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1. INTRODUCCION

En la industda de alimentos la obtencion de un producto de calidad es la
consecuencia de maltiples factores interrelacionados como son calidad de las materias
primas, proceso, instalaciones y equipo adecuados, ademas el grado de limpieza y
sanitizacion de estos. En muchas ocasiones, |a existencia de problemas o no conformidades
en el producto final esté relacionado directamente con una sanitizaclén ineficaz debido
generalmente a una mala eleccion del sanitizante o a su utilizacion inadecuada, La limpleza
no consigue la eliminacién completa de los microorganismos existaentes, esta es la razdn que
justifica la necesidad de realizar una sanitizacién después de la limpieza para reducir al
minimo la carga microbiana. Dos de los factores que mas a menudo contribuyen a la
aparicion de brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos son: el uso de equipos

contaminados Y la falta de higiene en los manipuladores.

La aparicion de L. monocytogenes como agente etioldgico de una enfermedad
transmitida por alimentos fue subita, sl bien sélo han sido registrados unos pocos brotes, la
presencia de este patogeno ha despertado un Interés universal, desde principios de la
decada de los 80's, este microorganismo ha sido objeto de estudio de varias investigaciones
y articulos de revisidén, ademas de sasiones de conferencias; el raconocer que la infeccién
causada por esta bacteria puede tener serias consecuenclas, que los alimentos pueden ser
un vector importante de infeccién en el humano y saber que la refrigeracién permite su
crecimiento, ha hecho que los fabricantes de alimentos hagan un gran esfuerzo para excluir
a esta organismo de sus productos.

La Salmonelosis es una de las infecciones mas frecuentes de origen alimentario
registradas y probablemente la mas conocida, los alimentos han sido identiflcados como
vehiculos para la transmision del agente causal a los seres humanos y a los ambientes de
elaboracion de alimantos.

Estos patbgenos, como varios microorganismos provenientes de alimentos, pueden

unirse a las superficies y formar blofilms, dificiles de remover por limpieza normal, los cuales



protegen a los microorganismos, de agentes antimicrobianos y frecuentemente sirven como

una fuente de recontaminacién para alimentos procesados.

En la actualidad existe cierta preferancia por parte de los consumidores hacia los
productos que cuentan con mayor vida de anaquel y que contengan conservadores
naturales, lo que ha dado como resultado el interés en las investigaciones acerca de las
propiedades antimicrobianas de compuestos obtenidos de fuentes naturales y la tendencia
en la industria alimentaria a emplear dichos productos naturales, biodegradables, no tdxicos
y eflcientes frente a los microorganismos; dentro de ellos se encuentran los elaborados a
base de citricbs que tienen amplio espectro antimicrobiano contra bacterias Gram (+), Gram
(-), Mohos y Levaduras, esta actividad puede variar cuando se valoran /n vitro, en el alimento
como conservador o0 en diferentes superficies como sanitizante, por esto es necesario

comprobar si esos productos cumplen su objetivo,

En este trabajo se evalud experimentalmente la actividad antimicrobiana de Citrol-k,
un producto comercial derivado de citricos elaborado por la empresa PL Corporacién; dicha
evaluaclon se llevo a cabo al aplicarlo como sanitizante en superficies empleadas en la

industria lactea, como conservador en Queso Panela y en superficies de Queso Manchego.



2, OBGETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL:
Evaluar la actividad sanitizante y conservadora de un antimicrobiano comercial
derivado de citricos.

2. 2 OBJETIVOS PARTICULARES

OBJETIVO PARTICULAR 1:
Estudiar in vitro el comportamiento de Citrol-k frente a Listerig monacytogenes vy
Salmoneila typhi.

OBJETIVO PARTICULAR 2:
Determinar la actividad bactericida de Citrol-k frante a Listeria monocytogenes y
Salmonella typhi en acero inoxidable, plastico y madera.

OBJETIVO PARTICULAR 3:
Evaluar la efectividad de Citrol-k como conservador en queso panela y leche frente a
Listeria monocytogenes y Salmonelia typhi.

OBJETIVO PARTICULAR 4:

Establecer la capacidad conservadora de Citrol-k frente a Mohos, aplicado

superficialmente a queso manchego.



3. ANTECEDENTES

3.1 INOCUIDAD ALIMENTARIA

La inocuidad es la ausencia de agentes nocivos a la salud o a la integridad de las
personas, estos pueden ser fisicos, quimicos, ¢ bloldgicos, se dice que existe inocuidad
alimentaria, cuando se garantiza que un alimento no causa dafo, mientras que se le
consuma en las condiciones pre-establecidas. La ciencia de la inocuidad de los alimentos
surge del interés por prevenir las ETAs de Etiologia (origen) microbiana: ETA es el sindrome
originado por la ingestion de alimentos o agua que contengan agentes etiologicos en
cantidades tales que afecten la salud del consumidor a nivel individual o grupos ds
poblacién; la Inocuidad de los alimentos es un problema que impacta al comercio

internacional ©®.

De acuerdo a estudios realizados por la OPS (Organizacion Panamericana de la
Salud) y la OMS (Organizacién Mundial de la Salud), los agentes que causaron los brotes en
América en el periodo de 1995-1999 son:

» Bacterlas 52.7%

e Toxlnas marinas 30.7%
» Virus 6.6%

* Quimicos 5.0%

+ Parasitos 3.80%

+ Toxinas vegetales 1.2%

De los brotes causados por bacterias en América, el agente etiologico mas frecuente
es Salmonella (Tabla 1). En Meéxico, los alimentos que mas frecuentemente estan
involucrados con brotes de ETA son el Agua, los alimentos mixtos y los Lacteos (Tabla 2)
®% En 2003 fueron reportados al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica 106,160
casos de fiebre tifoidea, paratifoidea y otras Salmonelosis, siendo 108,750 los casos
reportados para 2004 "),



Tabla 1. Brotes de ETA de origen Bacterlano en América segun agente Etiologico
1995-1999 8

Agente Etiologico

%

Salmonella 34.10
S. aureus 33.50
E. colf 9.85

Cl. prefringens 8.70
Shigella 510
Vibrio cholerae 3.50
B. cereus 1.85
Cl. botulinum 0.50
Otras 2.90

Tabla 2. Alimentos involucrados en brotes de ETA en México (1993-1997) (%)

Alimentos Brotes Casos
Agua 57 1343
Mixtos 30 2451

Lacteos 28 898
Came de aves 27 937
Hongos 14 89
Came roja 14 876
Frutas y Vegetales 11 268
Pescado 10 445
Postres 7 174
Huevo y Mayonesa 3 285
Panaderia 2 11




COSTOS SOCIALES DE LAS ETAs
1. Costos para familias individuales
* Gastos médicos
» Pérdidas por ingresos
2. Costos para la Industria
* Produccién animal
= Control de patdgenos
= Brotes y retiros del mercado
3. Costos para el Gobiamo
* Vigilancla epidemiologica
* Investigacion

* Brotes 9.

En general, las especies de Salmonella son ain el agente causal mas importante
reportado por la OMS. El Servicio de Investigacion Economica (ERS) del Departamento de
agricultura de los Estado Unidos (USDA) es el encargado de estimar los costos de
enfermedades provenientes de alimentos en este pais. El estimado que realizaron en el
2001 de costos médicos, productividad perdida y muertes prematuras por enfermedad
causada por 5 patdgenos indica que Salmonelfa fue el causal de 1, 341,873 casos, 15,608
hospitalizaciones, 553 muertes, causando un costo de 2.4 billones de délares; mientras que
L. monocytogenes causd 2,493 casos, 2,298 hospitalizaciones y 499 muertes los cual

produjo un costo de 2.3 billones de délares ',
FACTORES QUE PROPICIAN BROTES DE ETA

* Temperatura de almacenamiento inapropiada 39%
= Pobre higiene personal 24%

* Coclmiento inadecuado 19%

* Equipo contaminado 11%

» Alimento de fuente insegura 7% %49,




Un estudio llevado a cabo por la OMS (1995) en Europa Indico que casl 25% de los

brotes provenientes de alimentos podrian ser debidos a recontaminacion, los factores mas
importantes que contribuyen a la presencia de patégenos en alimentos preparados fueron
higiene insuficiente (3.6%), procesado o almacenamiento en lugares inadecuados (4.2%),

equipo contaminado (5.7%) y contaminacidn por personal (9.2%) 9,

La incidencla de enfermedades provenientes de alimentos sigue slendo un gran
problema, Incluso en paises desarrollados, se ha estimado que 6 a 81 millones de casos de
enfermedades y mas de 9000 muertes anualmente fueron atribuidas a patdégenos
provenientes de alimentos en Estados Unidos solamente, siendo Salmonella spp. y Listeria
monocytogenes dos de los principales responsables. El impacto de esta ultima en la salud
publica ha sido reconocido solo hasta las ultimas dos décadas®*; de acuerdo con los
Centros de Control y la Pravencion de Enfermedades (CDC), cada afio un promedio de 2500
personas son afectadas clinicamente por esta bacteria en ese pais, de los cuales 500

@). basado en estimaciones la incidencia de muerte anual causada por Listerlosis

mueren
es alrededor de 8 veces mas grande que la causada por E. coli 0157:H7 ®"_ Por otra parte la
Salmonelosis afecta a 1.4 millones de estadounidenses cada afio, y el 95% de los casos
provienen de alimentos, ademas se cree que este microorganismos es responsable de
aproximadamente 31% de las muertes asocladas con enfermedades provenientes de

(43).

alimentos ™, en una escala global, por lo menos 16-20 millones de casos de flebre tifoidea

ocurren anualmente, dando como resultado alrededor de 600,000 muertas®®.
3.2 MICROORGANISMOS PATOGENOS

3.2.1 Listerla monocytogenes

Listeria monocytogenes es un bacilo mévil a 20-25°C, corto, Gram (+), mide 0.5-2 pm
de longitud y 0.4-5 um de didmetro, no esporulado Yy que antiguamente fue clasificado como
"Listerella"; es un parasito intestinal y el agente etiologico de la Listeriosls, de las espacies
de Listerias as el patogeno de interés en los humanos ya que solo este microorganismo ha
estado implicado en toxiinfecciones alimentarias. Esta representada por 13 serovariedades
pero 85% de los aislados humanos son principalmente 4b y ocasionalmente 1/2a y 1/2b, la

mayor parte de las epidemias humanas y un gran porcentaje de casos esporadicos han sido

9




causados por serotipo 4b por una razén aun no comprendida, esta es responsable de 33-
(11,17,28,29,40,52)

50% de Listeriosis humana en todo el mundo

Es un microorganismo anaerobio facultativo, su crecimiento resulta poco afectado por
la atmosfera gaseosa, en condiciones aerdbicas, microaerofilicas y anaerébicas, se han
observado tiempos de generacién parecidos, sin que existan indicios de que las elevadas

concentraciones de CO, ejerzan un efecto inhibidor "7 28},

El intervalo de temperatura en el cual crece es de particular interés para los procesos
de alimentos,' ya que tiené caracteristicas comunes de bacterias psicrotrofas y meséfilas,
bajo condiciones de laboratorio, originaimente fue reportado que crece a temperaturas entre
3 y 45 °C con crecimiento éptimo entre 30 y 37°C, sin embargo, Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology dio la temperatura minima de crecimiento como 1°C: pero las
distintas cepas varian mucho en el intervalo de temperaturas a las que se desarrollan, el
limite inferior de crecimiento en los alimentos estériles que tienen un pH neutro y un elevado
contenido de nutrientes, es una temperatura de aproximadamente 0°C, en la cual, el
crecimlento es muy lento: es posible que en el almacenamiento en congelacion (-18 °C vy -
198 °C) durante 1 mes mueran pocas Listerias: es casi Unica. en su habilidad de sobravivir y
Crecer a temperaturas tan bajas, desafortunadamente dicha caracteristica posee problemas
muy significativos para la industria de alimentos en general y los negocios de lacteos en
particular ya que la refrigeracion es el arma simple mas importante en el grupo de
tecnologlas usadas para combatir la proliferacion de microorganismos alterantes vy
microorganismos que causan enfermedades. Este microorganismo es claramente mas
tolerante al calor que otros patégenos provenientes de alimentos no formadores de esporas,
entre las bacterias vegetativas Gram (+), es un microorganismo vigoroso en términos de su
capacidad para resistir el calentamiento de poca intensidad y para crecer en las condiciones
ambientales que normalmente se encuentran en una amplia gama de alimentos; a no ser
que se hallen presentes cifras iniciales muy elevadas (10°-10° ufe/ml) no deberfa resistir el
tratamlento comerclal de la pasteurizacion normal de la leche (72 °C durante 15 segundos),

la termorresistencia no resulta afectada por su situacidn Intracelular (128294750

10



La humedad requerida para el crecimiento de los microorganismos puede ser mejor
expresada en términos de actividad de agua, el cual es definido como la relacién de la
presién del vapor de agua de un substrato alimenticio con la presién de vapor del agua pura
a la misma temperatura. Como la mayoria de las especies bacterianas, L, monocytogenes
crece optimamente a una aw ~ 0.97, sin embargo, comparada con muchos otros
patdgenos, tiene la habilidad de multiplicarse a valores de aw tan bajos como 0.90; aunque
no parece crecer a una aw < 0.90, puede sobrevivir por periodos largos a valores mas bajos.
De acuerdo con el Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, puede crecer en caldo
nutritivo suplementado con 10% (w/v) de NaCl, crece y sobrevive en substratos con 10% y
20-30% de NaCl respectivamente, estudios a T° ambiente demostraron que phede persistir
por lo menos 150 dias en sal pura, la supervivencia en la presencia de sal, varia con la
temperatura de almacenamiento y puede ser incrementada dramaticamente por la

disminucién de |a temperatura de incubaciént!*",

De acuerdo con el Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, L. monocytogenes
puede crecer solo en valores de pH de 5.6 a 9.6, con un crecimiento optimo en pH neutral &
ligeramente alcalino “”; si bien crecen mejor en este rango, el pH minimo que permite su
crecimiento y supervivencia aiin no es determinado y ha sido objeto de un gran numero de
estudios. En general el pH minimo de crecimiento de una bacteria es funcién de la
temperatura de Incubacion, de la composicion general de nutrientes del substrato de
crecimiento, de la actividad de agua, y de la presencla y cantidad de NaCli y de otras sales o
de otros Inhibidoras '*%. Brotes de Listeriosis vinculados a consumo de productos I4cteos
fermentados han reabierto la emisién de un pH minimo requerido para su crecimiento el cual
ha sido revisado posteriormente, diversas investigaciones han mostrado que puede proliferar
en medios de laboratorio ajustados a valores de pH mas bajos, asl el pH minimo en el cual
esta y muchas otras Listerias spp. pueden crecer bien es muy inferior al pH 5, a condicién de
que esos organismos son incubados a temperaturas cercanas a la Optima y se les permitié
tiempo suficiente; su crecimiento en alimentos 4cidos & acidificados confirma lo encontrado
en medios de laboratorto. La supervivencia de este microorganismo en alimentos acidos
también varia con el pH y temperatura de almacenamiento, un desarrolio de la acidez

apropiado es critico para la seguridad y calidad de los alimentos fermentados 7



L. monocytogenes presenta una resistencia a la radiacién gamma del mismo ordan

que otras bacterias Gram (+), variando los valores D desde 0.34 - 0.5 kGy en el caldo y hasta
2 kGy en el helado a -78 °C; y es menos resistente a las radiaciones ultravioleta comparada
con otros microorganismos Gram (+), las células desecadas son 2.5 - 4 veces mas

resistentes que las células humedas ‘*®.

Las Listerlas son capaces de multiplicarse en medios simples y no tienen especiales
exigencias nutritivas @) Crecen bien en muchos medios ordinarios tales como el caldo con
infusion de cerebro y corazon, el caldo con soja y tripticasa, y el caldo con triptosa, a

diferencia de la mayoria de las bacterias Gram (+), crecen en agar de Mc Conkey‘zg).

Es un organismo muy resistente, siendo capaz de sobrevivir mas de 21 afios en
medios de laboratorle refrigerados tan bien como 10 dias en agua de grifo incubada a 22 °C
y 6, 3 y 1 dla en agua destilada almacenada a 22, 30 y 40 °C, respectivaments; ademas es
también relativamente resistente al secado. Estas observaciones han conducido a preguntas
concemientes a su habilidad para sobrevivir en varios tipos de materiales comunes a las
instalaciones de procesado de alimentos, seglin diversos estudios, sobrevive 24 horas en
cristal, hlerro, aluminio y acero Inoxidable, 48 horas en papel y plastico, 7 dias en porcelana,
6 en madera y 20 a 30 dias en azulejo'*”. Est& muy extendida por el medio amblente, por
tanto puede aislarse de: tierra, residuos de desechos, aguas residuales, materia vegetal,
particularmente aquella que sufre descomposicién, piensos, el ensilado descompuesto
sostiene el desarrollo de altos ndmeros, ha sido citado como fuente de infecclén en
numerosos casos de listeriosis en animales de granja y podria ser el origen de
contaminacion capaz de diseminarse a lo largo de la cadena alimentaria; de los animales
domestlcados, favorece el ganado vacuno, ovejas y cabras '7?47%) |05 animales pueden
tenerla en sus intestinos sin estar enfermos, debido a esto, se puede propagar hacia la

carne y los productos lacteos®?.

