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Biofilms: cross contamination in the food industry.

FaBIAN GoNzALEZ-Rivas™, FABIO FONTECHA-UMARNA?, JOst JUAN RODRIGUEZ-JEREZ?

CONFLICTO DE INTERESES:

Los autores certifican que no existe ningdn conflicto de interés relacionado con
la publicacién de esta revision.

ABSTRACT:

Cross-contamination from surfaces, equipment and hands to food is one of the
main pathways for pathogens to arrive to food, which seriously compromises public
health. The ability of bacteria to adhere to surfaces and form resistance structures,
known as biofilms, aggravates the problem because of the difficulties involved in their
detection and elimination. Biofilms use to inactivate the disinfectant agents, allowing
the survival of the microorganisms that compose it. Also, with some regularity, the
biofilm disintegrates disseminating microorganisms over the installation, generating
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new contamination focus. Therefore, in order to maintain adequate hygiene standards
in the food production process, strategies to prevent the biofilms development are
key. This involves following cleaning and disinfection protocols, as well as designing
facilities and equipment that allows to carry on those protocols in the proper way.

RESUMEN:

La contaminacién cruzada desde superficies, equipos y manos a alimentos es una
de las principales vias de llegada de patégenos a los alimentos, lo que compromete
gravemente la salud publica. La capacidad de las bacterias de adherirse a las superfi-
cies y formar estructuras de resistencia, conocidas como biofilms, agrava el problema
por las dificultades que entrafian su deteccién y eliminacién. Los biofilms tienen
capacidad de inactivar los agentes desinfectantes, lo que permite la supervivencia de
los microorganismos que lo componen. Ademds, con cierta regularidad el biofilm se
disgrega diseminando los microorganismos por la instalacién, generando nuevos focos
de contaminacién. Por ello, de cara a mantener unos estdndares higiénicos adecuados
en el proceso de produccién de alimentos, son claves las estrategias para prevenir la
formacion de biofilms. Ello pasa por seguir unos protocolos de limpieza y desinfec-
cién, asi como por disefiar unas instalaciones que permitan el tratamiento adecuado.
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INTRODUCCION:

Las toxiinfecciones y las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs),
comprenden un amplio grupo de enfermedades causadas por bacterias patégenas,
pardsitos, contaminantes quimicos y biotoxinas; ademads de las reacciones individuales
del cuerpo humano a los microorganismos (OMS, 2006).

Las enfermedades de transmisién por alimentos constituyen un gran problema
anivel mundial, tanto en lo referente al perjuicio para las personas, como a los costes
econémicos que originan (OMS, 2007).
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La European Food Safety Authority (EFSA) y el European Center of Disease
Control (ECDC, 2012), documentaron en 2010 un total de 5.262 brotes de enfermedades
de origen alimentario en la Unién Europea, causados principalmente por Salmonellay
Campylobacter, afectando a 43.473 personas, de los cuales, 4.695 fueron hospitalizadas
y 25 murieron.

La transferencia bacteriana conocida como “contaminacién cruzada” es un
término general que hace referencia a la contaminacién directa o 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 recontaminacién hace referencia a la contaminacién de los alimentos después
de haber sido sometidos a tratamiento higienizante (Carrasco y cols., 2012).

La contaminacién cruzada juega un papel importante en la transmisién de pa-
tégenos a productos frescos. Un estudio realizado por la Organizacion Mundial de la
Salud en el afio 1995 (Schmidt, Ky cols., 2001), en el &mbito europeo, determiné que
el 25% de los brotes de toxiinfecciones alimentarias fueron asociados a contaminacio-
nes 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 contaminacién microbiana de las superficies estd en auge,
cumpliendo en parte con el aseguramiento de la calidad y la debida notificacién de
brotes alimentarios, en cuyas vias de contaminacién se han visto implicadas superfi-
cies, equipos y /o utensilios contaminados que entran en contacto directo con el (Reij
y Den Aantrekker, 2004).

Los patégenos, con bajas dosis infectivas, pueden estar presentes en las manos de
un alto ntimero de manipuladores de alimentos y, si se 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 desinfeccién, convirtiendo a
las superficies en una importante fuente de contaminacién. 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; Todd y cols., 2010).

