observaron diferencias estadisticamente significativas con respecto
a la eficacia, siendo mas efectivo el tipo de superficie BOeC, seguido
de B30e y por ultimo el BOC (Tabla 19).

A pesar de la reduccion en la eficacia bactericida, comparada con el
tiempo cero, la accidn biocida continda siendo elevada en los tres
tipos de superficies, puesto que se estipula que una superficie es
activa cuando tiene una reducciéon mayor de 2 logio., de acuerdo a la
norma JIS Z 2801:2000 (Antimicrobial products- Test for

antimicrobial activity and efficacy).

Estas diferencias en la eficacia antimicrobiana, después del
tratamiento de durabilidad, nos hace suponer que el biocida

encapsulado tiene una mayor estabilidad, se libera mas
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controladamente y asi mantiene su actividad biocida a través del

tiempo.

Tabla 19. Comparacion de la eficacia bactericida de las superficies
biocida para cada uno de los tratamientos de durabilidad.

Tratamiento Eficacia bactericida
Tipo de superficie

biocida Ciclos de lavado temperatura 2C E. coli S. aureus
BOC 5,10° + 0,55 540° + 0,71
BOeC 1000 20 590° + 0,19 5,65 + 0,41
B30e 5,35°% + 0,18 5,46° + 0,16
BOC 4,95° + 0,53 4,95° + 0,62
BOeC 700 60 565° + 0,23 5,387 + 0,20
B30e 5,14° + 0,16 521°% + 0,17
BOC 3,95° + 0,64 3,67° + 0,69
BOeC 350 90 5,32° + 0,15 536 + 0,18
B30e 4,74° + 0,12 4,82° + 0,21

Recuentos bacterianos medios, expresados en log;o UFC cm™.

#¢valores medios en la misma columna con diferentes letras mintsculas para cada
uno de los tratamientos son significativamente diferentes (p<0,05).

Los resultados obtenidos de los ensayos de durabilidad, para
bacterias, nos indican que el incremento de la temperatura disminuye
la eficacia bactericida de las superficies evaluadas. Este fendbmeno se
podria explicar por el efecto que causa la temperatura en la
migracion del biocida hacia el exterior, mas conocido como lixiviacion.
A medida que se fue aumentando la temperatura (60°C y 90°C),
pese a la disminuciéon de los ciclos de lavado, la eficacia se vio
disminuida. La propiedad de no lixiviar puede ayudar a eliminar la
preocupacion sobre el uso de agentes antimicrobianos convencionales
(como es el caso de los antibidticos), puesto que estos pueden entrar
en ambientes circundantes causando complicaciones indeseables
(Cen y cols., 2003; Cao y cols., 2009).
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Comparando la eficacia bactericida de cada tipo de superficie biocida,
después de los diferentes tratamientos de durabilidad, se obtuvo que
para la superficie biocida BOC, al aplicar el primer y segundo
tratamientos, no presentd diferencias estadisticamente significativas,
en cuanto a su accion frente a las dos cepas bacterianas. Sin
embargo, al aplicar el tercer tratamiento la eficacia disminuyo
significativamente. Para la superficie BOeC, frente a S. aureus, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, en cuanto a la
eficacia, al aplicar los tres tratamientos de durabilidad. Para la cepa
de E. coli se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre el primer y tercer tratamiento. En cuanto a la superficie biocida
B30e, se observo reduccidon de la eficacia bactericida en las dos cepas
de microorganismos, obteniendo diferencias estadisticamente

significativas entre el primer y tercer tratamiento (Tabla 20).

Tabla 20. Comparacion de la eficacia bactericida de cada uno de los
tipos de superficies biocida después del tratamiento de durabilidad.

Tratamiento Eficacia bactericida
Tipo de superficie biocida Ciclos de

lavado temperatura ¢C E. coli S. aureus
1000 20 510" + 0,55 540" + 0,71
BOC 700 60 4,95* + 0,53 495" + 0,62
350 90 3,95% + 0,64 3,67% + 0,69
1000 20 590" + 0,19 565" + 0,41
BOeC 700 60 565"+ 0,23 538" + 0,20
350 90 532° + 0,15 536" + 0,18
1000 20 535" + 0,18 546" + 0,16
B30e 700 60 514"+ 0,16 521"+ 0,17
350 90 4,74° + 0,12 4,82°% + 0,21

Recuentos bacterianos medios, expresados en log;o UFC cm™.