En general, es de esperar encontrarlas donde existen bacterias acidolacticas,
Brochothrix, y algunas Corineformes; se sabe que se encuentra en algunos productos
lacteos, de igual modo que en estos también se encuentran otras bacterias que producen

Acido lactico @ aproximadamente 2-6% de la poblacion es considerada como portadora

12



asintomatica fecal del organismo, y animales libres y domésticos también pueden ser
portadores''". Diversos estudios han reportado que 2-16% de vacas sanas portan este
organismo en al tracto gastro-lntestinél y excretan el organismo dentro del ambiente de la
granja, este patdgeno, raramente causa enfermedad en los animales, sin embargo, una vez
infectado, el indice de fatalidad es alto, ademas, después de una listeriosis evidente, una
vaca podria continuar despidiendo el patégeno por varios meses o afios . Aunque existen
otros modos de transmision, los alimentos han sido claramente identificados como una
fuente primana de infeccién, la alta prevalencia en alimentos en general, junto con el alto
indice de mortalidad, sugiere que ésta represente un peligro importante para la salud

humana “9.

La listerlosis tiene sintomas parecidos a la gripe, pero no siempre, en la poblacién
sana, el consumo de alimentos contaminados usualmente causa enfermedad gastrointestinal
con nauseas, vomito y diarrea, si la infeccion se propaga hacia el sistema nervioso, pueden
ocurrir sintomas como dolores de cabeza, torticolis, confusién, pérdida de aquilibrio,
convulsiones; la infecclén causada méas frecuentemente reconocida es la meningitis, algo
que también se ha sefalado ocaslonalmente en adultos aparentemente normales
posiblemente por la ingestion de gran cantidad de microorganismos. Las muleres
embarazadas infectadas pueden experimentar s6lo una leve enfermedad parecida a la gripe,
dicha enfermedad puede ser transmitida de la madre al feto a través de la placenta, esto
puede provocar un aborto, que el feto nazca muerto, o graves problemas de salud para el
recién nacido. La bacteremia por este patdgeno también puede conducir a peritonitis,
hepatitis, puede causar lesiones focales que incluyen endooftalmitis, artritis séptica,
osteomielitis, pericarditis, endocartitls, conjuntivitis, infecclones en la piel, abscesos y
finfadenitig 1517 20.28)

A la mayorla de las personas no les da listeriosis, ciertos grupos de poblacion son
mas sensibles, entre ellos los recién nacidos, nifios, mujeres gestantes, ancianos, las
personas con el sistema Inmunoldgico débil (inmunodeprimidos) causados por tratamientos
contra el cancer, SIDA, diabetes, enfermedades del rifion, transplante de organos, etc.,

tienen riesgo de enfermarse gravemente al comer alimentos que contengan esta bacteria "
23,29,)
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Se ha indicado que el aumento brusco de los casos de Listeriosis transmitida por

alimentos puede ser debido a la existencia de infecciones simultdneas producidas por algun
otro microorganismo patdgeno, como por ejemplo Salmonella enteritidis, la incidencia de los
aislamientos humanos de este ultimo microorganismo es paralela a los hallazgos de L.
monocytogenes en las personas; se ha sefialado asimismo que la infeccidn a partir del tracto
gastrointestinal es favorecida por las toxinas de E. coli y posiblemente por el uso de
antlacidos que neutralizan la acidez del estémago que, si no fuese neutralizada, inhibirla o
destrulria las Listerias®®.

La infeécién generaimente se produce a través del intestino, existen pruebas de qué
todas las cepas virulentas de esta especie producen una sustancia aspacifica que es
responsable de la hemolisis-p en los eritrocitos y de la destruccién de las células fagocitarias
que las engloban, la sustancia en cuestién ha sido denominada Listeriolisina O (LLQ), la cual
tiene un peso molecular de 60,000, estd formada por 504 amino&cidos, se produce
principalmente durante la fase exponencial, lograndose en cantidades maximas después de
8 a 10 horas de crecimiento y es el factor de virulencia mas importante; el gen que codifica
la produccion de LLO es cromosdmico y ha sido denominado hlyA, se ha comprobado que
purificada, es activada por compuestos que contienen radicales SH, tal como la cisteina,

inhibida por cantidades insignificantes de colesterol y es activada a pH de 5.5 pero no a pH
7.0@829)

Ef periodo de incubacién para listeriosis depende de la susceptibilldad del individuo y
de la dosis ingerida, pero se ha documentado que oscila de 24 horas a 13 semanas; los
periodos de incubacion extremadamente largos contribuyen a la dificultad para determinar la
fuente de infeccion "' 202829 | g mortalidad es muy alta en los nifos (50%) y al menos del

25% en otros grupos "7,

Existe falta de informacion con respecto a la dosis Infecciosa minima, se considera
altamente dependiente del huésped y la cepa, generalmente se cree que es relativamenta
elevada (>100 células viables) *®, parece ser que menos de 100 ufc/g no es de importancia
para adultos sanos, sin embargo es sabido que este nivel causara enfermedad en personas

susceptibles. Las poblaciones en alimentos responsables de brotes o casos aislados son a
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menudo mas de 100 ufc/g"""". No hay datos disponibles de dosis experimentales en
humanos, por lo cual, la dosis minima infectiva para este es desconocida, sin embargo
existen analisis acompafando investigaciones epidemioldgicas los cuales han indicado que
alimentos implicados en casos esporddicos y brotes de listeriosis, han sido del tipo que

apoya su crecimiento y por lo tanto han tenido niveles elevados del patégeno™®.

Los alimentos que no apoyan su crecimiento es poco probable que sean una fuante
de listeriosis, mientras que aquellos que mantienen el crecimiento a altos niveles, deberlan
ser el objetivo de los esfuerzos en el manejo de riesgo; es necesario tener niveles mas bajos
en el puerto de entrada para no exceder los niveles de aste microorganismo en el punto de
consumo, para establecer tales niveles, son necesarios conocimientos de vida de anaquel y

comportamiento del patdgeno en el alimento durante su almacenamiento y distribucién “).

En diversos paises, se han establecido los criterios o recomendaciones para la
tolerancia en alimentos listos para consumo, por ejemplo, USA e Italia requiergn ausencia en
25 g de alimento (cero tolerancla) mientras que otros paises europaos (Alemania, Paises
bajos, Holanda, Francia) tienen una tolerancia abajo de 100 ufc/g en el punto de consumo,
finalmente algunos paises como Canad4 y Dinamarca tisnen una tolerancia por debajo de
100 ufc/g para algunos alimentos y una tolerancia cero para otros, especialmente aquellos
en los cuales se apoya el crecimiento y con extendida vida de anaquel. Varios paises han
concluido que la ausencia completa en ciertos alimentos listos para consumir és un
requerimiento irrealista e Inalcanzable, que limita el comercio sin tener un impacto positivo an
la salud pablica y consecuentemente podria. quitar recursos de otras medidas
potencialmente mas efectivas contra este organismo; por consiguiente, hay la necesidad de
un cniterio microbiolégico Internacional para esta bacteria en alimentos. Con esto en mente,
en Alemania se organizé un Codex drafting group el 15 y 16 de Febrero en 1999 donde fua
proyectado un documento en criterio microbiolégico para este patégeno “0).

Existen por lo menos cuatro principales campos de interés en Listeria monocytogenes:
» El rol en microbiologia médica (causa severas enfermedades al hombre y a los

animales y as dificil de tratar)




* Elrol en microbiologia de alimentos (es un patégeno proveniente de alimentos y es

encontrado en varios productos alimenticios)

* El rol en biologia celular (es un parasito intracelular facultativo que tiene una
intensa intercomunicacion e interacciones con las células huéspad)

¢ El rol en inmunologia (conocimientos basicos en inmunidad celular han sido

adquiridos a través de modelos de Listeriosis) *.

3.2.2 Salmonella
Salmonella es un género de la familia Enterobacteriaceae de la cual los
representantes se caracterizan como bacterias Gram (-); es de forma bacilar (1-2 um), no

esporulada y las formas méviles poseen flagelos peritricos 2%

. Este género contiene unas
2000 cepas distintas (denominadas serovares o serotipos) de acuerdo con sus antigenos O y
H'"; con fines epidemiolégicos, se pueden clasificar en tres grupos uno de los cuales son
las que infectan solamente a las personas, estas incluyen a S. typhi, S. paratyphi Ay C,
agentes de la flebre tifoidea y paratifoidea respactivamente, siendo éstas las mds graves de

todas las enfermedades producidas por estas bacterias®®.

Cepas tipicas provenientes de alimentos son S. typhimurium, S. enteritidis, S.
heidelberg, S. newport, S. montevideo, S. dublin, S. meuchen, S. manhattan, S. havana, S.
orianenburg y S. saint paul ®¥; 8. typhimurium es invariablemente la serovarledad de origen

(29)

alimentario que se encuentra con mayor frecuencia en todo el mundo'“”, por otra parte S.

typhi es un patdgeno restringido a humanos, transmitido por la via fecal-oral y no se conoce

animal alguno que sea reservorio para este patdgeno (133

Tiene la habilidad de crecer aerobica y anaerébicaments, su temperatura optima de
crecimiento, como la de la mayorla de las bacterias causantes de toxiinfacciones
alimentarias esta préxima a los 38°C, aunque algunas cepas pueden crecer entre 5.5 y 45°C,
su rtmo de crecimiento se reduce sustancialmente a temperaturas <15 °C, y es inhibido a
temperaturas <7 °C; aunque la congelacion puede resultar perjudicial, no garantiza su
destruccion en los alimentos, ya que han sido detectadas en productos que permanecieron

almacenados en congelacién durante afios. Varios autores han indicado que la temperatura
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maxima de crecimiento es 49.5 °C, S. typhi es capaz de crecer a 45 °C; con respecto a su
eliminacion por el calor, todas son destruidas facimente a las temperaturas de

i 111 X
pasteurizacion de la leche (''7:%829)

La actividad de agua afecta en gran manera su crecimiento, el limite inferior para este
patdgeno es 0.94, se ha sefialado inhibicién del crecimiento a valores inferiores en medios
con pH neutro, necesitandose aw superiores conforme el pH disminuye, no obstante se han
encontrado cepas capaces de sobrevivir durante un afio 0 mas en los alimentos que tienen
una aw baja; estos microorganismos son incapaces de tolerar concentraciones elevadas de
sal, se dice que una concentracion de sal superior al 9% en la salmuera es bactericida.
Para que su crecimiento sea dptimo, se requiere un pH en torno a la neutralidad, estas
necesitan un pH entre 6.6 y 8.2, siendo bactericidas los valores por encima de 9.0 y por
debajo de 4.0; a medida que el pH sobrepasa el 6ptimo o desciende por debajo de él,
disminuye su ritmo de crecimiento, la naturaleza del acido organico también influye en el pH
minimo al que se inicia el crecimiento. De igual modo a lo que sucede en casi todas las
demas bacterias, en las Salmonelas, los parametros de pH, aw, contenido de nutrientes, y
temperatura, todos ellos estan relacionados entre si. Estos microorganismos son bastante
sensibles a la radiacion ionizante, siendo suficientes dosis de 5a 7.5 KGy para eliminaras
de la mayoria de los alimentos y piensos y son destruidas mas rapldamente mediante
irradiaclén a temperaturas elevadas (<55 °C), a temperaturas reducidas, las bacterlas son
menos sensibles a la radiacion ionizante; su inhibicién se mejora mediante el uso de varios
factores asociados, por ejemplo, un conservante en asociacion con pH y temperatura

reducidas ('"28:29

Estos microorganismos se diferencian de las demas bacterias Gram (-) por ser
capaces de crecer en un gran numero de medios de cultivo y producir colonias
perfectamente visibles en 24 horas a temperaturas préximas a 37°C ®® gs metabdlicamente
creativa, teniendo la habilidad de utilizar una variedad de substratos, crece faclimente en

muchos alimentos, asi como en agua contaminada con alimentos o heces (",

A pesar de que no forman esporas, son capaces de sobrevivir durante mucho tiempo

en los alimentos y en otros substratos, también en superficies tales como la ceramica, vidrio,
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acero inoxidable y en la piel humana; estas bacterias estdn muy difundidas en la naturaleza,

siendo las personas y los animales sus principales reservorios, puede ser encontrada

viviendo libre en la naturaleza y como parte de la flora nativa de estog?8?®

. Y es también
conocido que sobrevive bien en estado desecado; si bien su habitat principal es el tracto
intestinal, de vez en cuando se pueden encontrar en otras partes del organismo, el intestino
delgado, es especialmente un sitio primarioc de accion para los agentes infecciosos
provenientes de alimentos porque son ingeridos con estos, todas las enfermedades
provenientes de estos microorganismos inician aqul, y asl, las infecciones son causadas por

la presencia de organismos viables usualmente multiplicandose"".

Los plensos, el agua, los alimentos de origen animal y los que estan expuestos al
contacto con aguas residuales, son los princlpales vehiculos para la transmision de estos
patégenos a los seres humanos y para diseminarios a los ambientes de elaboracién y de las
cocinas Y. Como formas intestinales, los microorganismos son excretados en las heces
desde las que pueden ser transmitidos por insectos y por otros seres vivos a un gran nimero
de lugares, cuando el agua y los alimentos que han sido contaminados por insectos o por
otros medios de contaminacién son consumidos por personas o animales, estos
microorganismos son diseminados de nuevo por medio de la materia fecal, cerrandose de
este modo su ciclo en la naturaleza, y asi la reinfeccién es virtualmente garantizada'?®3%.
Las Salmonelas existentes en los efluentes de aguas residuales y en las heces secas de los
animales, llegan a los arroyos, a los rios y a las aguas costeras, el lodo de las aguas
residuales puede contener grandes cantidades de estas bacterias, por lo que si se utiliza con
finalldades agricolas estas seran diseminadas “®.

Las pieles de los animales se pueden contaminar con esta bacteria, a partir del origen
fecal, en la poblacion animal, las especies de este género se mantienen por medio de
Infecciones asintomaticas de estos y en los piensos, ambos origenes de microorganismos
sirvan para mantener reinfectados a los animales de abasto de un modo ciclico. El hecho de
encontrarse en carnes, huevos, e incluso el aire, hace inevitable su presencia en
determinados alimentos gracias a la contaminacion cruzada. A nivel de los consumidores, se
cree que el portador de esta bacteria desempefia un papel en la transmisién de las

enfermedades provocadas por estas, la preparacién y manipulacién inadecuadas de los
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alimentos en los hogares y en los establecimientos del servicio de alimentacion siguen
siendo las principales causas de los brotes, la ampliacién del comercio internacional de
productos animales y piensos, es en gran parte responsable de la distribucién universal de |a

Salmonelosis y sus problemas subsiguientes®®.

Salmonelosis es el nombre genérico empleado para designar a las infecciones
humanas y animales originadas por miembros del género Salmonella ", es una de las
causas mas frecuentes de enfermedades por alimentos y probablemente la mejor conocida;
dependiendo de la especie involucrada, los sintomas y la severidad de la enfermedad varia
ampliamente, el tipo mas peligroso es Salmonella typhi , la cual esta adaptada al hombre
como hospedador®™. Existen tres tipos importantes de Salmonelosis: entérica (fiebre
tifoidea), gastroenteritis y un tercer tipo localizado en uno o mas organos acompafiado de
septicemia. El sindrome paratifoideo es mas benigno que el tifoldeo®®, las infecciones
invasivas son causadas por microorganismos que penetran tejidos y ademds se multiplican
intracelularmente, entre las bacterlas invasivas asociadas con infecciones provenientes de
alimentos se encuentran Salmonella 'y Listeria monocytogenes''". En paises
economicamente desarrollados, la incidencia de la fiebre tifoidea es generalmente baja, sin
embargo, esta aln ocurre ocasionalments, una historia muy diferente sucede en paisas an
desarrollo donde los sistemas de sanitizacidn no son suficientes para prevenir reinfacciones

de desechos humanos ©%

La fiebre tifoidea es un ejemplo de una situacién donde un patdgeno proveniente de
alimentos puede penetrar el intestino, entrar a la corrlente sanguinea y comenzar a
multiplicarse % aunque este patégeno tal vez colonice el intestino sin causar enfermedad,
s necesaria la asociacion cercana y penetracién de la mucosa Intestinal para inducir la
diarrea y enfermedad sistémica '"). Las cepas Invasoras por ejemplo S. typhi, atraviesan la
mucosa intestinal, pasan al sistema linfatico y son englobadas por los fagocitos en cuyo
interior se multiplican, después, estas bacterias vuelven a entrar an la corriente sanguineas,

causando septicemia “®; el microorganismo puede invadir la corriente sanguinea y en los

casos extremos, el paciente puede entrar en coma '),

Parece ser que en la patogenia de la
Salmonelosis pueden intervenir dos toxinas, una enterotoxina y una citotoxina®®, estos

patogenos provocan la enfermedad cuando mueren, después de multiplicarse en el intestino
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de su hospedador y de sufrir la lisis subsiguiente que libera una potente endotoxina; se trata

de un liposacarido que forma parte de la membrana de la célula bacteriana y que es el
principal responsable de los sintomas clinicos las enterotoxinas producidas en el interior del
intestino humano muy bien podrian tener un importante rol en la enfermedad”’. La bacteria
tifoide puede entrar y esconderse en las mismas células del cuerpo (células blancas de la
sangre) que estan supuestamente para defendernos de ellas, una vez que S. typhi entra a
las células, es muy resistente a los antibidticos y se requiere terapia repetida(so); han sido
identificados muchos mecanismos posibles de virulencia in vitro, asi como en animales, pero
hay mucho adn por entender acerca del rol in vivo de varios genes de Salmonella que tal vez
estén involucrados en la invasion'".