La contaminacién cruzada via equipos contaminados y pobre higiene personal,
durante la preparacién de alimento, contribuye a la transmisién de los patégenos
alimentarios (Olsen y cols., 2000; Kassa y cols., 2001). Después de la preparacién de
alimentos crudos contaminados, los patégenos son rdpidamente dispersados a las
superficies de contacto y a los utensilios de limpieza (Cogan y cols., 1999; de Boer y
Hahné, 1990).
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Segun Scott y Bloomfield (1993) una superficie que supere el recuento de 102
ufc/cm?2 tiene una contaminacién elevada, ya sean tinicamente bacterias de origen
entérico o con otras bacterias potencialmente patégenas. Sin embargo Ak y cols.
(1994), en otro estudio, consideraron como elevados los recuentos que superaban
3.9¥102 ufc/cm2 de mesofilos aerobios.

Scott y cols. (1982) encontraron que las enterobacterias se hallaban muy frecuen-
temente en lugares hiumedos donde solian estar en nimeros muy elevados y eran el
grupo predominante.

La familia Enterobacteriaceae es importante en la industria de la alimentacién
porque incluye (Zeitoun y cols., 1994):

- Patégenos intestinales.
- Los mds importantes indicadores de higiene, higienizacién y seguridad
alimentaria.

- Algunos de los mas importantes agentes alterantes de alimentos.

Segin Mossel y cols. (1995) el recuento de un grupo bacteriano mds amplio,
como es el de las enterobacterias serfa mds interesante que el de los coliformes, que
es mds limitado y proporcionaria una mejor evaluacién del producto. Por ejemplo,
especies como Salmonella o Yersinia, la mayoria de las cuales son incapaces de fer-
mentar la lactosa, quedarfan excluidas con un andlisis estdndar de coliformes pero
serfan detectadas con uno de enterobacterias.

CONTAMINACION CRUZADA MEDIANTE BIOFILMS:

Los microorganismos tienden a adherirse a superficies vivas o inertes para co-
lonizarlas, crecer y formar una matriz polimérica autoproducida, en la cual pueden
confluir mdltiples 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, lainmensa mayoria de las bacterias pueden sobrevivir dentro
de los biofilms (Donlan, 2002; Thomas y Nakaishi, 2006).

Las cargas negativas de las superficies bacterianas son contrarias a la adhesién
bacteriana, debido a las fuerzas de repulsion electrostdticas. 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
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sustancias poliméricas extracelulares (EPS) (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
fijaci6n inicial a la superficie (Shi y Zhu, 2009).

En los entornos de procesado de alimentos, las bacterias, junto con otras molécu-
las orgdnicas e inorgdnicas, 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 disponi-
ble a la adhesién bacteriana. Esta disposicién también altera las propiedades fisico-
quimicas de la superficie, energia libre de superficie, cambios en la hidrofobicidad
y cargas electrostdticas, las cuales pueden también afectar la secuencia de eventos
microbianos. (Kumar y Anand, 1998).

Bower y cols. (1996) encontraron que las esporas se adhieren mejor a las su-
perficies de contacto de los alimentos que las células vegetativas debido al grado de
hidrofobicidad de su superficie.

Para una unién irreversible entre la célula y la superficie es necesario un tiempo
de contacto minimo (Chmielewski y Frank, 2003). Si bien por lo general, el espacio
temporal para el desarrollo de un biofilm es corto y varia en funcién de la tempera-
tura, disponibilidad de nutrientes y presencia de antibiéticos (Holah, 1995). En este
sentido, varios estudios indican que las uniones irreversibles llevan de 20 minutos a
4 horas a una temperatura de entre 4 y 20°C. (Gilbert y cols., 1991).

Las adhesiones se dan rapidamente, Mittelman (1998) encontré que a menudo
se producen entre 5 a 30 segundos.

Las adhesiones se dan en dos fases; una primera reversible, seguida de una
segunda irreversible (Marshall y cols., 1971; Mittelman, 1998). La etapa reversible es
una unién débil de la bacteria con el sustrato. En ella actiian fuerzas de Van der Waals
y fuerzas electrostéticas e interacciones hidrofébicas. Durante la union reversible, las
bacterias siguen mostrando movimientos brownianos y se pueden eliminar de manera
sencilla con una suave limpieza (Mittelman, 1998). La unién irreversible resulta del
anclaje de los apéndices celulares y/o de la produccién de polimeros extracelulares
(Sutherland, 1983).