ABvalores medios en la misma columna con diferentes letras mayusculas para cada
uno de los tipos de superficie biocida son significativamente diferentes (p>0,05).

De acuerdo con nuestros resultados, el material con mayor eficacia

biocida es el tipo de superficie biocida BOeC, que contiene el
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compuesto 6érgano-metalico encapsulado. Nuestros resultados indican
que podria garantizarse una durabilidad superior a 3 afios de uso,
suponiendo un lavado intenso cada 24 horas, a una temperatura de
uso correspondiente a 20°C. Cuando la temperatura se incrementa a
60°C, la durabilidad se reduce un 20%, por lo que seria esperable
una eficacia prolongada algo méas de 2 afios. Si la temperatura de uso
aumenta a 90°C, se mantendria la eficacia durante sélo un afio, eso

si el biocida esta encapsulado.

Con este estudio se comprobd la necesidad de emplear un sistema de
liberacion apropiado, puesto que utilizando un sistema controlado, la
cantidad de biocida a emplear se ajustard a los requerimientos del
producto final, manteniendo asi, la resistencia biolégica adecuada. La
seleccion de un sistema de liberacién lenta consigue alcanzar una
situacion ideal, dado que permite el mantenimiento de Ila
concentracion efectiva, del agente activo, por encima de Ila
concentracion minima inhibitoria (MIC) y disminuye la liberaciéon
inicial, limitando de esta manera la cantidad necesaria de biocida
(Figura 16)(Eversdijk y cols., 2011).

Biocida en estado libre Biocida encapsulada
B B <F*mte:ti-—;-n E:fE:t[i'.->
E: E | . E
5 =S . -

Tiempo —* Tiempa —*

Figura 16. Efecto de la encapsulacién del biocida sobre la migracién hacia la
superficie (modificado de Eversdijk y cols., 2011).
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Esto consigue una menor concentracion de biocida y una menor
contaminacion del medio ambiente, de los alimentos o de las

personas y animales que entren en contacto con estos materiales.

Por otra parte, se han desarrollado una amplia gama de productos,
principalmente iones inorganicos de plata, basados en la tecnologia
de encapsulacion en una matriz soluble. La matriz protege los iones
de plata durante el proceso y luego controla su liberacién. En este
sistema los iones se liberan junto con la matriz, al ser esta
hidrolizada de forma gradual. La alta estabilidad de la matriz permite
al sistema de iones de plata ser empleado en un amplio rango de
polimeros (Simmons, 2001). No obstante, no seria muy eficaz si la
matriz no es hidrolizada, o en aquellos materiales de una dureza

especial.

143






VI. Eficacia de superficies antibacterianas de contacto
alimentario para el control de biofilm






MATERIALES Y METODOS

1. Materiales y métodos

1.1. Superficies de ensayo

Se evaluaron superficies duras de poliéster con un area de 50 x 50
mm? y 10 mm de espesor; y superficies de acero inoxidable 304
grado 2B, de 20 mm de didmetro y 1,2 mm de espesor. Las
superficies duras de poliéster se encontraban embebidas con tres
concentraciones diferentes de un agente antimicrobiano a base de
plata a 500, 600 y 800 ppm, mas una muestra control (sin plata). Las
superficies de acero inoxidable, antes de su uso, fueron tratadas
segun la Norma Europea EN 13697:2001 (An6nimo, 2001), mediante
un lavado en detergente (Dipol Bac Stop, D.1.S. DINO S.L., Madrid,
Espafa) al 5,0% durante 1 hora. Posteriormente se enjuagaron con
agua destilada y, a continuacion, sumergidas en una solucion de 2-
propanol al 70% (Panreac Quimica S.A., Castellar del Vallés, Espafia)
durante 15 minutos, favoreciendo una desinfeccidn parcial para luego
secarlas en campana de flujo laminar. Finalizando con una
esterilizacion parcial; para luego secarlas en campana de flujo
laminar. Finalmente se procedié a su esterilizacion durante 15
minutos a 121°C, con el fin de eliminar los microorganismos que

pudieran interferir en el resultado de los ensayos.