En las personas el periodo de incubacion varia considerablemente, por lo general,

esta comprendido entre 12 y 36 horas an

, a partlr del momento de la ingestion del alimento,
los sintomas suelen tardar en aparecer de 12 a 14 horas, aunque se han sefalado periodos
mas cortos o mas prolongados que el indicado; la fiebre tifoldea es la que tiene el periodo de
incubacion mas largo, produce la temperatura corporal mas elevada, y el indice de

mortalidad mas alto®®.

La infeccldn con esta bacteria es principalmente a través de la ingestion, segun datos
bibliograficos, para que se produzca la Salmonelosis generalmente se necesita un nimero
de células del orden de 10’-10° ufc/g, aunque se ha indicado que se pueden prasentar casos
en los que se encuentran nimeros de células relativamente bajos"'’?%: los datos obtenidos
de varios brotes indican que el numero necesario para ocasionar la enfermedad puede ser
bastante bajo, tan pequefio como 100 células en condiciones propicias, en algunos casos
especialmente cuando el vehiculo ha sido el agua o alimentos grasos tamponados, en los
alimentos implicados epidemiolégicaments se han encontrado pequenas cantidades (<100

ufc/g )(28).

Las pruebas de la vacuna tifica en personas voluntarias indican una dosis infecciosa
(Dlsg) de 10’ ufc/kg. de peso en los varones sanos y que estd relacionada con la
supervivencia de la bacterla durante el transito a través del estdmago: el agua ingerida en

horas fuera de las comidas tiene un tiempo de retencion minimo, mientras que los alimentos
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grasos protagen a los microorganismos de la accidn de los acidos del estémago™®”; casi
siempre los alimentos implicados en brotes provocados por este patdgeno son de origen

animal®®

. Las dosis infecciosas en animales tienden a ser mas altas que para humanos,
varios experimentos han reportado dosis de 10° a 10° bacterias son requeridas antes que la
enfermedad clinica sea observada y usualmente son requeridas grandes dosis para causar

infecciones experimentales """,

La enfermedad dura corrientemente hasta siete dias pero algunos de los sintomas
pueden persistir semanas o Incluso meses, hay algunos portadores que eliminan
Salmonelas intermitentemente aunque no presenten sintoma alguno ds enfermedad, debido
a que este tipo de portadores es dificilmente detectado antes de que aparezca un brote, en
los establecimientos alimentarios puede presentarse un nimero insidioso y creciente de

portadores 7.

A pesar de que generalmente los microorganismos desaparecen con rapidez del
tracto intestinal, hasta un 5% de los enfermos pueden ser portadoras de los
microorganismos  después de curar esta enfermedad “?, en el caso de S. typhi
aproximadamente el 10% de los individuos infectados permanecen en estado de portador
asintomético **), este se puede prolongar durante varlos meses y durar afios, tipicamente,

las personas portadoras crénicas albergan el organismo en la vesicula biliar®®.

3.3 CONTAMINACION

Los microorganismos involucrados en infecclones provenientes de alimentos incluyen
Salmonella y Listeria monocytogenes, han sido racuperadas de casi todo tipo de alimentos
incluyendo lacteos, carne, vegetales y frutas, por lo cual se considera que los alimentos son
el vector principal de la infeccién que estas producen "% Se estima que 80-90% de los
casos de Listeriosis son asociados a la ingestién de alimentos contaminados, los alimentos
mas comunmente asociados son aquellos donde un proceso listericida no ha sido aplicado;
productos procesados, los cuales son susceptibles a contaminacién post-proceso & pre-
empacado; formulacion de los productos lo cual permite crecimiento; aquellos que son
almacenados en refrigeracidn y tiene una vida de anaquel de mas de 10 dias y productos

listos para comer \'". La leche cruda y quesos suaves tradicionalmente hechos de esta son
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la principal preocupacidén ya que esta bacteria continGa su crecimiento a temperaturas de

refrigeracion %

. diversos brotes durante los 80's que fueron positivamente ligados al
consumo de queso y vegetales crudos ha dado la inclusion de este microorganismo en la
actual lista de patégenos serios provenientes de alimentos “”, Johnson et al., (1990a, b,c)
asignaron los microorganismos patégenos a tres grupos de riesgo basandose en datos
epidemiologicos, incidencia en leche y caracteristicas de los microorganismos individuales:

Salmonella spp., y L. monocytogenes se consideraron microorganismos de alto riesgom).

3.3.1 INSTALACIONES

Todo patégeno que pueda estar presents en las vacas, manipuladores, utensilios y en
el amblente puede ser un contaminante accidental de la leche, en la microbiota inicial se han
aislado varios, dos de los caracterizados son Salmonella y L. monocytogenes entre otros?”.
Las vacas en periodo de lactacion pueden despedir este Ultimo en la leche como
consecuencia de mastitis por un amplio periodo de tiempo, asl, puede estar presente en el
producto alimenticio orlglnal(”), y/o puede colonizar los establecimientos de procesado de
allmentos y contaminar el producto como sucede a través de las instalaciones ya que al igual
que Salmonella, pueden crecer en las superficies que contactan con los alimentos; con
respecto a esta bacteria Gram (-), se dice que coloniza el ambiente de la granja, y puede
también ser diseminada a través del medio ambiente por diferentes maneras''". Estos y
otros patdgenos humanos han sido encontrados en las industrias procesadoras trabajando
con leche y otros tipos de alimentos®®.

La presencia de los patdégenos provenientes de leche es asociada directamente con el
manejo de las vacas lecheras y las practicas de ordefio realizadas en la granja; buenas y
estrictas practicas de higiene contribuyen a la reduccion de los patégenos provenientes de
leche. Esta claro, por muchos estudios que el procedimiento de sanitizacidn antes del ordefio
efectivamente reduce la contaminacién microbiana inmediatamente antes de la adhesion a
unidades de ordefio y disminuye la incidencia de infecciones en la ubre causadas por

diversos patogenos principalmente ambientales 4%
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Los residuos lacteos que quedan en las superficies del equipo de lecheria después
de una limpieza deficiente proporcionan abundantes nutrientes para el crecimiento de
muchos tipos de microorganismos, la temperatura ambiente a la que dicho material se
almacena es favorable para el crecimiento de los mismos, ademds, las superficles
permanecen a menudo humedas durante largos periodos permitiendo el crecimiento de
microorganismos hasta valores elevados y la formacion de biofilms; cuando el equipo se
vuelve a utilizar, los microorganismos contaminan a la leche, el tipo y ndmero de
microorganismos introducidos de esta forma depende del grado de limpieza y sanitizacion.
En el equipo que se limpia deficientemente se forman costras de leche, un material muy
mineralizado, en las superficies, las aguas muy duras o el uso de agentes de limpieza muy
alcalinos favorece la formacion de costras lacteas que protegen a los microorganismos de la
accion de los detergentes y sanitizante, por lo cual deben utilizarse peribdicamente agentes

de limpleza acidos para reducir o aliminar las costras lacteas @7,

En ambientes secos de plantas procesadoras de productos como leche o chocolate
en polvo, los niveles de organismos permaneceran bajos, sin embargo, en clertos casos,
como en los ambientes hiumedos o que siguen procedimientos de limpieza humedos, los
patogenos pueden incluso multiplicarse a niveles altos; un numero de recientes
publicaclones referidas a la ocurrencia de microorganismos patogenocs, alterantes o
indicadores en amblentes de procesado de alimentos claramente demuestra |a importancia
de esta fuente “*,

El medio ambiente donde se procesan alimentos es una fuente de recontaminacién
importante pero pobremente reconocida y entendida, los patégenos pueden accesar a
dichos ambientes a través de materiales crudos, personal o equipo mévil, a través de goteras
y aberturas en edificios o a través de insectos; algunos de estos microorganismos se pueden
establecer en el ambiente de procesado y fundar nichos donde sllos pueden sobrevivir por
largos periodos de tiempo, rajaduras y grietas en pisos y paredes, estructuras huecas en
edificios y en equipos, interfaces entre estos y el piso, pueden formar tales nichos“?. La
transmision de patdgenos puede también ser provocada por aerosoles producidos durante la

limpleza de las superficies de procesado de alimentos ©2.
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En la industria lactea, el equipamiento inaproplado para su limpleza y sanitizacién, y

microflora proveniente del aire son considerados usualmente fuentes importantes de
contaminacién en leche y productos lacteos™®: el tipo de bacterias que llega a estos
productos procedente del aire es mas importante que el numero; los ventiladores, las
corrientes, el polvo y las labores de los operarios contribuyen a la contaminacién por este
medio™; el impacto de la racontaminacién de productos proveniente de esta fuente es
frecuentemente enfatizada a algunas categorias de alimentos tales como bebidas, productos

culinarios y lacteos refrigerados .

L. monocytogenes esta en todas partes, por lo que pude ser Introducido en las plantas
procesadoras de alimentos a través de muchos canales diferentes, ha sido mostrado que
coloniza ambientes progresivamente y contamina productos durante el procesado, ciertas
cepas pueden volverse persistentes en plantas, mientras otras son contaminantes
esporadicos, no ha sido aclarado el posible rol de resistencia a la sanitizacion en la habilidad
de colonizar ambientes de procesado por cepas de este patégeno(z’. Puede sobrevivir y
crecer en lineas de produccidon de alimentos y en los ambientes de produccion,
aspecialmente an el equipo y dreas dificiles de Iimpiar“w), e5 capaz de sobrevivir por mas
tiempo bajo condiciones amblentales adversas que otras bacterias no formadoras de
esporas de importancla en enfermedades causadas por alimentos; ademés es
particularmente dificil de controlar en instalaciones de procesado, las plantas de productos
refrigerados, en particular, proveen condiciones las cuales permiten su crecimiento y

suparvivencia®”).

Los resultados de diversas investigaciones indican que cuando L. monocytogenes y
otras Listeria spp. estan presentes en alimentos procesados comercialmente, esto sucede
principalmente porque el producto fue contaminado después de procesado mas que porque
ese organismo sobravivio al tratamiento térmico que normalmente proporciona un producto
seguro; esta idea es soportada por la carencia de evidencia cientifica que indique que el
tratamiento térmico minimo requerido, dado a productos l4cteos y otros productos es
inadecuado para inactivar niveles de dicha bacteria, que tal vez estén en los productos antes

del procesado térmico™”.
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Las Salmonelas también se pueden establecer y multiplicar en el ambiente y en el

material de las diversas instalaciones de elaboracién de alimentos. Una vez introducidas en

el medio ambiente, pueden permanecer viables durante meses 28

Los procedimientos Cleaning-in-place (CIP) son empleados usualmente en lineas de
procesado de leche, sin embargo la acumulacién de microorganismos en las superficies de
los equipos dando como resultado la formacidn de biofilms, es una limitante de estos
procedimientos®®: las células suspendidas libremente se fljan a las superficies cuando los
nutrientes comienzan a ser limitados, los microorganismos intentan localizar materia
orgénica adherida a los equipos de procesado a los cuales ellas pueden adherirse y vivir
ahl®. En (a industria de alimentos y la industria lactea, los blofilms causan serios problemas
tales como impedir el flujo de calor, incrementar la resistencia por friccion y la corrosion,
conduciendo a pérdidas de producto y energia, ademéas provocan serios problemas
higiénicos y pérdidas econdmicas debido a la alteracién de los alimentos; se han publicado
un numero de reportes en la persistencia de patbgenos provenlentes de alimentos en
superficies que contactan con los alimentos y muchos nuevos organismos como Listeria
monocytogenes han sido sumados a la lista®, la formacion de biofilms de este
microorganismo en los amblentes de procesado puede ser una fuente importante de
contaminaciéon secundaria®”, para evitarlo, deben ser controlados todos los caminos
potenciales de entrada y contaminacién cruzada”. Las otras fuentes comunes involucradas
en la acumulacién de biofilms son los pisos, conductos de agua residual, sellos de goma,
cintas transportadoras y superficles de acero inoxidable ®®, en los cuales dicha bacteria ha
sido detectada, ademas podria sobrevivir en aerosol y convertirse en una amenaza como
recontaminacion 9.

3.3.2 PRODUCTOS LACTEOS
LECHE

Como es sabido la carga microbioldgica en la leche recién ordefiada es afectada por
sltuaciones anormales deblidas a infecciones, enfermedades o habitos de ordefo deficientes
los cuales pueden afectar su microbiota; la mastitis, una enfermedad inflamatoria del tejido
mamario, puede ocasionar la llegada de un elevado numero de células somaticas y

microorganismos a la leche, entre ellos Listeria monocylogenes. La composicidn de la lache
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hace que sea un excelente medio de cultivo para muchos microorganismos al menos que se

congele o se procese para destruir o prevenir su cracimlento ?”). Existen vacas lecheras que
aparentan salud, sin embargo pueden servir como reservorio para este patégeno y secretarlo

en la lache'®4")

. los animales pueden tener este organismo en sus intestinos sin estar
enfermos, debido a esto, se pueden propagar hacia la carne y productos lacteos!"®. Una vez
obtenida de la vaca, la leche tal vez sea contaminada posteriormente a través de contacto
inadvertido con heces y ensilado, ambos a menudo la contienen, ademas de gue se

encuentra normalmente presente en el ambiente de la granja lechera™”’.

Si bieﬁ este microorganismo  puede sobrevivir al proceso de termizacién
(calentamiento a 62-65°C durante 15-20 seg. seguido de un rapido enfriamiento a <6°C) y
multiplicarse durante el almacenamiento posterior en frio, generalmente se acepta que las
actuales condiciones minimas de pasteurizacion (71.7°C, 15 seg. o 62.8°C, 30 minutos) son

suficientes para inactivario®”

, Y si se presenta en leche pasteurizada, se considera que es
debido a una contaminacién post-proceso o falla en la temperatura de pasteurizacion; su
crecimiento puede ocurrir sin ningun signo aparente de alteracién en el allmento y crece
bien en productos lacteos liquidos de 4 a 35 °CU"". Charlton et al.,(1980) hallaron especies
de Listeria en 75 de 597 muestras (12.6%) tomadas en plantas lacteas, la mitad de los
aislamientos se identificaron como L. monocytogenes. La leche cruda es una fuente
importante de este patdgeno, la excrecién en esta es un factor importante en la transmisién y
apidemiologlia de las listeriosis; la ubicuidad de las diversas especies de esta bacteria en el
ambiente rural, hace que su control y erradicacién del nicho agricola y por tanto de la leche
cruda, sea un trabajo bastante improbable'”. Se ha averiguado que el nimero maximo de
celulas que elimina una vaca infectada, tanto de modo natural como de modo artificial, es de
aproximadamente 10* ufc/m!, en general, los protocolos convenclonales para pasteurizar la
leche son adecuados para destruirlo en cantidades de 103-10° ufc/ml, tanto si se encuentran

libremente suspendidas como si son intracelulares®®,

Aunque puede haber mastitis debidas a Salmonefla, la principal causa de su
presencia en la leche es la contaminacion con materia fecal procedente de un animal
infectado o de animales portadores asintomaticos que la diseminan®”, la lache fresca esta

implicada corrientemente como vehiculo de transmision en los brotes de Salmonelosis; esta
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llega a la leche por medio de la contaminacién de la ubre y de los pezones, menos

corrientemente  durante infecciones septicémicas de las vacas y posiblemente desde los

operarios que manipulan la leche®.