Carpentier y Cerf (1993) observaron que las sustancias poliméricas extracelulares
(EPS) proporcionan proteccién a los habitantes del biofilm mediante la concentracién
de nutrientes, previniendo el acceso de biocidas, secuestrando metales y toxinas y
previniendo la desecacién.
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Las células bacterianas fijadas de forma irreversible, crecen y se dividen uti-
lizando 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 su-
perficie (Kumar y Anand, 1998).

El desarrollo de un biofilm puede ocurrir sobre casi todas las superficies y cual-
quier 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 o inanimados y /o a las formas inorgénica y organica, un requisito esencial
para su supervivencia y reproduccién normal (Kumar y Anand, 1998).

Temperaturas altas de crecimiento se asocian con el incremento de adhesividad
(Mittelman, 1998) (Smoot y Pierson, 1998 a y b), posiblemente debido a la produccién
de protefnas de estrés térmico asociadas con la superficie celular.

Por ello, las estructuras que protusionan desde la membrana celular como los
lipopolisacdridos (LPS), adhesinas y otras proteinas y dcidos lipoteicoicos, pueden
desempefiar papeles importantes en la adhesién microbiana (Chmielewski y Frank,
2003). Esto puede ser debido, entre otros, a que las sustancias poliméricas extracelulares
también se producen en respuesta a la unién y al estimulo ambiental, como presiéon
osmoética, pH, temperatura y falta de nutrientes (Davey y O’Toole, 2000).

Algunos microorganismos patdgenos pueden atacar, crecer y formar biofilms
sobre superficies de alimentos, equipos y 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 estdn en contacto
con los alimentos (Shi y Zhu, 2009). Asi mismo, en la industria ldctea y, en general,
aquellas que trabajan con fluidos alimentarios, presentan un problema serio con res-
pecto a la adhesién llamado “biofouling”, que es la formacién de depdsitos (capa de
células vivas y sus productos de descomposicién) sobre una superficie de contacto
con un medio liquido (Trachoo, 2003). La existencia de bacterias patégenas sobre
los alimentos o superficies, que estdn en contacto con ellos, incrementa el riesgo de
inseguridad alimentaria. Es por ello que el mecanismo de formacién del biofilm, en
las industrias alimentarias, se ha convertido en un punto importante en los dltimos
afios (Shi y Zhu, 2009).

La secuencia de unién de diferentes especies bacterianas influye en la com-
posicién del biofilm resultante. La poblacién inicial que se une puede cambiar las
propiedades de la superficie asf las que vienen después se pueden adherir via aso-
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ciacién célula a célula. En algunos casos, la unién de unas segundas especies puede
incrementar la estabilidad de la poblacién del biofilm (McEldowney y Fletcher, 1987).

En este sentido Hood y Zottola (1997) demostraron que Listeria monocytogenes
era mds propensa a adherirse al acero en presencia de Pseudomonas fragi.

Si las condiciones son adecuadas para un crecimiento suficiente del biofilm,
por naturaleza, desarrollard una estructura organizada. A este proceso se le llama
maduracién. Un biofilm maduro puede consistir en una simple capa de células,
en un polimero extracelular poroso o en una multicapa de microcolonias sueltas o
empaquetadas por las sustancias poliméricas extracelulares. Lawrence y cols. (1991)
observaron la redistribucién espacial, después de la formacién de microcolonias, para
producir una estructura de biofilm maduro, mediante microscopia ldser confocal.

La formacién del biofilm es un proceso dindmico y se muestra envuelto en
varias etapas (Figura 1). Disposicién de la superficie, adhesion celular, formacién de
microcolonias, produccién de EPS y formacién del biofilm, por tiltimo separacion y
dispersién del biofilm (Kumar y Anand, 1998).

Figura 1 / Figure 1: Formacién, maduracién y disgregacion de un biofilm.
Formation, maturation and disintegration of a biofilm.

En cuanto se forma la pelicula de células sobre la superficie, se inicia la produc-
cién de EPS. La composicién general de la EPS bacteriana comprende polisacaridos
y proteinas; que representan del 75-89% de la composicién y, en menor cantidad,
acidos nucleicos, lipidos, fosfolipidos y sustancias himicas (Simdes y cols., 2010).
Los EPS ayudan al anclaje de las células a la superficie y estabiliza la colonia de las
fluctuaciones del medioambiente (Characklis y Marshall, 1990).