Las superficies duras de poliéster, antes de su uso, fueron tratadas
por doble autoclavado. Esta operacidon se realiz6 a 121°C durante 15
minutos (cada sesién) a una presién de 1 kg/cm?, luego fueron
llevadas a estufa de aire forzado para secar a 60°C durante dos horas
eliminando la humedad excesiva en la superficie. Estos materiales,
dada su dureza, son dificiles de esterilizar, mas aun para garantizar la
destrucciéon de las formas esporuladas detectadas. Es por ello, que se

hace necesario un doble tratamiento.
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1.2. Cepa bacteriana y preparacion del inéculo

Se empled la cepa liofilizada de Listeria monocytogenes CCUG 15526
(Coleccion de Cultivos de la Universidad de Goteborg, Suecia). La
cepa liofilizada fue rehidratada en agua de peptona tamponada a
37°C durante 18-24 h. Después se sembro6 por el método de estria en
TSA. Se seleccionaron colonias aisladas para preparar cultivos stock
en tubos de TSA inclinado, se incubaron a 37°C durante 24 h y se
almacenaron a 4°C durante un periodo de tiempo maximo de un mes.
A partir del cultivo en tubo inclinado se preparé6 la SBE, subcultivando
en 9 ml de BPW e incubando a 37°C durante 18 a 20 h, para obtener
un cultivo en fase estacionaria. A partir del cultivo obtenido se
realizaron diluciones decimales en TSS. La concentracion del in6culo
se determiné de la dilucién 102 por DEM, consiguiendo 3 log células

ml™ como se describe mas adelante en el apartado 1.4.

1.3. Formacién del biofilm

Para reproducir la formacién de biofilms, las superficies de ensayo se
colocaron en placas de Petri y se inocularon con 30 pl de la dilucion

bacteriana en TSS conteniendo 3 log células ml™ aproximadamente.

Con el fin de verificar el numero inicial de células inoculadas sobre las
superficies, se tomaron cinco alicuotas del in6culo, se sembraron en
placas de TSA y se incubaron durante 48 horas a 37°C. Por otra
parte, las superficies se colocaron dentro de una camara, con
humedad relativa saturada, durante 72 horas a 22-24°C, para
permitir la formacion del biofilm. Por tanto, el biofiim de L.
monocytogenes se desarrollo en condiciones hiumedas, estaticas y sin
renovacion de medio (Fuster-Valls y cols., 2008; Montafez-lzquierdo
y cols 2012).
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1.4. Evaluacion de la estructura del biofilm por DEM

Para evaluar los biofilm por DEM se empled la tincién vital LIVE/DEAD
® BacLight™ kit de viabilidad bacteriana (L13152; Molecular Probes
Inc., Oregon, USA). Este kit emplea dos fluorocromos de &cidos
nucleicos: SYTO 9 y yoduro de propidio (Pl). El SYTO 9 penetra en las
células tanto con membranas lesionadas como intactas. En contraste,
el Pl penetra sélo las células con la membrana lesionada y reduce el
colorante SYTO 9. Por lo tanto, con la aplicacién simultanea de los
dos colorantes en proporciéon adecuada, las células viables con
membrana intacta fluorescen en verde y las células muertas o

lesionadas en rojo.

Después de la incubaciéon del in6culo durante 72 horas sobre las
superficies, las muestras fueron tefidas con 20 ul de la tincién vital
LIVE/DEAD. Las muestras se incubaron en oscuridad durante 15
minutos a temperatura ambiente, para luego ser evaluadas bajo un
microscopio de epifluorescencia Olympus BX51/BX52 (Olympus,
Tokyo, Japén), equipado con una lampara de mercurio de 100 W
(USH-1030L), un filtro de doble paso (U-M51004 F/R — V2) y
acoplado a una camara digital DP50 - CU. Las muestras tefidas se
observaron con objetivos 10X, 20X y 40X para examinar la estructura

del biofilm y para evaluar el estado vital de las células bacterianas.

La concentracion inicial de L. monocytogenes, empleada para inocular
las muestras y formar el biofilm, se determiné por DEM, tifiendo una
alicuota de la suspensiéon y observando con el objetivo de 40X, con el
fin de determinar el numero de bacterias viables, realizando el
recuento de bacterias viables observadas en 10 campos al azar para
estimar la cantidad de células viables por mililitro. Las imagenes se
analizaron usando el programa analySIS Auto 3.2 (Fuster-Valls y

cols., 2008; Montafiez-lzquierdo y cols., 2012).
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1.5. Validacién de la técnica DEM con el recuento en placa