La pasteurizacion de la leche y el tratamiento térmico de sus derivados, ha dado lugar
a una reduccion sustancial de los casos, sin embargo estos alimentos estdn todavia
implicados, singularmente en ciertas regiones en las que se consume o procesa sin
pasteurizar ', En los brotes de las enfermedades humanas en los que estos patégenos
estan implicados, la leche cruda es un importante vehiculo de transmision de la anfermedad,
la serovariedad concreta relacionada con el consumo de leche cruda es S, dublin, no
obstante los productos lacteos pasteurizados presentan pocos riesgos para la salud debido a
que estos microorganismos no soportan la pasteurizacién, a pesar de esto, diversos brotes
se han asociado al consumo de leche pasteurizada, lo que puede deberse habitualmente a
una contaminacién post-pasteurizacion, a un tratamiento térmico inadecuado o a un abuso

de temperatura durante el almacenamiento®2”

. En 1985, una epidemia de Salmonella
typhimurium fue rastreada a leche pasteurizada de una lacheria contaminada en USA, la
cepa fue resistente a 5 diferentes antibidticos, y dio como resultado alrededor de 180,000

personas infectadas®.

Un tratamiento térmico correcto asegura la ausencia de patdgenos en las leches
estables, aunque, la posibilidad de que la leche UHT (Ultra Hight Temperature) sufra una
contaminacién post-proceso con patdgenos no puede ignorarse totalmenta, pero si el
tratamiento ha sido disefiado y controlado correctaments, la contaminacién as
extremadamente rara; los productos UHT no se han asociado a ningun brote importante ni
tampoco a casos mas restringidos. Por otra parte, en un estudio del crecimiento y la
supervivencia de patogenos en leche ultrafiltrada, se concluyd que diversos microorganismos
se comportan de un modo similar a como lo hacen en leche normal, excepto L.
monocytogenes que crecid mas velozmente, ademas, se ha descrito que diversas bacterias
vegetativas han soportado el proceso de deshidratacion, incluyendo este patdgeno y también
a miembros de la familia Enterobacteriaceae; con respecto a estos ultimos, se sabe que las

Salmonelas sobreviven al secado por atomizacién 72",
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QUESO

La produccion de queso convierte a un producto altamente perecedero, 1a leche, en
otro mas estable y son diversos factores los que contribuyen a su establlidad. Anteriormente
se pensaba que los patdgenos vegetativos inicialmente presentes en la leche cruda
perderian viabilidad durante el almacenamiento y maduracion del queso, pero las
investigaciones realizadas al respecto por Ryser y Marth (1991) y posteriormente Spahr y
Url (1993), indican que algunos patégenos, como Salmonella y L. monocytogenes, pueden
sobrevivir durante ese perlodo. Diversos factores influyen en la presencia y supervivencia de
patégenos en este producto: caracteristicas del organismo, como su tolerancia al calor, acido
y sal, nimero inicialmente presente y su estado fisioldgico que influye en la capacidad de
sobrevivir a las operaciones del proceso. Entre los pardmetros que adquieren importancia
cabe destacar la temperatura de procesado y almacenamiento, la produccion de acido por

los cultivos iniciadores, la adicién de sal y otros inhibidores y el proceso de maduracién ?7.

Su elaboraclon con leche cruda y una maduracién inferior a 60 dias requiere el control
de patégenos y microorganismos alterantes, durante el ordefio y en la leche durante su
almacenamiento y transporte desde la granja a la queseria; la produccidn de acido hasta un
pH de 50 o algo mas bajo limita el crecimiento de ciertos microorganismos,
desgraciadamente, muchos quesos blandos no llegan a desarrollar tal grado de acidez, y
durante la maduracién el pH vuelve a subir. En el laboratorio, las bacterias lacticas de
cultivos iniciadores exhiben propiedades inhibidoras importantes contra clertas bacterias,
como L. monocytogenes, por lo que pueden limitar el desarrollo de patégenos durante la

maduracion @7,

El queso es uno de los alimentos que aen ocasiones ha estado implicado en brotes de
Salmonelosis, en 1995 se inicié una red Europea de vigilancia de las Salmonelosis humana,
con la finalidad de mejorar su prevencién en la UE '". La Salmonella puede muitiplicarse
durante la fabricacion del queso y sobrevivir en diversas variedades de este producto,
durante mas de 60 dias, diversos brotes producidos por esta bacteria, debidos al consumo
de guesos contaminados han sido atribuidos a una falta de control durante el proceso de

elaboracion o a la utilizacién de leche cruda contaminada®”.
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Cuando L. monocytogenes esta presenta en leche empleada para elaborar queso, su
crecimiento disminuye pero no es prevenido completamente por la presencia de cultivos
inicladores d4cido lacticos, esta bacteria es concentrada en la cuajada, quedando solo una
pequefia porcidn de células en el suero, una vez en la cuajada, el comportamiento del
patdgeno oscila de crecimiento a muerte de casi todas las células; durante la maduracion del

los nameros disminuyen gradualmente, en forma répida, durante el periodo inicial de

maduracién, y luego se estabiliza o incrementa marcadamente!"". Aunque generalmente no

se multiplica durante la fermentacién que se usa en la elaboracién de aste producto y de
camicos, varias semanas después de que esta es completada, existe con frecuencia un
numero escaso de supervivientes ¥

En 1950, estos productos fueron sospechosos de jugar un rol en la listeriosis
proveniente de alimentos, sin embargo, desde junio de 1985, tres importantes brotes han
sido directamente vinculados con queso suave contaminado, confirmando asi su rol en la
Listerlosis proveniente de alimentos. En Junio de 1985, la habilldad de este tipo de alimento,
para servir como un vehiculo, se volvié evidente cuando los quesos estilo mexicano marca
Jalisco fueron vinculados a un brote masivo en el sur de Califomia, 82% de los aisltados
clinicos fueron serotipo 4b, el equipo y el entorno de la fabrica presentaban una gran
contaminacion con este microorganismo. Un segundo brote importante ocurri en Suiza, el
cual fue provocado por queso suave madurado llamado Vacherin Mont d’Or (1987). En el
mas reciente brote los llamados Brie de Meaux y Pont I'Eveque fueron responsables de dos
pequefios brotes en Francia (1995-1997) 7.

Los quesos blandos madurados superficialmente, mantienen el crecimiento, de L.
monocyltogenes, especialmente cerca de la superficie, en la que el pH se eleva debido al
crecimiento de los mohos de superficie ®). La Listeriosis ha sido asociada a quesos blandos
tales como feta, Brie, Camembert, variedades con vetas azules o estilo mexicano!'?, Ia
mayor incidencia de este organismo en los quesos blandos y en los madurados por mohos
que en los duros ha sido confirmada en estudios en EEUU, Francia, Italia, Dinamarca,

Chipre, Espana, Suiza y Alemania “*?,




Los quesos madurados por mohos tienen altos niveles de humedad y un pH elevado
debido al metabolismo del lactato por los mohos y son extremadamente susceptibles a la
contaminacion superficial durante el proceso de maduracion. Los incrementos en el nGmero
de microorganismos se asocian con los aumentos del pH del alimento durante la
maduracién, también se ha aislado de la salmuera utilizada en la fabricacion de quesos
Brie y Feta y se ha detectado durante extensos periodos de almacenamiento en las

variedades Colby y Cheddar y en los envasados refrigerados 7.

El Queso Ricotta mostrd ser el mejor substrato para el crecimiento de Listeria
monocytogenes en 24 diferentes tipos comerciales extraidos de supermercados en
California. Los que se elaboran a partir de suero, son un excelente substrato para patogenos
bacterianos que tal vez contaminen la cuajada, y crezcan en ausencia de una flora lactica

protectora para eventualmente causar infeccién “®.

Los patdgenos, si estan presentes, pueden sobrevivir en el helado durante meses,
Salmonellae ha permanecido viable en helado durante 7 afios: diversos producios lacteos
congelados han sido retirados en EEUU desde 1985 por estar contaminados con L.
monocytogenes. En la crema, debido al elevado contenido de grasa y al efecto protector
que tiene en los microorganismos, los tratamientos térmicos son mas fuertes que los que se
aplican para la elaboracion de leches liquidas; la mayoria de los brotes recientes de

Salmonelosis se han asociado con postres y platos preparados con crema @7,

En el caso del yoghurt, Choi et al., (1988) encontré que diversas cepas de L.
monocytogenes inoculadas en yoghurt podrian recuperarse tras un almacenamiento de
hasta 3 semanas, el comportamiento de esta bacteria en leches farmentadas tamblén ha
sido revisado por Ryser y Marth (1991); este microorganismo ha sobrevivido en leches
fermentadas con bacterias lacticas mesdfilas y terméfilas, la extensidn de la supervivencia
en yoghurt se asoci6 con el cultivo iniciador y con el pH final, mientras mas bajo era el pH,

mas corto era el tiempo de supervivencia .
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3.3.3 CARACTERISTICAS DE MATERIALES FRECUENTEMENTE USADOS EN LA
INDUSTRIA LACTEA, LOS CUALES SERAN EVALUADOS EN ESTE TRABAJO.

Las superficies que contactan con los alimentos pueden constituir una fuente muy
importante de contaminacién pero las que no contactan si estan suclas pueden caontribuir
también a este fenomeno mediante la generacién de particulas de polvo y aerosoles ®?. La
recontaminacion de diversos productos a través de superficies ha sido observada en muchos
casos y son numerosos los ejemplos donde las piezas de equipo han sido identificados
como fuentes de patdgenos; un aspecto interesante es gl impacto de la microflora residente
en equipos de procesado “Y. La accesibilidad a las 4reas donde se acumula suciedad esta
ligada también a la estructura de las superficies donde asienta; la aptitud de limpieza es
varlable segun los materiales, la facilidad de limpieza se puede clasificar como sigue: vidrio
(100), acero inoxidable (80), aluminio (70), goma (30), plasticos (20) @9,

Algunas vecas la microtopografia de una superficle pueda complicar los procesos de
limpieza cuando las grietas y otras imperfecciones protegen a las células adheridas, por
esta razon, el diseflo apropiado del equipo es esenclal para evitarias. Los tratamientos de -
limpleza que producen defectos topograficos en una superficie van a incrementar el nUmero
de sitios de adhesion para los microorganismos, los sanitizantes aplicados después de esta
operacion para eliminar cualquier sobrante de bacteria, pueden tamblén inducir la corrosion
de las superficles. El vidrio es algunas veces usado para el equipo de alimentos por su
superficie lisa y resistente a la corrosion, el acero inoxidable reslste los dafios por el impacto
mejor que el vidrio pero es vulnerable a la corrosién y las superficles de goma son propensas
a la deterioracion y tal vez desarrollen grietas superficiales donde las bacterias pueden

acumularse .

Micrograficas electrénicas de barrido han mostrado que los microorganismos
patégenos y alterantes provenientes de alimentos se acumulan como biofims en acero
inoxidable, aluminio, vidrio, sellos de goma, teflén y materiales de nylon, tipicamente
encontrados en ambientes de procesado de alimentos. Las superficies de nylon y teflon son
lisas y los microorganismos parecen estar fijados, sin embargo, las de acero inoxidable
tienen una apariencla aspera debido a las rajaduras y grietas suficlentes para atrapar a las

bacterias, mientras que las de aluminio tienen grandes grietas y exhiben una apariencia
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parecida a esponja. Tales topografias permiten el escape de bacterias atrapadas de las
fuerzas de cizalla e incluso los métodos mecanicos de limpieza podrian ser inadecuados®?.
Asl, deberian ser considerados muchos factores en el disefio de equipo que contacta con

alimentos para evitar la contaminacion microbiana (¢,

ACERO INOXIDABLE

De todos los materiales de las superficies que han de contactar con los alimentos, los
aceros inoxidables son los preferidos y los mas comUnmente utilizados. Son muchos los
aceros inoxidables disponibles, pero los mas utilizados son los del llamado grupo 18-8, de
este grupo las aleaciones de grado 300 satisfacen la mayoria de las nacesldades, el grado
304 es resistente a la corrosién originada por la mayoria de los alimantos y agentes de
limpleza, no da coloraciones y es facil de limpiar y relativamente barato; los aceros
inoxidables varlan también en el acabado (o pulido) de sus superficies, desde el basto o sin
pulimentar al de espejo. Una de las causas princlpales de la corrosién es el mal empleo de
las soluciones de limpieza y de los sanitizantes, en especial el hipoclorito sédico, algunas
veces estas soluciones se dejan demasiado tlempo en contacto con las superficies 0 se

aplican a concentraciones aquivocadas {7,

PLASTICO

Los plasticos se estan empleando mucho en la industria alimentaria y no hay duda de
que en el futuro tendran mas Importancia, tienen muchas ventajas, pues son baratos, ligeros,
transparentes cuando es necesario, atdxicos, no causan coloraciones, son relativamente
resistentes a la corrosion y pueden ser resistentes a los acidos, a los dicalis y a los
detergentes, ademas se pueden selecclonar para su empleo en un amplio rango de
temperaturas; sin embargo, se abrasionan antes que los metales con lo que su limpieza se

ve dificultada’”.

Las propiedades de los plasticos varian muchisimo, dependiendo de la materia prima
utilizada, de los aditivos que se Incorporan y del método de fabricacién; basicamente los
plasticos utilizados por la industda de los alimentos se agrupan en dos categorias:
termoplasticos y termoestables, los primeros se ablandan al calentarios y se endurecen al

enfriarios, proceso que puede repetirse cualquier nimero de veces sin camblo quimico

32




apreciable, muchos de estos se basan en al etileno (polietilenos, polipropilenos, cloruro de
polivinilo, polimeros de fluorocarbono y acrilico), pero algunos se basan en otras sustancias
quimicas, como por ejemplo, el nylon; en general son muy resistentes a los acidos, alcalis y
agentes de limpieza, toleran grandes variaciones de temperatura, aunque deben
incorporarseles termoestabilizantes y pueden resistir la absorcién acuosa, estos tipos de
plasticos se han empleado para la construccién de tanques, tuberias y accesorios y cintas
transportadoras; la madera de las tablas de picado ha sido sustituida en parte por

termoplasticos duros, pero durables, sobre todo polietileno de alta densidad‘"”.

Los termoestables difieran de los anteriores en que se endurecen la primera vez que
se calientan pero si se recalientan pueden experimentar degradacion quimica, los que se
utilizan como material de construccién del equipo alimentario comprenden poliésteres,
resinas epoxi y poliuretanos; generalmente se emplean en un intervalo de temperaturas mas
amplio que en el caso de los termoplasticos pero son mas sensibles al ataque por acidos y
alcalis ')

MADERA

La madera, como otros materiales absorbentes, no debe emplearse en el procesado
de alimentos. Se ha utilizado en muchas mesas de corte, pero los Jugos de los alimentos
penetran en ella y son casl Imposibles de eliminar con la limpleza, cuando las bacterias, que
también son dificiles de eliminar, degradan los restos alimenticios, se desarrollan sabores
amargos y olores anormales, por lo tanto, el empleo de la madera debe restringirse al
méximo, aunque se permite su utilizacién en cubas de fermentacién 7).

3.4 HIGIENE, LIMPIEZA Y SANITIZACION
3.4.1 HIGIENE

La higiene es uno de los varios factores importantes que deben ser controlados para
evitar las enfermedades transmitidas por alimentos y/o la alteracion de estos, es basica para
lograr la inocuidad y calidad de los alimentos en todo el mundo, ya que influye no solamente
sobre los alimentos producidos y consumidos localmente sino también sobre los alimentos

que llegan al comercio internacional; las practicas higiénicas son importantes en todos los
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paises, con independencia de su base econdmica y nivel de vida Y son necesarias en cada
etapa de la cadena alimentaria desde la produccion o recoleccion hasta el consumo del
alimento, cada una puede influir sobre la calidad e inoculdad de los alimentos que son
consumidos en algun momento, las practicas Incorrectas de higiene y manipulacion permiten
que las materias crudas contaminadas que lleguen hasta el ambiente de instalaciones de
procesado, servicio de alimentos o los hogares sean causa de la contaminacion cruzada de
los alimentos listos para consumo. Higienizaclén es el término que incluye todas aquellas
acciones que ayudan a mantener o mejorar el bienestar fisico humano, incluidas la limpieza

general de su entorno y la conservacion de su salud n,

3.4.2 LIMPIEZA Y SANITIZACION

Limpieza es el conjunto de operaciones que permiten eliminar la sucledad visible o
microscopica, estas se realizan mediante productos detergentes elegidos en funcién del tipo
de suciedad y las superficies donde se asienta®*”, con estas operaciones se pretende
eliminar los residuos de alimentos que proporcionan los nutrientes necesarios para la
multiplicacion microblana y asi poder mantener un control microbiano, como ayuda para
conseguir esto, el proceso de limpieza debe ir seguido de una sanitizacién mediante un
agente quimico"®, la cual comprende los procesos implicados en la destruccién de la
mayoria de los microorganismos de las superficies y del equipo pero no necesariamente las
esporas bacterlanas que persisten después de que han sido totalmente limpiadas con
detergentes y la suciedad ha sido eliminada: el fin corrlentemente perseguido es disminuir el
numero de microorganismos, de forma que los que sobrevivan no influyan en la calidad
microbiologica de los alimentos que contacten con dichas superficies'®'74"). La sanitizacién
eficiente es requerida en plantas de alimentos donde las superficles himedas proveen

condiclones favorables para el cracimiento microblano 2.