Algunos de los factores que afectan al desarrollo del biofilm, incluido las pro-
piedades de la superficie y de la interfase, son (Chmielewski y Frank, 2003):
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- Ladisponibilidad de nutrientes.

- La composiciéon de la comunidad microbiana.
- Ladisponibilidad de agua.

- Lainteraccién interespecifica.

- El transporte celular.

A medida que madura el biofilm, se adapta a los nutrientes, oxigeno y cambios
poblacionales y forma microcolonias discretas separadas por canales de agua. La
densidad estructural de la matriz se incrementa en el nticleo mientras que las capas
superiores permanecen porosas (Bishop, 1997). Las bacterias metabdlicamente més
activas permanecen en la superficie de las capas de la matriz del biofilm, cerca de
los canales de agua (Zhang, y Bishop, 1994). Los canales de agua permiten la disper-
sion y el intercambio de sustancias orgdnicas, cationes metalicos y metabolitos. Los
nutrientes se atrapan y concentran en la matriz del biofilm y se mueven por ésta por
difusiéon (Bryers, 1987; Davey y O'Toole, 2000).

Las capas de un biofilm se pueden despegar, separar y romper. Cuando el bio-
film madura, engruesa, creando unas condiciones anaerdbicas en el interior. Bryers
(1987) sugiri6é que las condiciones anaerébicas dan lugar a un incremento del dcido
y acumulacién de gas insoluble, que debilita la estructura del biofilm, causando la
separacion de las capas poliméricas de la superficie que los soporta.

Cuando los biofilms 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 separa-
cién periédica 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; Simdes y cols., 2010).

Los biofilms son necesarios para permitir a la bacteria persistir y resistir las
condiciones adversas del medio, mientras que el modo de crecimiento plancténico es
importante para la propagacién de bacterias. Los biofilms bacterianos infecciosos son
particularmente problematicos, debido a que las bacterias sésiles pueden soportar la
respuesta inmune del hospedador y son drdsticamente més resistentes a los antibié-
ticos, biocidas y las fuerzas hidrodindmicas de cizallamiento que su contraparte, las
células plancténicas (Glinel, 2012).
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En los ambientes de procesado de alimentos los microorganismos tienden a
adherirse a superficies, en condiciones de humedad, temperatura y nutrientes, favo-
reciendo la colonizacién, crecimiento y formacién de una matriz polimérica deno-
minada biofilm (Carpertier y Cerf, 1993; Maukonen y 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).

ELIMINACION DE BIOFILMS:

Una incorrecta desinfeccién permite el crecimiento de biofilms en los entornos
de procesado, lo que proporciona una mayor oportunidad para la contaminacién
microbiana al producto procesado. Esto incrementa el riesgo de reducir la vida
comercial y de transmisién de enfermedades (Frank y Koffi, 1990; McCarthy, 1992;
Wong y Ronner, 1993).

Ademds muchos desinfectantes se inactivan con facilidad en presencia de materia
orgdanica, por ello la existencia de suciedad y biofilm puede significar la reduccién de
su efectividad (Chmielewski y Frank, 2003).

La formacién de biofilms 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 alteracién del alimento y /o
a la transmisién 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 tuberfas y tanques de almacenamiento metdlicos. 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).

Los biofilms son particularmente dificiles de erradicar, debido a la adhesién
del microorganismo a la superficie. La formacién y resistencia del biofilm se ven
influenciadas por varios factores relacionados con las caracteristicas estructurales y
fisioldgicas 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,
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tales como geometria, porosidad, rugosidad, composicién e hidrofobicidad, tempera-
tura y tiempo de adhesién (Foschino y cols., 2003). Los biofilms son drdsticamente mds
resistentes a los antibiéticos, biocidas y las fuerzas hidrodindmicas de cizallamiento
(Glinel, 2012), incluso pueden persistir a las practicas de higiene rutinarias, si estas
no se realizan correctamente.

PREVENCION DE FORMACION DE BIOFILMS:

La tendencia de las superficies a facilitar la retencién de microorganismos es
indeseable porque su presencia supone una biotransferencia potencial. Esta hace
relacién a la habilidad de ser transferidas desde un sustrato inerte a otro tipo de
sustrato, cuyo resultado podria dar lugar a la multiplicacién y contaminacién de la
superficie implicada (Verran, 2002).