Para poder determinar la concentracion del in6culo se construyd una
curva de calibracion, comparando la técnica DEM y el cultivo en
placa. A partir de diluciones decimales en TSS de un cultivo de L.
monocytogenes en estado estacionario, se colocaron 20 ul de cada
dilucion decimal sobre un portaobjetos, para luego ser tefiida
inmediatamente con 20 pl de LIVE/DEAD® BaclLight”. Se incubd
durante 15 minutos en oscuridad y luego se realizé el recuento por
microscopia tomando al azar 10 campos a 40X. En paralelo se realizd
el cultivo en placas de TSA tomando una alicuota de 1000 ul de la
dilucién correspondiente, e incubandolas durante 24 h a 37°C, para
hacer recuento teniendo en cuenta las placas en las que sus unidades

formadoras de colonias (UFC) se encontraban entre 30 y 300.

1.6. Recuento bacteriano por cultivo

Para determinar el numero de bacterias viables, las superficies se
colocaron en frascos con caldo triptona de soja (TSB), perlas de vidrio
y tween 80. Se agitaron a potencia maxima, para desprender los
microorganismos adheridos a la superficie. Posteriormente, a partir
de las diluciones decimales adecuadas, se sembraron en placas de
TSA mas extracto de levadura (TSAYE), por duplicado, y se incubaron

a 37°C durante 24 h. Los datos se expresaron en UFC cm™.

1.7. Analisis Estadistico

Para determinar la relacion entre el recuento de microorganismos por
DEM vy cultivo se aplicd el andlisis de correlacion y regresion. Para

determinar la formacion de biofilm se analizaron 90 muestras (6
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ensayos con n=15), y para realizar el recuento bacteriano se

analizaron 90 muestras (6 ensayos con n=15).

Para la comparacion de medias del recuento microbiano obtenido de
las superficies se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA), seguido de
la prueba de comparacién mdaltiple con interaccion de Tukey (p <

0,05), usando el programa informatico R version 3.1.0.

2. Resultados y discusion

Para este estudio se intentd trabajar con un biofilm bacteriano
compuesto por dos microorganismos (S. aureus y E. coli). No
obstante, su desarrollo fue muy pobre. Segun pudimos observar por
microscopia de epifluorescencia, esto se debié a que no se producia
una sinergia de colonizacién, sino que, por el contrario, se creaba una
fuerte competencia por los sitios de adhesion. Por ello, se decidid
trabajar con Listeria monocytogenes, que desarroll6 un buen biofilm
en la superficie que consideramos de referencia (acero inoxidable). L.
monocytogenes es un patdgeno transmitido por alimentos y con
capacidad de adherirse a las superficies y formar biofilms, por ello la
importancia de controlarlo y/o eliminarlo de los ambientes del
proceso de alimentos. Es un microorganismo resistente a condiciones
generales empleadas en el control del crecimiento de patdgenos en
alimentos, como podria ser la temperatura de refrigeracion (Teixeira

y cols., 2007; Kumar y Annad, 1998).

2.1. Curva de calibraciobn para el recuento de L.

monocytogenes

Para obtener la concentracién del inoculo inicial, se realizdé la

comparacion del recuento por DEM vy cultivo, obteniendo una

151



RESULTADOS Y DISCUSION

correlaciéon elevada (R?=0,88) y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (P > 0,05) (Figura 17). Por lo tanto,
la técnica DEM se utilizé para determinar la concentracion del in6culo
inicial (3 logio células mI™t aproximadamente), ya que la cantidad de
células que se inoculan sobre las superficies es un dato importante

para la posible formacion de biofilms.
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Figura 17. Curva de calibracion de DEM para el recuento de L. monocytogenes.

2.2. Recuento bacteriano por cultivo y evaluacién de la

estructura del biofilm por DEM

El crecimiento de L. monocytogenes en las superficies evaluadas,
después de 24 horas de incubacion, alcanzaron niveles de 5,84 logio
UFC cm™ y 4,64 logio UFC cm™ para el acero inoxidable y el poliéster
sin biocida, respectivamente, con una formacién de biofilm del 100%
sobre estas superficies. La superficie de poliéster B (600 ppm) tuvo
un recuento de 2,19 logip UFC cm™@ y la formacién de biofilm fue del
50% (Tabla 21).
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Tabla 21. Evaluacion del crecimiento y formacion de biofilms de L.
monocytogenes.