El plan global de dominio de la higiene incluye la limpleza y sanitizacion, es importante
mantener la planta y el material limpios, puesto que el propio trabajo crea un “flujo
microbiano”, estos microorganismos vienen del exterior con materias u objetos contaminados
(materias primas, embalajes, carretillas elevadoras, etc.), el aire, el agua, con el hombre

mismo, que se comporta como reservorio natural de bacterias (en piel, faringe, intestino), o
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como un vector pasivo (manos, indumentaria, zapatos, etc.), de ahi la importancia de

abordar la higiene en su conjunto ©®.

Por lo tanto, la rutina de usar buenas practicas de limpieza y sanitizacién son de gran
importancia para el seguro control microbiano®” gy aplicacién es parte esencial de la
produccion de alimentos y la eficiencia con que estas se llevan a cabo ejerce una enorme
influencia en la calidad final del producto''”; su finalidad consiste en eliminar, o reducir a un
nimero aceptable, la poblacién microbiana sobre el equipo y en el ambiente donde se
manipulan alimentos, existe la creencia popular eménea de que el proceso de limpieza y
sanitizacion eliminara la totalidad de los microorganismos, en la practica, esto no es posible
sin usar algin procedimiento aprobado de esterilizacion como sucede con determinado
equipo en los sistemas de procesado aséptico"®, La limpieza y la sanitizacion tienen como
fin asegurar una buena higiene, tanto a nivel de los locales, los materiales, el personal y el
ambiente y es una de las condiciones necesarias para obtener un producto sano y de buena

calidad sensorial .

Las superficies pueden parecer limpias y seguir siendo inaceptables
microblologicaments, por el contrario, pueden parecer no limpias aunque en realidad sean
bastante aceptables para ciertas operaciones, por lo cual es necesario la toma de muestras
para confirmar aquello que los sentidos humanos perciben como limpio o no limpio; la razén
por la que se limplan y sanitizan las superficies que contactan con los alimentos y el
amblente es para ayudar en el mantenimiento del control microbiolégico, si se realiza con
eficacia y en el momento apropiado, su efecto neto sera el control de la poblacion
microbiana; un factor adicional que Influye sobre la higiene, es la naturaleza de los
materiales, los que son impermeables (acero Inoxidable) son mas faciles de limpiar y
desinfectar que los porosos (madera), ya que resulta mas dificil eliminar los residuos de los
allmentos y los microorganismos de éstos ultimos, ademas el secado es mas lento: la
combinacién de una mayor dificultad para su limpieza y un secado lento aumenta la
probabilidad de que retengan residuos himedos de alimentos y de que no se logre el control
microblano, esta es la razén para que haya disminuido el empleo de la madera en toda la
cadena alimentaria y de que haya aumentado el empleo de materiales impermeables

metdlicos o sintéticos como el plastico 7.
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Los sanitizantes usados en la industria de procesado de alimentos incluyen agentes
oxidantes (hipoclorito, peréxido de hidrogeno, ozono y 4&cido paracético); agentes
desnaturalizantes (productos a base de alcohol), no oxidativos y agentes reductores de
tension superficial'®®?. Los factores que influyen en la seleccion de un desinfectante son:
toxicidad, corrosion, efecto sobre el alimento que se produce, actividad residual, manchas
sobre el equipo, costo, aprobacion por el gobiemo de la composicion del sanitizante, efecto
que pueda ejercer sobre el medio ambiente y plantas para el tratamiento de aguas
residuales después de que abandona las instalaciones de procesado, Yy si s preciso un
aclarado con agua potable para elimiﬁarlo. la influencia de los agentes sobre la salud de los
trabajadores y la inocuidad del producto''®. La elaccién de un agente sanitizante no siempre
s facll; en clertos tipos de actividad debe tener una accién selectiva, para respetar cierta
fiora especlifica de maduracion de ciertos productos, en otros casos, se buscara una accién

mas orlentada hacia los microorganismos patogenos o alterantes 9.

Los sanitizantes que se deseen utilizar en las superficies que contactan con los

alimentos deben cumplir lo siguiente:

» Destruir rdpidamente los microorganismos, siendo igual de eficaces con las
bacterias Gram (+) que con las Gram (-). deben destruir la mayorla de las
esporas flngicas, siendo también conveniente la destruccion de las esporas
bacterlanas.

» Ser suficientemente estables en presencia de residuos organicos y si fuera

necesario, en presencia de aguas duras.

* No ser corrosivos ni dar color a ninguna superficle de la f4brica.

* Ser inodoros o no desprender olores desagradables.

* No ser tdxicos, ni irritantes a los ojos o la piel.

» Facllmente solubles en agua y arrastrables por enjuagado.

» Estables durante mucho tiempo en forma concentrada y durante un tiempo mas

breve en forma diluida.

« Econdmicamente competitivos y al emplearios presentar una buena relacion

costo/efectividad 7.
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Si una superficie permanece himeda y contiene nutrientes para permitir la
multiplicacion microbiana, aumentard la poblacién de microorganismos, la temperatura
ambiental influye intensamente sobre la velocidad de multiplicacidén y sobre el tipo de
microorganismos que se multiplican, la peor condicién consiste en un residuo humedo de
alimento en una habitacién templada; raras veces se considera el concepto de una flora
normal caracteristica asociada con el ambiente y el equipo de procesado, aunque la
experiencia demuestra que ciertos microorganismos aparecen asociados mas
frecuentemente con determinados alimentos, aceptando la existencia de una flora normal
' que es capaz de multiplicarse sobre el equipo y posteriormente sobre éste sometido a
operaciones Incorractas, se apreciard mejor el papel de la limpieza y la sanitizacion; el
programa higiénico intenta controlar la poblacién de esta flora normal de forma que equipo y

medio ambiente sean aceptables para la preparacién de los alimentos™®.

Una vez limpias y sanitizadas las superficies que contactan con los alimentos pueden
recontaminarse si establecen contacto con otras sucias, pafios, alimentos crudos,
salpicaduras, polvo, manipulacién, insectos y roedores, asi, la tarea de limpieza no es
completa a menos que los articulos sean protegidos de la recontaminacion entre dos
empleos; sl el objeto limpiado y sanitizado va a permanecer sin ser usado (por ejemplo
durante toda la noche), serd secado después de limpio, y sanitizado de nuevo antes de
usarlo, el Intervalo de tiempo entre los lavados adquiere importancia porque los microbios se
multiplicaran cuando el objeto sea lavado, usado, vuelto a lavar y a utilizar, el objeto debe ser
lavado a intervalos de tiempo que aseguren que la poblacién microbiana se mantiene en un
nivel aceptablemente bajo, la afirmacién de que algunos sanitizantes tiene actividad residual
sobre las superficies humedas debera ser comprobada si se usan dichos agentes para tal
propdsito’'®.

Los factores que influyen sobre la eficacia de los sanitizantes aplicados tras una
limpieza himeda incluyen:

* La concentracion del sanitizante

Tlempo de contacto
e Temperatura
e pH
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¢ Dureza del agua

» Detergentes residuales

» Cantidad y clase de materia organica
* Tipo de superficie

» Clases y cantidades de microorganismos que deben ser destruidos ('8

Los cuatro factores mds importantes que controlan la eficacla de la limpieza y de la
sanitizaclon son:

+ Selaccion y concentracion de los productos quimicos utilizados

+ Temperatura

» Tiempo de contacto

* Fuerza mecanica

Mediante la variaciéon de estos cuatro factores es posible eliminar la suciedad que se

acumula durante las operaciones de procesado de alimantos y sanitizar el equipo e,

A pesar de que tan bien son seguldas las recomendaciones para limpieza y
sanitizacion, todas las Instalaciones de procesado de alimentos deberian varificar la
efectividad de sus programas de limpleza y sanitizacién a través de andlisis microblolégleo
de producto y muestras ambientales obtenidas de todas las areas de las instalaciones,
durante el muestreo ambiental, la eficacia de los procedimientos de limpieza y saﬁltlzacl()n
pueden ser faciimente determinados a través del uso de sistemas de monitoreo
bioluminicente ATP, se debe dar particular atencién a pisos, drenajes, paredes, area de

llenado y empacado y cualquier equipo de procesado que sea dificil de limplar®”,

La higiene de las superficies puede ser determinada mediante algun criterio (por
ejemplo, nimero de microorganismos por centimetro cuadrado), los estandares de higiene
deben ser realistas para las condiclones y el alimento que se prepara ya que permiten
valorar el rendimiento de los procesos de limpieza y sanitizacion y pueden ser usados para
confirmar que el medio ambiente este bajo control; en algunos casos podria llegarse a la
conclusion de que las condiciones no son adecuadas para la preparacidn de un
determinado alimento porque no se alcanzan los estandares de higiene para la inocuidad y
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la calidad de éste. Las sustancias empleadas para sanitizar pueden ser de origen natural o

quimico "®,

3.5 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN NATURAL

Algunos datos de conservacién de alimentos se remontan a los tiempos de la
prehistoria y se han refinado dentro de un arte culinaria en varias partes del mundo. Los
beneficios potenciales de plantas comestibles, asi como sus fitoquimicos, en la conservacién
de alimentos y mejoramiento de cualidades organolépticas de ciertos alimentos tradicionales
ha sido practicada por siglos. Hace 5000 afios, los chinos usaban hierbas como medicinas;
reportes en el uso de hierbas y especias antimicrobianos puede ser trazada a 1550 aC.,
cuando los antiguos Egipcios usaron canela, comino y tomilio para la conservacion de
alimentos y momificaclén; el almacenamiento de yoghurt bajo aceite de oliva ha sido
practicado desde tiempos blblicos, y fue asumido que el acelite tiene un rol conservador;
evidencia clentifica del potencial de conservacion de las especias emergid en el siglo XIX, en
1887 se dio el primer reporte de actividad antimicrobiana de aceite de canela contra esporas
del bacilo de antrax; en 1918 se observé la habilldad de los extractos acuoso y alcohdlico de
canela para conservar salsa de tomate; en 1929 se desarrollo un método en la Indla para
conservar frutas nativas con clavo y sal; en 1939 se encontrd que la canela inhibla
crecimiento microbiano vy los clavos inhibian Bacillus subtilis y S. aureus; aunque antiguas
civilizaciones conocfan el potencial antimicrobiano de muchos extractos de plantas, no fue
hasta recientemente que los fitoquimicos Implicados fueron caracterizados. Avances en
técnicas de separacién molecular permitieron el aislamlento de varios compuestos fito-
fendlicos, y la creciente demanda por alimentos minimamente procesados con vida de
anaquel extendida, ha revivido interés en la explotacion del uso de agentes antimicrobianos

naturales ©9.

Los fotoquimicos que exhiben varos grados de actividad antimicrobiana CT:)
encuentran en tallos de plantas, corteza, flores y frutas; las especias, las hierbas y sus
aceites esenciales tienen varios grados de actividad biologica. En muchos casos, las
concentraclones de los compuestos antimicroblanos en hierbas y especias son muy bajos

para ser usados efectivamente sin efectos adversos en las caracteristicas sensoriales de un
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alimento, sin embargo, ellos pueden contribulr al sistema de barreras global presente
naturalmente en un producto alimenticio, compuestos derivados naturales y otros productos

. . . 41
naturales podrian tener aplicaciones en el control de patégenos en alimentos %"

Las demandas de los consumidores en general juegan un rol critico en la inspiracién
del momentum de investigacion y desarrollo en proteccidn de alimentos, el interés por
alimentos minimamente procesados y funcionalidad sostenida de ingredientes bioactivos
producidos naturalmente estd aumentando continuamente; estas peticiones estadn basadas
en la craciente preocupac!én por el uso de conservadores sintéticos con documentacién
limitada de s;eguridad y tolerancia, el sospechado vinculo entre el excesivo uso de
antibioticos y el desarrollo de resistencia en microbios y el incremento de los conocimientos
en dieta y salud. Ademads, el reciente surgimiento de patdgenos provenientes de alimentos
tales como Listeria monocytogenes, la Salmonelia typhimurium DT104 resistente a los
antibidticos y el enterohemorragico Escherichia coli O157:H7 han hecho de la seguridad de
alimentos una prioridad por parte de las autoridades regulatorias de salud ©?.

La proteccién de alimentos de microorganismos alterantes y patégenos puede ser
consegulda por varios métodos Incluyendo manejo aséptico para prevenir o minimizar la
entrada de microorganismos, remocion por métodos fisicos a través de lavado,
centrifugacion o filtracion, destruccién con calor, gas o iradiacién, e inhibicién de crecimlento
por refrigeracion, congelacién, secado, o adicion de conservadores; cada método es Util
como un factor individual en el control microbiano o es parte de una barrera en un sistema
de conservacion de alimentos multi-factor %,

La preocupacion actual por los aditivos alimentarios estd en muchos casos asoclada
con el culto a la madre naturaleza, prevaleciendo la idea de que los alimentos "naturales"
son buenos y que los "artificiales” (alimentos procesados que contienen aditivos) son malos,
otros factores que contribuyen son: la Informacién que figura en las etiquetas de los
alimentos sobre los ingredientes; el creciente interés del publico por la salud y nutricion; el
aumento en el control de los alimentos; las acciones gubemamentales en relacion con los
ingredientes de los alimentos y las campafias de las asociaciones de consumidores;

cualquiera que sea la contribucidn individual de estos factores, el resultado final es la
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preocupacion por los peligros ocasionados por los aditivos alimentarios. La definicion técnica
de aditivo alimentario de! Food Protection Committee of the Food and Nutrition Board
Academy of Sciences es "cualquier sustancla o mezcla de substancias distintas a los
componentes basicos que estan presentes en los alimentos como consecuencia da su
produccién, procesado, almacenamiento o envasado®, a los aditivos intencionalmente
anadidos se les denomina voluntarios y cumplen propiedades funcionales en los alimentos

como la de prevenir la alteracion de los mismos %,

Los problemas toxicolégicos asociados con el uso de clertos antimicroblanos quimicos
en alimentos ha generado interés en la Industra de alimentos por usar compuestos
naturales, antimicrobianos cominmente usados, tales como los acidos orgdnicos que son
producidos en grandes cantidades a través de sintesis quimica, son también hallados
naturaimente en muchos alimentos y son GRAS (generalmente reconocidos como s$eguros)
de acuerdo a autoridades regulatorias como la FDA (Food and Drug Administration). Muchos
ingredientes de alimentos naturales son evaluados a través del tiempo con beneficios
probados como aditivos alimentarios, sin embargo, esto no garantiza una seguridad
requerida para componentes especlficos alslados de esos materiales. El alslamiento de
componentes bioactivos de fuentes naturales posee nuevos parametros de evaluacién de
seguridad:

1) Los procesos a los que se somete un aislamiento podrlan enriquecer un alergeno,
mutagen o toxina indeseabls, de la fuente natural,

2) Un componente no téxico diferente podria ser activado durante el alslamiento.

3) Los métodos de extraccion/purificacidn posiblemente podrian desnaturalizar un
componente bioactivo y crear uno nuevo con manifestacion téxica.

4) Los solventes residuales podrian reaccionar y/o contaminar el producto final y
comprometer las propiedades estructura-funcionales.

5) El nivel de consumo diario aceptable de un compuesto bioldgico alslado podria ser
mayor que su consumo via fuente natural,

6) El antimicroblano natural purificado incorporado en una formulacién podria

reaccionar con otros ingredientes para formar especies toxicas @,
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La aplicacion potencial de sistemas antimicrobianos naturales es enorme, las bases
cientificas para la incorporacion en varios alimentos y los conocimientos técnicos de la
blofunclonalidad maxima de sistemas antimicrobianos naturales esta siendo actuaimente

explorada en varias partes del mundo ©%.