Las superficies con muchos defectos de dimensién y distribucion (perforaciones,
pozos, grietas, soldaduras, articulaciones, uniones o poros) poseen poca facilidad de
limpieza, convirtiéndolos en mds 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 orgdnicas e inorgdnicas: 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).

Si las superficies alimentarias tienen carga negativa, repelen las células micro-
bianas porque su carga neta de superficie celular es negativa (Teixeira y cols., 2005;
Jansen y Kohnen, 1995).

Uno de los argumentos decisivos cuando se escogen materiales para lineas de
procesado o equipos, junto con sus propiedades mecdnicas y anticorrosivas, es la de
poseer condiciones higiénicas, tales como rugosidad de la superficie, alta limpiabili-
dad (facilidad de limpieza), desinfectabilidad, humectabilidad (determinada por la
hidrofobicidad) y la vulnerabilidad al desgaste. Todo ello influenciard la capacidad de
las células para adherirse a una superficie en particular (Van Houdt y Michiels, 2010).

Las superficies comtinmente utilizadas en la industria de alimentos incluyen
pléstico, caucho, vidrio, cemento y acero inoxidable. De dichos materiales, el acero
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inoxidable, es el mds ampliamente utilizado (Holah y Thorpe, 1990; Van Houdt y
Michiels, 2010).

Las superficies que tienden a facilitar la retencién 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 multi-
plicacién y contaminacién de la superficie implicada (Verran, 2002).

Los resultados obtenidos por Scott y Bloomfield (1990 b) y Cogan y cols. (2002)
mostraron que la limpieza con productos detergentes con aclarado, producia ninguna
o una pequefia reduccién en los niveles de contaminacién, en superficies textiles, lo
que indicaba que los microorganismos estaban fuertemente adheridos a las fibras del
tejido. Por el contrario, el hipoclorito y los desinfectantes fenélicos producian una re-
duccién significativa en la contaminaciéon microbiana, si bien el hipoclorito conseguia
mejores resultados que los fendlicos. Si ademads, las ropas contaminadas se almacenan
en condiciones himedas durante toda una noche, las células se adhieren atin con més
fuerza. Para prendas almacenadas toda la noche, incluso donde se habia lavado y
aclarado, se encontré que el 40% de ellas estaban contaminadas con recuentos supe-
riores a 100 ufc/cm2 (Cogan y cols., 2002). Por ello, las telas guardadas durante toda
la noche frente a otras lavadas inmediatamente después de ser utilizadas, la limpieza
con detergente, con o sin aclarado, fue significativamente menos efectiva (p<0.05)
para reducir tanto el recuento de totales como el de Salmonella, aunque la limpieza
con aclarado produce una mayor reduccién tanto el recuento de totales como el de
Salmonella comparado con el método de lavado sin aclarado (Cogan y cols., 2002).

Stevens y Holah (1993) demostraron que las bacterias estaban retenidas en las
imperfecciones de las superficies. Por ello las superficies mds dafiadas retenian mayor
nimero de bacterias.

Boyd y cols. (2001) demostraron que los niveles de higiene de las superficies de
contacto pueden verse disminuidos con el uso, ya que puede provocar que la superficie
se deteriore y los defectos de la superficie pueden actuar como sitios de retencién de
microorganismos y materia orgdnica. Ademds, una vez allf, algunos microorganismos
en los biofilms catalizan reacciones quimicas y biolégicas, causando corrosion del
metal (Mittelman, 1998).

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 nece-
sario elegir una apropiada limpieza y desinfeccién para eliminar microorganismos
y suciedad de las superficies en un determinado entorno industrial (Flint y cols.,
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1997). Para evaluar la naturaleza higiénica de una superficie, se utiliza el valor de la
rugosidad media (R ). Se trata de un pardmetro estadistico que describe el promedio
de las ondulaciones con respecto a un eje central (Verran y cols., 2001; Whitehead y
Verran, 2006). Parece por tanto obvio que la topografia juegue un papel importante
en la limpiabilidad de las superficies, incluso en la adhesién bacteriana mediante los
sitios de proteccién que alojaria los microorganismos, evitando el estrés por cizalla-
miento (Jullien y cols., 2003; Jones, 2009). Sin embargo, algunos estudios (Barnes y
cols., 1999; Hiismark 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 (Anénimo, 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. especi-
fica 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 0,8 um, y deben estar libre de
grietas y hendiduras (Frantsen y Mathiesen, 2009)

La influencia de la humectabilidad de la superficie sobre la higiene puede variar
dependiendo de las cepas microbianas, sustratos y medios de suspension (Hiismark
y Ronner, 1990; Flint y cols., 1997). La medida del dngulo de contacto, utilizando
agua desionizada, es un método para definir la hidrofilicidad o hidrofobicidad de
un material, también denominado humectabilidad (Figura 2).