L. Concentracion L. i Formacion de
Superficie Crecimiento bacteriano . g

(Ag ppm) biofilm
Acero Inoxidable 0 584 % + 0,62 18/18
Poliéster sin biocida 0 464 ° 0,92 18/18
Poliéster A 500 0,13 ¢+ 0,09 0/18
Poliéster B 600 2,19 by 2,40 9/18
Poliéster C 800 1,01 ¢+ 0,60 0/17

Recuentos bacterianos expresados en log;o UFC cm™.

#¢valores medios con diferentes letras mindsculas son significativamente diferentes
(p<0,05).

La habilidad de L. monocytogenes para adherirse a superficies de
contacto alimentario comunes, como plastico, caucho, acero
inoxidable y vidrio, no ha sido aun bien entendida (Hood y Zottola,
1995; Sinde y Carballo, 2000; Stepanovic y cols., 2004). Sin
embargo, se han observado diferencias, tanto en la extension y la
velocidad de adhesion, en funcidon de las superficies seleccionadas
(Smoot vy Pierson, 1998). Las cepas persistentes de L.
monocytogenes pueden ser mas resistentes a la limpieza y
desinfeccion empleadas en la industria alimentaria, especialmente

cuando forman biofilms (Tompkin 2002; Kastbjerg y cols. 2009).

Un enfoque para prevenir el problema de la formaciéon de biofilm

bacterianos en la industria de los alimentos es la prevencion de la
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adhesiéon bacteriana (Sinde y Carvallo, 2000). Con el fin de modificar
las caracteristicas superficiales de los materiales, para minimizar la
adhesidon bacteriana, es importante conocer las propiedades que son
determinantes en el proceso. Asi, la hidrofobicidad y rugosidad
pueden ser facilmente alteradas (Teixeira y cols., 2007). Otra forma
de controlar la adhesidon es la aplicaciéon de agentes antimicrobianos,
tanto bactericidas como bacteriostaticos dentro de matrices
poliméricas, manteniendo baja la poblacibn microbiana presente,
evitando asi la posible formacion de biofilms y el riesgo de
contaminacion cruzada (Nichols, 2005; Cao y cols., 2009; Jones,
2009).

La tincion vital Live/Dead® es una técnica que facilita distinguir las
células vivas, que se tifien de verde fluorescente, de las células

muertas tenidas de rojo.

Las superficies evaluadas presentaron gran dificultad para determinar
células aisladas debido, tanto a la fluorescencia propia de la superficie
como a la tonalidad. Por este motivo el recuento celular por DEM no
se llevo a cabo y solo se tuvo el cuenta el recuento obtenido por el

método de cultivo.

Se observé que el crecimiento de L. monocytogenes en las muestras
de acero inoxidable y en poliéster sin biocida no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre ellas. Ademas,
comparadas con las muestras embebidas con Ag se observdé que en
estas ultimas el crecimiento bacteriano fue significativamente inferior.
Por lo tanto, el crecimiento de L. monocytogenes se inhibié en las
superficies tratadas con NpAg. Sin embargo, esta actividad
antibacteriana no guardé ninguna relacibn con respecto a las
concentraciones del compuesto de plata ya que al comparar el
crecimiento bacteriano en las superficies de poliéster Ay C (500 y

800 ppm, respectivamente), no existen diferencias estadisticamente
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significativas. Por otra parte la superficie de poliéster C (600 ppm)
tuvo una mayor inhibicion del crecimiento bacteriano que las

superficies A y C de forma significativa (Tabla 22).

Una posible explicacion para este resultado es que la plata, a pesar
de poseer una fuerte actividad antibacteriana, no fue distribuida de
forma homogénea en las matrices de poliéster y, debido a esto, su
aglomeracion pudo ser la causa de disminuir su eficacia
antibacteriana, tal como fue propuesto por Cheng y cols. (2006) y
Ruparelia y cols. (2008). Con el fin de explotar las propiedades de los
nanocompuestos de plata, es necesario obtener una dispersion
homogénea sobre la superficie del polimero hospedador, sin la
formacién de agregados o largas cadenas. De lo contrario, se reduce
substancialmente el efecto antimicrobiano. Por la misma razoén, el
tamano de las particulas deberia ser tan pequefio como sea posible,
con un reducido tamafo de distribucién. Ademas, se deben tener en
cuenta otros factores importantes que afectan la aplicabilidad real de
los nanocompuestos poliméricos de plata, como son la carga eléctrica
suficientemente alta y las areas superficiales libres, que permitan la
migracion y una accion antimicrobiana de nanoparticulas (Dallas y
cols., 2011).