La extraccion de antimicrobianos de fuentes naturales en algunos casos puede ser
compleja y cara, la seleccidn de fuentes naturales, aislamiento y aplicacion comerclal es
desafiante debido a la variabilidad en cuanto a la compaosicién de los alimentos, la cual
influye en la conservacion y las propledades sensoriales y quimicas complejas de
antimicroblanos naturales, una de las limitaciones en el uso de los conservadores derivados
naturalmente es la asociacion de sabores los cuales pueden alterar el gusto de los
alimentos; Lis-Blachin and Deans (1997) mostraron que los aceltes esenciales derivados de
fuentes botanicas comunes variaron ampliamente en composicién y en actividad contra L.
monocytogenes. Un conservador de alimentos funclonal proporciona la inhibicién consistente
de los microorganismos. La variabilidad en composicion y actividad inherente de los aceites
esenclales crudos por lo tanto dificulta las aplicaclones en alimentos donde la vida de
anaquel y seguridad dependen de la eficacia del conservador. Los aceites esenclales
podrlan posiblemente ser presentados mas conflables st las concentraciones relativas de
componentes antimicrobianos fueran ajustadas a niveles que proporcionen la intensidad y el
espectro de accion requeridos. Se considera que esto podria ser realizado por destllacién de
los aceites crudos para producir preparaciones con una composicién constante y
reproducible, o por mezclado de fracciones individuales para alcanzar un nivel de actividad
deseado. Los procedimientos de extraccién no desnaturalizantes, métodos de aislamiento
oficientes a gran escala y técnicas para retener las propiedades biofuncionales estan slendo

optimizadas para varios de los antimicroblanos naturales ',

De los muchos agentes utilizados para impartir aromas y sabores a los allmentos,

(29)

algunos poseen un efecto antimicrobiano evidente “*, muchas especlas contienen quimicos

especificos y/o aceites esenciales que pueden inactivar o inhibir varios organismos

alterantes ¢ patogenos “*

. por lo que han sido objeto de la mayoria de los estudios por parte
de los microbidlogos de alimentos; en general, los compuestos que comunican sabor tienden

a ser mas antifangicos que antibacterianos. De un total de 21 compuestos que imparten

42




sabor examinados en un estudio, aproximadamente la mitad tuvieron concentraciones
minimas inhibidoras (MIC) de 1000 ppm o menos, tanto frente a bacterias como frente a
Mohos, todos ellos fueron sensibles al pH, aumentando su poder inhibidor conforme
disminuian el pH y la temperatura de incubacién. A finales de la década de los afios 1970, la
busqueda de agentes economizantes del nitrito desperté un renovado Interés por dichas
fuentes naturales y sus extractos, en las cuales, las sustancias antimicrobianas varfan, en
cuanto a su contenido, desde la alicina del ajo (con una variacién del 0.3 al 0.5%) hasta el
eugenol en los clavos (16-18%); cuando se emplean en su totalidad, los valores de las MIC
commespondientes oscllan desde el 1 hasta el 5% para los microorganismos sensibles. Segun
han indicado varios investigadores, la salvia y el romero se encuentran entre las que tienan
mayor poder antimicrobiano, habiéndose sefalado que incorporadas a medios de cultivo a
la concentracion del 0.3% inhibieron 21 bactetrias Gram (+) de un total de 24 y que fueron
mas eficaces que la pimienta inglesa; ain se desconocen los mecanismos mediante los
cuales inhiben a los microorganismos, pudiéndose suponer que son diferentes para cada
uno de los grupos de especies no emparentadas, la suposicién de que el mecanismo del
orégano, del romero, de la salvia y del tomillo es posible que sean parecidos, est4 avalada
por el hallazgo segun el cual, en algunas bacterias acidolécticas, la aparicion de resistencia a

una de estas especias fue acompanada de la aparicién de resistencla a las otras tres .

Ademas de las especias y semillas, existen otras fuentes naturales de antimicrobianos
como frutas y vegetales frescos. Se ha investigado los restos provenientes de la elaboracién
del vino (semillas y cascaras de uva), y se encontrd que tienen la capacidad de matar E. coli
-y S. aureus ®", los cientfficos consideran que el extracto de dichos residuos podria

emplearse como un aditivo en alimentos que tendria la ventaja de ser natural e inofensivo.

FITO-FENOLES

Los compuestos responsables de la actividad antimicrobiana de las especias son
primordialmente fandlicos de fracciones de aceites esenciales, algunos estudios se han
enfocado en el mecanismo por el cual las especias 0 sus aceltes esenciales inhiben
microorganismos. Puesto que ha sido concluido que los terpenos en sus aceites asenciales
son los antimicrobianos principales, el mecanismo involucra dichos compuestos y parece

razonable que sus modos de accion pudieran ser relativos a otros compuestos fendlicos. E
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modo de accion de los compuestos fendlicos es generalmente a través de la interferencia

con funciones de la membrana citoplasmética incluyendo fuerza pronto motriz y transporte
activo; los compuestos reaccionan con las proteinas de la membrana citoplasmatica de los
microorganismos, esto causa cambios en la permeabilidad de ta membrana provocando un

posible desorden de la fuerza pronto motriz afectada ©9.

La actividad antimicrobiana mas consistente entre hierbas y especias ha sido
encontrada con componentes de clavo, canela, semillas de mostaza, orégano, romero,
salvia, tomillo y vainitia. Clertos agentes fito-fendlicos tales como las oleorrecinas de el aceite
de oliva paracen proporcionar beneficios fisioldgicos multifuncionales a los consumidores, y
por lo tanto, son altamente atractivos para la Industria de alimentos sanos. Ya que los fito-
fenoles han estado en los alimentos y han sido consumidos por siglos, estos fito-
antimicrobianos-naturales parecen ser seguros comparados con los conservadores sintéticos
%, Compuestos purificados derivados de aceites esenciales, tales como carvacrol, eugenoal,
linalol, aldehldo cindmico y timol inhiben una amplia variedad de microorganismos, los
aceltes esenclales individuales pueden contener mezclas completas de tales compuestos,
sin embargo, poco es conocido acerca de los efectos de interacciones entre constituyentes

individuales en actividad antimicroblana .

La actividad antimicrobiana de la miel ha sido atribuida al peréxido de hidrogeno y
compuestos fendlicos, aunque la letalidad e inhibicién por estos y otros componentes contra
microorganismos varia grandemente, dependiendo de la fuente floral del néctar. En un
estudio, las pruebas con discos revelaron que el desarrollo de zonas de inhibicién de
crecimiento depende de el tipo y concentracién de la miel asi como de el patégeno de
prueba. La miel ha sido usada como vendaje de herldas desde tlempos antiguos y han sido
revisados reportes que describen la inhibicién del crecimiento de numerosas bacterias, entre
ellas L. monocytogenes y Salmonella. Tres tipos de miel no procesadas evaluadas en dicho
estudio fueron, en conjunto, mas Inhibitorias que los tipos de mieles procesados para el
crecimiento de cinco de los seis patdgenos probados, las mieles obscuras no procesadas
también contenfan los niveles mas altos de poder antioxidante, esta correlacién podria
soportar la nocion de que los antioxidantes presentes en la miel contribuyen a la actividad

antibacteriana ©®,
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SAPONINAS

Saponinas son un grupo de glucosidos naturales los cuales son primordiaimente
encontrados en el reino vegetal, en diferentes partes de la planta incluyendo raiz, brote,
flores y semillas, que las protegen del estrés ambiental Y qQue presentan actividad
antimicrobiana, antifingica y antiviral. Dependiendo de la estructura de las saponinas
podrian mostrar actividades hemoliticas, antimicrobianas, despolarizacién de membrana,
union con colesterol y alelopaticas. Diversas fuentes de plantas han sido usadas
comerciaimente, pero solo dos de ellas son permitidas actualmente como aditivos en
alimentos, estas son extractos de Quillaya saponarla y Yuca schidigera, reconocidas como
productos GRAS. Ademas de emulsificadores y potencializadores de sabor, pueden
desemperiar una funcién importante como conservadores contra ciertas cepas como E. col,

S. aureus, Salmonella spp., P. aeruginosa, Aspergillus niger, y Penicilium chrysogenum ©°.

FLAVONOIDES

Los flavonoides se encuentran como pigmentos en flores, frutas, corteza y talios,
estan caracterizados por su actividad antimicrobiana de amplio espectro y por no inducir
reslstencia en los organismos objetivo. Los isoflavonoides, como productos naturales y como
potentes inhibidores de crecimlento fungico, podrian ser usados en el control de
enfermedades en vegetales, debido a esta actividad antimicroblana especifica, ha sido
sugerida su posible aplicacién en granos como alternativa para prevenir la pérdida de estos
productos en palses desarrollados. También son de gran interds en tecnologia de alimentos
ya que contribuyen a la calidad sensorial y nutricional de las frutas y productos de fruta, esta
bien reconocida la actividad antioxidante de estos y. los fenilpropanoides en varias bebidas
incluyendo jugos de frutas. Recientemente ha habido un resurgimiento del interés en al rol
de los flavonoides en la salud y enfermedad, al respecto, se ha sugerido una asociacién
entre la reduccién de mortalidad de enfermedades coronarias y alto consumo de vino .
Entre las numerosas substancias identificadas en plantas medicinales, los flavonoides
representan una de las clases mas interesantes de compuestos bioactivos, actualmente 40
especies de plantas estan actualments en uso como fitomedicinas por su contenido de estos
compuestos. Algunas de estas substancias se pueden encontrar como derivados del
propolis, un material resinoso colectado por las abejas de exudados gomosos de los arboles

y usado como un agente antibacteriano en los enjambres ).
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TIOSULFINATOS

Tiosulfinatos tales como la alicina y el ajoene son componentes antimicrobianos del
ajo. Entre los microorganismos que inhibe se encuentran L. monocytogenes, S.
typhimurium, B. cereus, B. subtillis, Coliformes, E. coli, Helicobacter pilori, Klebsiella
pneumoniae, Micrococcus luteus, Mycobacterium phlei, P. aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Sfreptococcus spp, Aspergilius niger, y Penicilium spp. El almacenamiento de los
extractos de ajo es una limitacion definitiva, muchos estudios han mostrado que pierden sus
efectos antimicrobianos durante el almacenamiento, estas perdidas varian con la

temperatura asi como con el tiempo de almacenamiento 39)

GLUCOSINOLATOS

Se encuentran en muchas especies de plantas de la familia Brassicaceae, éstas
incluyen mostaza, col, coliflor, col de brucelas, brocoli, colinabo; los glucosinolatos volatiles
tales como los isotiocianatos presentan un amplio rango de efectos antibacterianos y
antifungicos, la aplicacion de alil isotiocianato gaseoso como conservador en empacado de
alimentos ha sldo sugerido a bajas concentraciones. Presentan actividad antimlcrobiana
frente a L. monocytogenes, S. typhimurium, Pseudomonas, E. coli, Lactobacillus,
Leuconostoc, Staphylococcus, Bacillus, Aspergillus flavus y Penicillium expansum, entre
otrag ©%),

Debido a las concentraclones variables de los constituyentes antimicrobianos en las
diferentes especias y debido a los muchos estudios que se han llevado a cabo empleandolas
en base a su peso seco, resulta diflcil averiguar la MIC de una especla dada frente a
microorganismos concretos; otra causa de los resultados contradictorios obtenidos por
diferentes investigadores es el método de ensayo empleado. En los medios de cultivo, los
extractos de especlas son menos inhibidores que las especias. A pesar de las dificultades
existentes para comparar los resultados de unos estudios con los obtenidos en otros, la
actividad antimicroblana de las especias es innegable y de aqui que un gran numero de
investigadores haya demostrado la eficacia de por lo menos 20 especias diferentes o la de
sus extractos frente a la mayoria de los microorganismos causantes de intoxicaciones

alimentarias, incluidos los Mohos productores de micotoxinas “%.
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Algunas plantas medicinales son fuentes naturales de compuestos herbales valiosos
los cuales son a menudo usados en el tratamiento de varios alimentos. Syzygium
Jambolanum (Eugenia jambolana Lam.), estd extendido en la India, Ceylon, Malasia y
Australia, sus semillas son usadas por personas de las aldeas para tratar enfermedades
causadas por patdgenos bacterianos, fungicos o virales; en un estudio, los extractos
metanolicos exhibieron MBC (concentraciéon minima bactericida) de 500 pg/ml, mientras los
extractos acuosos mostraron valores de MBC de alrededor de 250 a 500 ug/mi, para

diversos microorganismos .

Los conservadores quimicos tales como el sorbato de potasio y benzoato de sodio
han sido usados para extender la vida de anaquel de los alimentos, sin embargo, el uso de
astos conservadores puede causar brotes de alergias o efectos secundarios en los
consumidores si ellos consumen mas de cierta cantidad en sus alimentos **. Para
desestabilizar la capa de lipopolisacaridos de la membrana exterior de las bacterias Gram(-),
ha sido propuesto el uso de diversos agentes quelantes tales como el EDTA y otras
substancias, desafortunadamente esos agentes que causan la permeabilizacién de la
membrana exterior a menudo son muy téxicos para ser usados como Ingredientes de
alimentos; el 4cido citico como agente quelante parece ser mas Iinteresante para la
desestabilizaclon de la membrana externa de estos microorganismos ademas de la
homogenizacion a alta presion en pfoductos alimenticios (usada fracuentemente en lacteos),
sin implicaclones de seguridad ©*.

SANITIZANTES

Los sanitizantes se clasifican an:
1. Compuestos que liberan cloro.
2. Compuestos de amonio cuaternario.
3. Yodéforos.
4. Compuestos anfoteros.

5. Compuestos que liberan oxigeno ',

El cloro es en varias formas el sanitizante quimico mas ampliamente usado en la

(38)

industria de alimentos™’, se elige para su uso en equipo en muchas instalaciones de
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procesado de alimentos*”. En general, los organoclorados son bactericidas que actian mas
lentamente que las formas organicas, pero ellos ofrecen la ventaja de estabilidad y son
relativamente menos irritantes para el personal y menos corrosivos para el equipo; el cloro y
los sanitizantes anionicos generalmente remueven los biofilms mejor que el iodo, y los
compuestos de amonio cuaterario (QAC). El rango de microorganismos eliminados o
inhibidos por compuestos basados en cloro es probablemente mas extenso que cualquier

otro agente aprobado 2.

En procesos de sanitizacion, en la industria de alimentos, ha sido usada una amplia
variedad de compuestos quimicos, muchos de los cuales son QAC®, estos agentes
especialmente dedicados a bacterias Gram (+) son moléculas catidnicas hidrofllicas, ya que
la superficie bacteriana es hidrofilica y cargada negativamente, los QAC pueden penetrar la
pared asl como romper la membrana citoplasmica de las células suspendidas libremente;
pero respecto a bioflms, las bacterias adheridas actdan como un escudo y reducen la
accesibilidad de células adherentes presentes en la superficie del blofilm, por otro lado, son
confrontados con el glicocalix desarrollado por células en este modo de crecimiento; esta
matriz puede actuar como una barrera polianidnica funcionando como una rasina
Intercambladora de iones capaz de ligar un muy amplio nimero de moléculas obstacullzando

el acceso de el sanitizante a la membrana celular (19,

Con el propésito de desamollar nuevos desinfectantes y antisépticos, se sintetizaron
tres diferentes series de sales cuaternarias de imidazolium y pyrrolidinonium mismas que
fueron enfrentadas contra Salmonella typhimurium entre otras. La eficiencia antimicroblana
fue medida por la Inhibicién del crecimiento de bacterias y mohos expresada como valores
de concentracibn minima inhibltoria, dando buenos resultados las series de sales de
imidazolium contra las bacterias y mohos examinados. Adn cuando los QAC son muy usados
por amplio espectro de actividad biocida, sus aplicaciones directas a algunos campos
altamente demandantes, como lo es la industria de alimentos, ha sido limitada por sl

descubrimiento del fenémeno de resistencia microbiana contra este tipo de biocidas .
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CITROL-K
Citrol-K @s un producto de origen natural, no toxico elaborado a partir de los extractos

de semilla de toronja, de naranja y de limdn; es biodegradable, cuenta con un amplio

espectro de actividad contra diversos microorganismos patdgenos y alterantes, causantes de

muchas enfermedades y de la descomposicion de los alimentos. Ademas es una buena

opcidn para evitar el empleo de sanitizantes que son dafinos a la salud y de efactos

negativos al medio ambiente, siendo también un antioxidante efectivo por su contenido de

acido ascorbico. Exhibe un amplio poder residual pero sin dejar trazas de sustancias toxicas

en las superficies tratadas con él. Con respecto a la toxicidad, el DLsg via oral de Citrol-K es

de 5000 mg/kg. de peso, y la toxicldad crénica es 2500 mg/kg. de peso en rata

(42)

La composicion de Extractos citricos es:

Aminoacidos, Bases nitrogenadas

Acidos grasos, Acidos organicos

Carbohidratos

Aldehidos : citral, aldehido cinamico

Fenoles simples; eugenol, timol

Terpenos: limoneno, pineno

Esteres: acetato de linalil y acetato de geraniol

Bioflavonoides; compuestos polifendlicos encontrados en frutas y hortalizas, los

cuales tienen actividad bioldgica “?,

Bioflavonoides encontrados en las frutas y hortalizas:

Narangina
Neoesperidina
Hesparidina

Poncirina

Quercentina (glicdsido)

Apigenina (glicosido) “2)
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El mecanismo de accion del antimicrobiano Citrol-K es mediante la modificacidon de la

permeabilidad de la membrana celular con los siguientes efectos irreversibles:

Vertido citoplasmatico
Inhibicion de transporte activo

Alteracion de la cadena respiratoria %,

Formas de aplicacién como sanitizante:

Aspersion
Inmersion
Nebulizacién
Recirculacién
Cepillado 2.