Para determinar el dngulo de contacto de una gota de agua sobre una superficie
se utilizan equipos de anélisis de imagen, los cuales dejan caer una microgota desde
una jeringa automadtica hacia la superficie de estudio, mientras tanto una cdmara
captura imdgenes fijas o0 en movimiento, de dicha gota, y mediante un software ana-
liza las caracteristicas de la imagen, resultando en la medida del dngulo de contacto.

Las superficies sobre las cuales se deja caer una gota de agua y esta muestra
dngulo de contacto cerca de los 90° son definidas como hidrofébicas (Figura 3A),
mientras que aquellas con bajo dngulo de contacto se describen como hidrofilicas
(Figura 3B). Si el dngulo de contacto estd cerca de 150° la superficie demostrard
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Fluido 1/ Fluid !

Figura 2 / Figure 2: Indica un ambiente en el cual una gota de un Fluido 2 (agua) estd en con-
tacto con una Superficie sélida, todo inmerso en un Fluido 1 (aire) . En este sistema el 4ngulo
de contacto se denota con la letra griega 6, que estd dado por el fluido 2 con respecto a la
superficie s6lida (Modificado de Neira y cols., 2007). Indicates an environment in which a drop
of Fluid 2 (water) is in contact with, all immersed in a fluid 1 (air) solid surface. In this system the
contact angle is denoted by the greek letter 6, which is given by the fluid 2 relative to the solid surface
(Modified Neira et al., 2007).

caracteristicas de superhidrofobicidad, cominmente se conoce como efecto lotus. El
caso opuesto también puede ocurrir cuando se observa que casi no hay dngulo de
contacto, y tales superficies de los materiales son definidas como superhidrofilicas
(Wang y Jiang, 2007).

Figura 3 / Figure 3: Angulo de contacto sobre diferentes superficies. 3A) superficie de silico-
na catalogada como hidrofébica. 3B) superficie dura de poliéster catalogada como hidrofi-
lica. Contact angle on different surfaces. 3A) silicone surface classified as hydrophobic. 3B) hard

surface classified as hydrophilic polyester.

Otro pardmetro a tener en cuenta son las energias libres superficiales. Son mu-
chos los estudios que han tratado este tema y la relacién que implican estas energias
respecto a la condicién higiénica de las superficies (Jullien y cols., 2003). Por ultimo,
otra de las caracteristicas relevantes de las superficies, en contacto directo con pro-
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ductos alimenticios, es la presencia de una pelicula que mejora las propiedades de
la superficie y, en consecuencia, afecta la adhesién bacteriana (Hiismark y Ronner,
1990; Mettler y Carpentier, 1998).

CONCLUSION

La adhesién de bacterias patégenas a superficies que contactan con alimentos
supone un serio riesgo para la salud. La formacién de biofilms y el subsiguiente des-
prendimiento de los mismos sobre alimentos, puede suponer una importante fuente
de contaminacién en alimentos y provocar importantes brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos (Frank y Koffi, 1990).

Algunos estudios han observado que los EPS proporcionan proteccién contra
las condiciones adversas que pueden existir sobre los microorganismos del biofilm,
mediante la concentracién de nutrientes, previniendo el acceso de biocidas y la dese-
cacion, secuestrando metales y toxinas. Todo esto dificulta su movilizacién, requirien-
do la aplicacién de fuerzas como lavados, raspados sobre la superficie o la ruptura
quimica de las fuerzas de fijacién, a través de la aplicacion de enzimas, detergentes,
surfactantes, desinfectantes y calor (Carpentier y Cerf, 1993; Sauer, 2003; Van Houdt
y Michiels, 2010; Simdes y cols., 2010).

Las Buenas Précticas de Fabricacién (BPF) y el sistema de Analisis 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 especifica-
mente 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 evaluacién de biofilms en las plan-
tas de alimentos, se proporcionard una informacién mads clara de la contaminacién y
ayudara en el desarrollo de sistemas de procesado libres de biofilms en la industria
de los alimentos (Shi y Zhu, 2009).
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