En cuanto a la evaluacion de las muestras por DEM, se observé que
las superficies de acero inoxidable y poliéster sin biocida, presentaron
gran cantidad de células viables de L. monocytogenes y estas se
encontraban formando biofilms sobre las superficies (Figura 18A y
18B). Sin embargo, en las superficies con compuestos de plata se
observd escasa o0 nula presencia de L. monocytogenes.
Consecuentemente, no se detectd la formacion de biofilms sobre la

mayoria de ellas (Figura 18C).
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Figura 18. Superficies de estudio 18A) acero inoxidable, 18B) dura de poliéster sin
biocida y 18C) dura de poliéster con 800 ppm de Ag, inoculadas con L.
monocytogenes después de 72 h de incubacién en condiciones de humedad.

Imagenes DEM a 20X con tincién vital BacLight™.

Algunos estudios han descrito la importancia de las condiciones
hiumedas y la disponibilidad de nutrientes para la colonizacion y
posterior adherencia de bacterias a las superficies. Sin embargo, al
adicionar un compuesto biocida a la estructura de la superficie, las
condiciones favorables para la formacion de los biofilms bacterianos
disminuyen (Chmielewski y Frank, 2003). La plata tiene la capacidad
de atacar las células bacterianas y destruirlas, anulando su
posibilidad de adhesién, agregacién y produccion de EPS sobre la
superficie. Ademéas se une al DNA y RNA bacteriano mediante la
desnaturalizaciéon e inhibe la replicaciobn bacteriana (Rai y cols.,
2009).

Se cree que el relieve fisico de las superficies favorece la adhesion
bacteriana, al igual que las energias libres superficiales. Asi, las
superficies de acero inoxidable son propensas a la formacion de
biofilms, debido a su gran energia libre superficial, que deriva en su
caracteristica hidrofilica (Teixeira y cols., 2008; Chmielewski y cols.,
2006; Verran y cols., 20102).

En nuestro estudio se comprobd, que tanto las superficies de acero
inoxidable como las de poliéster sin biocida, fueron aptas para la
adherencia y formacion de biofilms, considerando que la superficie de

poliéster es mucho méas porosa y apta para la fijacion de
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microorganismos. Teixeira y cols. (2007) observaron que superficies
de vidrio, caucho y acero inoxidable, inoculadas con L.
monocytogenes y Salmonella spp. eran mas propensas a la
adherencia bacteriana, comparadas con superficies de cuarzo, que

incluian un agente biocida en su composicion (triclosan).

Una de las dificultades que se presentd al evaluar las superficies por
DEM fueron los colores fuertes y la fluorescencia que llegaban a
emitir las superficies de poliéster, puesto que disminuian el contraste
entre el fondo (background) y los microorganismos, fendbmeno que se
disipa al observar las superficies de acero inoxidable en donde los

contrastes de la fluorescencia estan bien definidos.

Los resultados obtenidos al aplicar la técnica DEM fueron la deteccién
de la presencia de biofilms. Cabe destacar que una de las principales
ventajas de DEM es la posibilidad de observar la distribucion de los

microorganismos y su interaccion con el sustrato.

La higiene de wuna planta procesadora de alimentos debe
contemplarse dentro de una perspectiva global como una etapa
bésica del proceso productivo, considerada como un requisito previo
del sistema APPCC (Hui, 2003). La adicién de agentes biocidas, como
parte activa de una superficie, debe ser tomada como un apoyo en un
plan de higiene y no como una solucién definitiva, ya que la
acumulacion de microorganismos y sustancias organicas pueden
ayudar a disminuir su actividad y llegar a recontaminar nuevas
superficies, incluso podria ser un aporte a la generacion de
resistencias por parte de los microorganismos hacia este tipo de

agentes biocidas.

Li y Zhang (2009), en su estudio sobre la adhesién bacteriana y
formacién de biofilms, encontraron que al incorporar un compuesto
organico 6 uno inorganico, en las superficies, una caracteristica

importante fue los diferentes mecanismos antibacterianos, ya que los

157



RESULTADOS Y DISCUSION

compuestos inorganicos fueron mas eficaces para la eliminacion de
bacterias, de igual modo, otra diferencia radicaba en la hidrofilicidad
que caracterizaba a la superficie, puesto que a mayor hidrofilicidad

mayor era la adherencia.
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CONCLUSIONES

. Se determind que el tratamiento previo, de doble autoclavado,
para las superficies disminuye la concentracion de microbiota
inherente de los materiales y asegura un recuento real de la

carga microbiana existente.