Propiedades técnicas:

Estable en diferentes condiciones de manejo y procesamiento.

Inerte a los alimentos en los que se incorpora.

No corrosivo y no toxico.

No modifica las caracteristicas sensoriales de los productos.

Completamente miscible con el agua, en cualquier proporcién.

Compatible con otros aditivos empleados rutinariamente en la industria de los
allmentos y bebidas.

Tiene un pH 4cido y funclona tanto en el rango &cido como en el alcalino, por lo que
su actividad conservadora no depende del pH del medio, a diferencia de otros
productos.

Manejo facil y seguro.

Puede utllizarse como sanitizante de superficies en los programas rutinarios de
limpieza y sanitizacién; tamblén en la sanitizacidn de las manos del personal que
interviene en la elaboracién de los productos alimenticios.

Para su uso como sanitizante el tiempo de contacto recomendado es 20 min. 2.




Propledades Microbloldgicas:

+ Amplio espectro de eficacia.

* Tiene un gran poder bactericida y fungicida, aun en dosis pequefas, desplegando
una gran efectividad contra microrganismos Gram (+), Gram (-) y Mohos.

» No es degradado por los microorganismos.

 Inhibe la formacién de micotoxinas.

. . . 4
* Su empleo continuo no conduce a problemas de resistencia “2.

Propiedades Fisiologicas:
» Inocuo a seres humanos, animales y plantas

* No causa problemas de toxicidad por ninguna via 2.

Por sus propiedades de inocuidad, seguridad y efectividad, tiene una amplia gama de
posibilidades de uso en diferentes sectores de la produccién y de los servicios, por ejemplo :
Industrias de productos camicos, lacteos, del mar, congelados, derivados de frutas,
verduras y hortalizas, conservas y enlatados, cervezas, vinos y licores, refrescos, jugos y
bebidas, agua purificada, harinas, pastas y similares, dulces, chocolates y golosinas,
alimentos balanceados, servicios de comedor y serviclos de transporte 7.

3.6 RESISTENCIA MICROBIANA
3. 6.1 ESTRES AMBIENTAL

Los microorganismos pueden desarrollar resistencia a tratamientos de procesado de
alimentos . En la naturaleza, L. monocytogenss tal vez este sujeto a varios estrés
amblentales, tales como alta y baja temperatura, condiciones acidas, oxidativas y hambre!"®),
esto puede inducir respuestas de estrés-adaptativo o protector, estos, son percibidos por los
microorganismos como sefales para la expresion de factores de virulencia los cuales les
ayudan a incrementar la supervivencia. Por ejemplo, incubando un microorganismo a una
alta temperatura pero sub-letal va a inducir la llamada respuesta de shock-térmico o de
adaptacion, la resistencia de L. monocytogenes a la temperatura u otros factores letales
puede ser incrementada en gran medida por esta respuesta; la adaptacion ocurre en todas
las bacterias, incluyendo este patégeno 7.
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Los indculos cultivados a temperaturas bajas proporcionan células que tienen una
termorresistencla reducida, esta se incrementa por el crecimiento previo a temperaturas
relativamente elevadas, por concentraciones altas de solutos o un pH de crecimiento
subdptimo “®, L. monocytogenes presenta éstas caracteristicas, ella responde sintetizando
nuevas proteinas, llamadas proteinas de shock térmico (HSPs). La termotolerancia inducida
por el shock térmico es transitoria y no hereditaria por lo que se le llama adquirida y su
magnitud es también afectada por el ritmo y la duracién de calentamiento, el estado
fisioldgico de las células bacterianas y el método usado para recobrarlas. Condiciones
similares al shock térmico existen en el procesado de alimentos, el calentamiento 6
cocinado lento, precalentamiento, agua callente de lavado, proceso térmico suave, y
mantenimiento de alirhentos en bandejas térmicas son algunos ejemplos, también puede
ocurrir durante la pasteurizacion de los productos lacteos en tina o en la produccién de
alimentos procesados refrigerados, ambos incluyen un largo tlempo de calentamiento 6

enfriamiento “7.

La naturaleza intracelular facultativa de este patdgeno ha permitido a algunos
investigadores especular que las células de, esta bacteria dentro de los leucocitos tal vez
estén parcialmente protegidos de la inactivacion térmica y asl son mas capaces de sobrevivir
pasteurizaclén que las células de la bacteria suspendidas libremente en la leche. Un brote
en 1983 suginé que este microorganismo puede sobrevivir pasteurizacion a alta temperatura
por corto tiempo (HTST), subsecuentes estudios en células suspendidas libremente
mostraron que este tipo de tratamiento térmico es adecuado; sin embargo, los resultados de
Investigaciones en resistencia de esta bacteria a nivel Intracelular, estuvieron en conflicto,
posterlormente, trabajos realizados por la FDA, CDC y la OMS sostienen que este tipo de
pasteurizacién es un proceso seguro 7).

La adaptacion a condiciones acidas puede incrementar la supervivencia de muchos
microorganismos, incluyendo, cuando son expuestos a condiciones &cidas letales, esta
también los protege marcadamente contra una variedad de factores perjudiciales tales como
dosis letales de perdxido de hidrégeno, calor, NaCl, etanol, y ciertos compuestos
hidrofdbicos surfactantes. Ya que la adaptacidon a condiciones acidas incrementa la

resistencia general, incluyendo tolerancia a los acidos, no es sorprendente que células de
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L. monocytogenes adaptadas a condiciones acidas, asl como S. typhimurium y E. coli,
sobravivan mejor en alimentos 4acidos y fermentados que aquellos cultivos no adaptados.
Aunque los acidos organicos débiles y sus sales Inhiben el crecimientos de L.

monocytogenes, esos compuestos aumentan la virulencia de aste patégeno 7.

El tratamiento previo de un microorganismo afecta su comportamiento subsecuente,
por ejemplo, el medio alimenticio. La supervivencia y crecimiento de L. monocytogenes a
bajas temperaturas y en alimentos con alta presién osmotica, es estimulada por la presencia
de ciertos solutos en el medio involucrados en la respuesta al shock osmotico, dichos
solutos, tal vez establlizan las diferentes funciones fisioldgicas Inestables de proteinas
citoplasmaticas u otras estructuras bajo tales condiciones: estos compuestos incluyen
glicina, betaina (trimetilglicina), carnitina (B-hidroxi-y-N-trimetil- aminobutyrate), prolina y K,
slendo glicina la mas efectiva y preferida, los cuales son conocidos como osmoprotectores,
osmolitos o solutos compatibles y usualmente se acumulan en las células microbianas
durante periodos de estrés osmotico. Dichos compuestos pueden existir en alimentos a
niveles medibles, los de origen vegetal son ricos en betaina, mientras que los de origen
animal contlenen colina (el precursor de betaina) y carnitina 7.

3.6.2 RESISTENCIA FRENTE ANTIMICROBIANOS

Los microorganismos deben su existencia ancestral a su habilidad para adaptarse a
los cambios, se ha estimado que el Gltimo ancestro comun de S. lyphi existié hace 15,000-
150,000 afos, durante la fase del cazador humano y antes del desarrollo de la agricultura y
la domesticacién de animales Y, sin embargo, una consecusncia desafortunada de este
proceso, es el desarrollo de resistencia microbiana a los antibidticos, conservadores de
alimentos y sanitizantes. Cuando una poblacién de bacterlas se enfrenta primero a un
compuesto antimicroblano, las células altamente susceptibles son eliminadas, pero las que
ya poseen algun grado de resistencia, o adquieren ésta después (a través de mutacién o
cambio genético), tal vez sobrevivan y proliferen. E| desarrollo de resistencia en patogenos
provenientes de alimentos a agentes antimicroblanos es una preocupacién porque son un
problema global, facilitado por el comercio intemacional de alimentos crudos y procesados,

ademas hay inquietud acerca de el potencial de transferencia de organismos resistentes de
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animales a humanos; también ha surgido resistencia multiple entre bacterias tales como
Salmonella ",

La resistencia microbiana propia a compuestos antimicrobianos puede ser conferida
por caracteristicas estructurales innatas de un microorganismo, tales como una membrana
externa impermeable que resiste la penatracion de antibiéticos. Las bacterias Gram (-) tienen
una capa gruesa de lipopolisacéridos que actia como una barrera para limitar la difusion de
moléculas de antimicrobiano hacia adentro de la célula, mientras que las bacterias Gram (+)
caracteristicamente tlenen substancias lipofilicas en su pared celular que retardan la
penetracion de compuestos antimicroblanos hidrofilicos o catibnicos. Ademas de las
barreras, los microorganismos pueden poseer una variedad de otros mecanismos, por
ejemplo, el organismo tal vez carece de un sistema de trangporte necesario para la
introduccion completa o esta ausente el objeto bioquimico requerido para la fijacion vy
apropiado funcionamiento de el compuesto antimicrobiano, o a través de la produccién de un
Inactivador por un microorganismo susceptible distinto, al respecto, se ha encontrado que
cepas de bacterias Gram(+) y Gram(-) contienen enzimas capaces de desactivar penicilinas,
cefalosporinas y otros antibiéticos: otro método involucra el flujo activo de un compuesto
antimicrobiano de el citoplasma bacteriano, en este proceso, la bacteria resistente sintetiza
una proteina integral de la membrana que impulsa la substancia hacla afuera de la colula,

antes de que ésta tenga la oportunidad de encontrar su objetivo intracelular' ©.

Aun cuando una especie de microorganlsmo es iniclalmente sensible a un agente
antimicrobiano, esta podria adquirir resistencia a través de mutaclén espontanea o a través
de adquisicién de material genético de una bacterla resistente por transferencia de genes.
Dada la rapida adaptacién de las bacterias a nuevos ambisntes, esto suglere que la mayoria

de los cambios genéticos ocurre a través de otros procesos ©,

En un estudio reciente realizado por Kiessling et al., (2002), los cultivos de
Salmonella aislados por los laboratorios de la FDA de productos alimenticios domésticos e
Importados, fueron probadas para resistencia a antibiéticos, aproximadamente 49% de los
aislados fueron resistentes a uno o mas antibiéticos y 10.1% fueron resistentes a tres o mas.

La resistencia de esta bacteria a agentes antimicrobianos es asociada con recombinacion y
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transferencia de genes de resistencia, esto no solo es real para antibidticos, sino para otros

agentes antimicrobianos también; el mar operon, localizado en los cromosomas de
Enterobacteriaceae, es un mecanismo intrinseco de resistencia antimicrobiana, la posicion
del mar es diseminado entre bacterias entéricas, incluyendo E. coli, Salmonella, Shigella,
Klebsiella, Citrobacter, Hafnia, y Enterobacter, y regula la expresién de mas de 60 genes

cromosomales “¥,

Como en el caso de los antlbi6ticos usados para tratamlento, las bacterias pueden
desarrollar resistencia a compuestos antimicrobianos usados para sanltizacién, los mas
usados para propdsitos veterinarios son formaldehido, iodo, compuestos con cloro y sulfato
de cobre. En la industria de allmentos los mas comunmente usados son compuestos
clorados, acidos y alcoholes, la resistencia a compuestos de amonio cuaternario es bien
conocida y diversos genes de rasistencia han sido Identificados en especies bacterianas
Gram (+) y Gram(-). Ademas, varios reportes (Levy 2001, Russell 2001), han expresado que
el uso de conservadores y sanitizantes puede contribuir al desarrollo de resistencla a
antibidticos en las bacterias. Diferentes bacterias aisladas fueron probadas para su
susceptibilidad a sulfato de cobre, cloruro de benzalkonio, peroxido de hidrégeno y
cloroexidina, siendo los aislados de Salmonella, menos susceptibles que los demAs aislados,
esto podria implicar que Salmonella tendria una ventaja sobre esas especies bacterianas en
un ambiente donde son usados esos compuestos; puesto que Salmonella es una bacteria

zoondtica importante, esto podria conducir potencialmente a problemas de salud humana (.

Aunque los sanitizantes son desarrollados para destruir microblos, estos han sido

%) Pueden surgir faciimente buenas

encontrados en soluciones de varios compuestos ¢
condiciones de adaptacion debido a procedimientos inadecuados en las plantas de
procesado, por ejemplo, limpieza insuficiente, enjuagado Inadecuado después de ésta o

concentraclones sub-letales del sanitizante .

3.6.3 RESISTENCIA CONFERIDA POR BIOFILMS
La resistencia también puede ser conferida por la formacién de biofilms en las
superficies de procesado de alimentos como una respuesta de adaptacion para proteger

colonias de la limpieza y sanitizacién ©.
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La adaptacion genética es la pledra angular de la salud y supervivencia y puede
resultar de mutaciones y recombinacién dentro de los genes, la adquisicion de nuevo
material genético, o de la expresién regulada de material genético existente; la flexibilidad en
la expresién de genes de bacterias permite sobrevivir en ambientes con condiciones
cambiando rapidamente, y siendo estas particularments adaptables, han crecido en casi
todo nicho amblental en nuestro planeta. Un ejemplo importante de la adaptacién bacteriana
a traves de expresidn sistematizada de genes. es la habilidad de crecer como parte de una
comunidad envuelta con exopolisacarido referida como un biofilm. La idea que las bacterias
a menudo existen dentro de la naturaleza como biofilms mas que como células Individuales
fiotando libremente fue dada dentro de amplia aceptacién por las ideas dal Dr. J. William
Costerton; el Interés cientifico en el proceso de la formacién de estos ha surgido en anos
recientes y los estudios de genética molecular a este respecto han comenzado a descubrir

las fuerzas que conducen la transicién al modo de existencia como biofllm %

Biofilm, blopelicula o blofouling son términos referidos a adhesién biolégica y
crecimiento en superficies, son definidos como una poblacion bacteriana encerrada en una
matriz, adheridos a una superficie, la cual protege estos organismos fijados; consiste en los
microorganismos y sus substancias poliméricas extracelulares (EPS), usualmente
pollsacaridos, en asociacién con una superficie sélida. El propdsito de su formacion es
proteger los microbios de ambientes hostiles y actuar como una trampa para los nutrientes
@) De acuerdo con ofros autores, es un consorcio funcional de microorganismos

adheridos a una supeificie y embebidos en EPS producidos por el microorganismo %2,

En la naturaleza y en los sistemas de alimentos, los microorganismos son atraldos a
superficles solidas acondicionadas con nutrientes, esto es suficiente para su viabllidad y
crecimiento, dichos microorganismos son depositados en las superficies y mas tarde son
adheridos, crecen y se muitiplican activamente para formar colonlas de células; en este
aspecto, la formacién de polimeros organicos es esencial para la apropiada colonizacian.
Esta masa de células, mas tarde se vuelve suficientemente grande para atrapar escombros
orgénicos e inorganicos, nutrientes y otros microorganismos permitiendo la formacion de un

biofilm microbiano “2.
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Se ha documentado que los microorganismos que colonizan las superficies como
parte de una matriz de biofilm exhiben mayor resistencla a compuestos antimicrobianos, que
células individuales duplicadas en suspension, esto ha sido observado en suparficies que
contactan con los alimentos, implantes medicos e incluso lentes de contacto y os atribuido
en parte a la lenta difusion de los antimicrobianos a través de la matriz de biofilm®. La
formacion de biofilms causa problemas en muchas industrias, son de particular interés en
sistemas de distribucion de agua de desecho, y en procesos de industrias de alimentos, a
menudo son encontrados en grietas, esquinas, juntas, uniones y rajaduras o en las
terminaciones muertas en los sistemas de tuberias, por esto, la limpleza y sanitizacién son
importantes para evitar la acumulacion de microorganismos; los que son formados dentro de
las tuberias, pueden provocar una reduccion del flujo a través de ellas, disminuir la
transmision de calor, contaminar el producto y corroer las lineas debido a la produccion de
acido por los microorganismos, ademas, cuando un biofilm se despega de una superficie, los

microorganismos individuales son diseminados facilmente ©,

Los microbios pueden ser divididos en dos grupos de acuerdo a su fase de
crecimiento: suspendidas libremente (planktonic) o fijadas (sesslle). En el estado libre, los
microbios viven como organismos indlviduales flotando libremente mientras que en la fase
fijada, ellos estan adheridos a una superficie, funcionando como una comunidad integrada y
encerrada. Los microorganismos prefieren vivir como organismos fllados porque ellos seran
protegidos de agentes antimicroblanos®, 1a formacion de un biofilm ocurre virtualmente en
cualquier superficie sumergida en cualquier ambiente en donde la bacteria esta presente, y

(22)

los nutrientes son abundantes™“’, es un fenémeno que ocurre tanto en ambientes naturales

(17)

como en los creados por el hombre Yy pueden ser formados por todo tipo de

microorganismos, incluyendo alterantes y patdgenos, bajo condiciones satisfactorias 2.