. Se determin6 que el modelo de recuperacion del inéculo basado
en el lavado por agitacion con perlas, asegura una recuperacion
eficiente del ind6culo inicial, cumpliendo con la ecuaciéon de

validacion correspondiente.

. La comparacién de lecturas de recuentos de microorganismos,
entre el método tradicional de siembra en placa y el sistema
automatizado TEMPO, indicaron que es posible y fiable trabajar
con el equipo, para determinar la eficacia antimicrobiana de las
superficies de estudio, obteniendo resultados robustos y

reproducibles.

. Al estudiar las superficies duras de poliéster tratadas con
compuestos antimicrobianos, como son las nanoparticulas de
plata y de zinc, se determindé que tienen la capacidad de
disminuir la carga microbiana inicial. Igualmente se comprobd,
que las superficies tratadas con la mezcla de NpAg mas la
adicion de NpZn (850 ppm+400 ppm), poseen la mayor eficacia
bactericida en las superficies de estudio (5,11 logio UFC cm™@

para E. coli y de 4,80 logio UFC cm™ para S. aureus).

. Al evaluar la adicibn de NpZn a las NpAg, se observé un
aumento en la eficacia bactericida de las superficies, resultando
en un efecto potenciador. Este era mas notorio en la
concentracion mas baja (400 ppm NpAg mas la adiciéon de 400

ppm NpZn), aumentando hasta en 2 logio la eficacia.

. Al comparar la sensibilidad de los microorganismos se encontré
que E. coli es mas susceptible que S. aureus a las superficies

tratadas con NpAg vy las superficies mezcla (NpAg+NpZn).
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11.

CONCLUSIONES

Con respecto a la eficacia biocida se comprobd, en el caso de
las superficies de caucho, que Ila encapsulacion de su
compuesto 6érgano-metalico ayuda a prolongar su efectividad al
liberar mas controladamente el biocida, presentando una
efectividad antifungica fuerte y su tiempo de vida asegura una
actividad mayor a 3 afios. Estos compuestos organometalicos
pueden ser sustitutos de la plata en el futuro, al garantizar

eficacia y durabilidad del efecto antimicrobiano.

. El efecto antifungico de las superficies, en el tiempo, es mayor

cuando se utilizan en ambientes a temperatura de 20°C. Al
aumentar la temperatura, se pierde eficacia a lo largo del

tiempo, siendo menor a 90°C.

. Las superficies poliméricas tratadas con biocida BOC y BOeC

(caucho flexible), asi como B30e (caucho rigido) son una gran
alternativa para su implantacion tanto en plantas procesadoras
de alimentos como en ambientes domésticos para asegurar o
disminuir el riesgo por contaminacion cruzada y toxiinfecciones

de origen alimentario.

. En los ensayos realizados, la mezcla de Staphylococcus

aureus Yy Escherichia coli, impedian la formacién de biofilm por
parte de estos microorganismos. Aunque esta observacion fue
casual, abre una via de investigacion en los efectos sinérgicos
y antagonicos de microorganismos para impedir el

crecimiento masivo de bacterias en las superficies.

Las superficies duras de poliéster embebidas con compuestos
de plata a 500, 600 y 800 ppm, ofrecen una buena actividad
antimicrobiana  contra L. monocytogenes, pudiendo
complementar los pasos de higienizacién, con la opcidén de ser

utilizadas en ambientes domeésticos asi como industriales.



CONCLUSIONES

12. Las superficies embebidas con 500, 600 y 800 ppm de

13.

compuestos de plata, previenen, con mayor frecuencia, la
formacién de biofilms de L. monocytogenes, comparadas con

superficies sin agentes antimicrobianos.

La DEM y la aplicacion de la tincion vital LIVE&DEAD es una
herramienta util en la deteccion y evaluacion de la estructura
de los biofilms bacterianos sobre las superficies metdlicas de
contacto alimentario. Por el contrario, presenta problemas al
realizar recuentos bacterianos sobre algunos plasticos,
especialmente cuando su base es poliéster, puesto que
disminuian el contraste entre el fondo (background) y los

microorganismos.
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