Antes de la colonizacion bacteriana la superficie se acondiciona o prepara
absorblendo moléculas organicas ', éstas y los microorganismos son transportados a la
superficie por difusién o en algunos casos por un flujo turbulento de liquido. La acumulacién
de moléculas en la interfase sdlido-liquido en superficles que contactan con alimentos
(comuanmente referidos como film de acondicionamiento) conduce a concentraciones mas

altas de nutrientes comparadas con la fase fluida. La transferencia de nutrientes es también
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mas rapida en un biofilm que para las células bacterianas en fase acuosa. Este incremento
en el nivel de nutrientes favorece la formacién de biofilm y es también dependiente de el tipo

de cultivos competitivos asociados con el biofilm 2259,

El acondicionamiento altera las propiedades fisico-quimicas de la superficie tales
como energia libre de superficie, cambios en hidrofobicidad y cargas electrostaticas las
cuales pueden afectar. En 1971 Meadows mostré que la albumina es Inhibitoria de algunos
microorganismos mienfras que la caseina y |a gelatina favorece el proceso de adhesién; en
la presencia de proteinas del suero, fue observado segiin Speers and Gilmour (1985), un
incremento _enl la adheslén de diversos microorganismos asociados con leche a superficies
de acero Inoxidable, caucho y vidrio; posteriormente, Al-Makhlafl et al., (1995), encontrd que

la albumina favorece la adhesion de L. monocytogenes a superficies de sllica ?%%®.

El segundo paso en la formacion de biofilms es la adhesién de microorganismos a la
superficie acondicionada, este proceso puede ser activo o pasivo y depende de la motilidad
0 de la transportacién de células libres por gravedad y difusion o fuerzas dinamicas de la
fase fluida circundante. Las propiedades fisicoquimicas de la superficie de la célula
bacteriana son importantes en la determinacién de la adhesion de células durante ésta fase
inicial de fijacion; esta adhesién se lleva a cabo principalmente en dos etapas: una reversible
seguida por una irreversible 2.

Los microorganismos se adhieren a las superficies gracias a su capa mas externa, el
glicocalix, su principal rol es el proteger a las bacterias adheridas frente a los agentes
antibacterianos pero también juega clerto papel en la captura de otras especies bacterianas

Qa7

que forman una segunda capa de microorganismos ‘'"\. Ademds, durante el complejo

proceso de adhesion, los microorganismos alteran sus fenotipos en respuesta a la

proximidad de la superficie ®®.

Inmediatamente después de la fijacidn inicial de la bacteria a la superficle solida,
comienzan a ocurrir cambios en la regulacion de genes, esto sugiere que las células
perciben la superficie sdlida a la cual ellas estan adheridas y que este sistema sensor

provoca una cascada de sefales que pueden llevar a los primeros patrones de expresion de
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genes necesaria para la formacion de biofilms; similar a las células eucariotas, las células
bacterianas poseen sistemas sensores de superficie que inducen sefales intracelulares
suficlentemente intensas para provocar cambios transcripcionales y morfolégicos; los
cambios en la osmolaridad percibida causada por cargas en superficies solidas puede ser

una senal importante para la bacteria para reconocer superficles 30

Una vez que los biofilms son establecidos, son suprimidas la expresiéon de un numero
de adhesinas y factores de motilidad, por lo cual, el rol principal de las adhesinas, pilis y
flagelos es la fijacion iniclal. Cuando las fuentes de nutrientes son agotadas, la bacteria se
separa y se vuelve a suspender en el medio circundante, sugiriendo que la privacion de
nutrientes es lo que provoca que esta se mueva en busca de un mejor habitat. Los biofilms
microbianos son caracterizados en parte por la produccibn de una extensiva red de
exopolisacaridos (EPS), muy hidratados, segun Costerton et al., (1995), su produccién tiene
varias funciones, ademas de la captura de nutrientes, aestas incluyen: facilitacléon de la
adhesion Inicial de la bacteria a la superficie; formacién y mantenimiento de microcolonias y
estructura del biofilm; y resistencla incrementada del biofilm a los estrés ambientales y
agentes antimicrobianos. Los polisacaridos y las fimbrias en las paredes celulares de los
microorganismos pueden formar un puente entre la célula y la superficie que esta slendo

colonizada, la matriz de EPS cambia la carga y la energla libre en la superficle 9.

Para formar un exitoso biofilm los microorganismos fllados tienen que desarrollar los
sistemas de descomposicion para materia organica compleja, los sistemas de
desdoblamiento o desglose son a menudo una -colaboracién entre diversas especias
diferentes. Segin Costerton et al., (1995), la distrbucién de las células vivientes, sus
agregados celulares, sus polimeros extracelulares y sus canales de agua varian
constantements, la arquitectura es especie-especifica para cultivos simples y substrato-
especifica para multi-cultivos; en biofilms heterogéneos la arquitectura es a menudo
imegular, lo cual es una consecuencla de los diferente patrones de crecimlento y adherencia

de los microorganismos ©%.

Las especies de la colonizacion Inicial pueden estimular
potencialmente la colonizacion de especies que sean fisiologicamente compatibles, mientras
inhiben la adhesion de otras. Los biofilms formados por mezcla de especies son a menudo

mas gruesos y mas estables que los monoespecles @2,
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Las interacciones débiles iniciales desarrolladas entre las células bacterlanas y el

substrato son referidas como adhesidn reversible, las fuerzas de interaccién que Influencian
son las fuerzas de atraccidn de Van der Walls, fuerzas electrostaticas e interacciones
hidrofébicas. La adhesion irreversible de células es el paso préximo crucial en el desarrollo
de un biofilm, las fuerzas repulsivas princlpalmente pravienen a las células bacterianas en la
preparacion de un contacto directo con la superficie, sin embargo el contacto ocurre debido a
la produccion de accesorios de superficie por la bacteria tales como flagelos, fimbrias, pili y
los exopolisacardos. En la adheslén irreversible varlas fuerzas involucradas incluyen,
interacciones dipolo-dipolo, enlaces hidrégeno, i6nicos y covalentes e Interacciones
hidrofébicas. Los polimeros forman un puente entre la célula bacterlana y el substrato y esto
permite la asociacién irreversible con la superficle, en este proceso, la remocion de las

células requiere fuerzas mas poderosas o drasticas tales como fregado o raspado 2.

Los microorganismos dentro de un blofllm no estan uniformemente distribuidos, ellos
crecen en microcolonias encerradas en la matriz esparcidas dentro de canales altamente

permeables al agua (82)

. Se ha encontrado que las células flladas profundamente en un
biofilm reciben menos oxigeno y menos nutrientes que las células en suspensién, en
respuesta a esta condicion de hambre, algunas células enterradas exhiben una fisiologla
alterada, incluyendo una disminuclén significativa en el ritmo de crecimiento, haciéndolas

mas resistentes a los agentes antimicroblanos .

Avances recientes en la tecnologlia han permitido visualizar la heterogensidad de los
bioflims; ésta ha sido mostrada mediante sintesis de proteinas y actividad respiratoria,
mientras contenido de DNA permanece relativamente constante, también por métodos de
tincion para Identificar regiones de biofilms que contenian células creciendo répida y
lentamente basado en su contenido relativo de DNA-RNA. Recientemente se ha sugerido,
que el ritmo de crecimiento lento de algunas células no es unicamente debido a la limitacién
de nutrientes, se debe ademas a una respuesta general de estrés Iniclada por el crecimlento
dentro de un biofilm, provocando cambios fisiolégicos que actuan para proteger la célula de
varios estrés ambientales. El regulador central de esta respuesta es el alterno ofactor RpoS,
originalmente se pens6 que es expresado solo en fase estacionaria, no obstante, estudios

recientes sugieren que este factor es inducido por una densidad de células alta y que las
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células creciendo a esas densidades altas parecen haber experimentado la respuesta

general de estrés®™®,

Se ha encontrado que las limitaciones de difusién impartidas por la estructura de
biofilm provocan variaciones locales de disponibilidad de nutrientes, pH, y tensién de
oxigeno, por lo que las bacterias dentro son heterogéneas con respacto a la expresién de
genes; los miembros de biofilms mixtos tienen requerimientos diferentes y desarrollan
funclones metabdlicas distintas haciendo comensalismo, la heterogeneidad dentro de
biofiims puede dar como resultado una division de tipos de labores e incrementar fa
eficlencia metabdlica de la poblacion como un conjunto. Se cree que tal divisidn de labor es
regulada coordinadamente a través de comunicacldn intercelular, las sefales autoinductoras
son moléculas pequeiias, generalmente homoserine lactones en Gram (-) y péptidos en
Gram (+), que son liberados por las bacterias y los cuales cuando se presentan en una
concentracion critica, van a inducir la expresién de ciertos genes; ha sido sugerido que el rol
biolégicamente mas significativo de las sefiales de autoinduccion es transmitir informacion a
la célula bacteriana acerca de los ritmos de difusion locales. Un ejemplo es la secrecion de

una proteasa requerida para degradar proteinas exdgenas que se induce al haber una

difusion reducida, permitiéndole esto beneficlar a la bacteria al poder disponer de

aminoécidos en sus inmediaciones, situacion que no se presenta an condiciones da alta
difusién 9, '

La evidencia experimental de modelado matematico sostiene que la bacteria puede
exhibir comportamiento altruista o desinteresado, mientras esto puede parecer que desafia
las reglas de supervivencia del mas capacitado, los modelos indican que el comportamiento
no egoista en habitantes de un biofllm puede incrementar el rendimiento de crecimiento
global. Se ha sugerido que la muerte programada de células puede ocurrir dentro de una
comunidad de biofilm, una racionalizacion de comportamiento altruista en bacterlas es que
ésta reduce la carga metabdlica e incrementa la disponibilidad de nutrientes para los

sobrevivientes 0.

Ha sido mostrado que los microorganismos adheridos al substrato y crecidos dentro

de un biofilm son mas resistentes a los antibléticos y sanitizantes, que las células
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suspendidas libremente, ésta depende de su actividad metabdlica, la condicion de la matriz

de EPS, el substrato y las condiciones de crecimiento e incrementa con la edad del biofilm
por esto es importante eliminar su formacién rdpidamente. Los microorganismos creciendo
en un biofilm se rodean ellos mismos con substancias poliméricas extracelulares (EPS) y de

una estructura multicelular compleja 2,

La resistencia a los biocidas puede ocurrir cuando una célula desarmolla permeabilidad
reducida (tal como una capa exterior de mucopolisacarido dentro de un biofilm), hay alguna
evidencla que la adqulslcig’m de un plasmido pudiera ser rasponsable de los cambios en la
anvoltura CB|L-I|8I' lo cual da subsecuentemente a la bacteria menos susceptibilidad a los
antimicrobianos; en una investigacion se observaron camblos en la composlcidn lipidica de
la membrana de L. monocytogenses que confieren resistencia a antimicrobianos previamente
ofectivos, para este caso, fue sugerida una presunta estructura lipidica alterada de
diferentes proporciones de acidos grasos como la causa de incrementos observados en
resistencia a conservadores tipo parabenos; el material capsular podria tamblén facllitar la
adsorclon de agentes antimicrobianos, previniendo asl su penetraclén al citoplasma. Por lo
tanto, podria ser esperado que un biofim donde el material capsular es un componente
Integral, proporcione células con protecclén contra sanitlzantes . Cuando las células
existen en un biofilm, se pueden volver 10-1000 veces mas resistentes a los efectos de
agentes antimicroblanos ""**; las bacterias adheridas no sélo prasentan mayor resistencia a

los biocldas, también muestran una mayor resistencla al termotratamiento 7.

Es dificil remover los biofilms por limpleza normal, ademas de proteger a los
microorganismos de agentes sanitizantes, a menudo sirven como una fuente de
recontaminaclon para los alimentos procesados ®", Cuando un cultivo celular bacteriano
comienza a carecer de un nutriente particular, esto reduce su crecimiento, la transicién de
crecimiento exponencial a lento es generalmente acompafiada por un incremento en la
resistencia a antimicroblanos, esto ha sido observado en biofilms maduros. Debido a que las
celulas creciendo en biofilms estan expuestas a experimentar alguna forma de limitacion de
nutrientes, ha sido sugerido que este cambio fislologico puede explicar su resistencia a los
agentes antimicroblanos. Otros determinantes diferentes al ritmo de crecimiento son

responsables de un cierto nivel de resistencia, trabajos reclentes han Indicado que la
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induccion de una respuesta de estrés rpoS - transmitido podria contribuir a la resistencia a

los antimicrobianos. Finalmente las bacterias crecidas en biofilms podrian desarrollar un
fenotipo biocida-resistente espacifico para el biofilm; debido a la naturaleza heterogénea de
este, es probable que haya mecanismos de resistencla moltiple trabajando dentro de uno
solo. Investigaciones recientes han comenzado a aclarar cémo Y por qué las comunidades

microbianas adheridas a superficies desarrollan resistencia a agentes antimicrobianos .

Métodos en microscopia para el estudio de biofilms:

» Microscopio elactrénico de barrido.

+ Microscopio epifluorescente.

« Microscopio de fuerza atémica.

« Microscopio electrénico de barrido ambiental (ESEM), para la cuantificacién.

 Confocal scanning laser microscopy (CSLM), para obtener informacién con
profundidad-selectiva de la estructura tridimensional en un biofilm.

« Metodo copla-reproduccidn usando un materlal de impresion de polivinil siloxane
hidrofilico.

» Modelos de automatizaclén celular 22,

Hay algunas limitaciones que surgen durante el muestreo de biofilms, las ranuras,
grietas terminaclones muertas, partes de corrosion, etc., son algunas de las areas donde los
blofilms pueden crecer y son dificiles de accesar, de este modo, el muestreo de tales areas
se convierte mas dificil. Ademds, algunas de las bacterias en biofilms en las superficies en
alimentos y ambientes lacteos estan sujetas a varios estrés tales como hambre, quimicos,
calor, frio y desecacion las cuales dafian a la célula y las hacen no cultivables, sin embargo
€n una revision reciente, S. fyphimurium viablae pero no cultivable expuesta a tratamiento
con cloro fue enumerada satisfactoriamente mediante el empleo del procedimiento direct
viable count (DVC) en combinacidn con una técnica de anticuerpo fluorescente

indirecto?252,

El serio y penetrante impacto de los biofilms bacterianos ha inspirade a muchos
cientificos a investigar los mecanismos regulatorios detras de su formacién y disolucién. Un

ndmero de genes dirigidos asi como estudios basados en proteomica y genomica global han
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permitido la identificacion de genes asociados con su desarrollo, sin embargo, separar los
(30)

roles de todos estos genes es una prueba compleja

Por investigaciones realizadas con diversas cepas de L. monocytogenss, se sabe que
la estructura caracteristica de los biofilms formados por este patégeno es en forma de
“panal”; esta estructura es diferente a la elaborada por Staphylococcus spp. en forma de
hongo, y es probablemente mas similar a la de Streptococcus mutans en la cual se ha

descrito una estructura en forma de esponja porosa @n,

En una Investigacién, 13 de la
cepas de esta bacteria fueron capaces de formar biofims dentro de 24 horas ®?. La
temperatura y Ié humedad afectan la supervivencia de esta bacteria en superficies, se ha
observado un incremento a 5-6 °C mas que a 25°C y en cuanto a la humedad relativa, los

resultados han variado'"”

. Los residuos de materia orgénica en las superficies también
afectan dicha supervivencia, por ejomplo los residuos de leche, la incrementan en acero
inoxidable y caucho; sin embargo no sucede lo mismo con el suero de queso cottage como

residuo®”

. Algunos microorganismos como Pseudomonas fragi alteran la adhesion de L.
monocytogenes a las superficles encontrdndose en algunas investigaciones que la

incrementa y en otras, que la minimiza **47,

Frecuentemente se propone que el materal orgdnico principal reconocido por la
bacterla es proteico, a este respecto, se cree que la modificacién de la superficle con
cadenas poliméricas hidratadas provee una barrera que minimiza o previene interacciones
entre materia organica y bacterlas, debido a esto, Wei et al, (2003) realizé6 una
investigacion, en la cual superficies de acero inoxidable fueron modificadas con una capa de
polistilenglicol con el propdsito de prevenir absorclén de proteinas y adhesién bacteriana, el
tratamiento aplicado en esta investigacién fue capaz de prevenir adhesion de proteinas, pero
no tuvo efecto en reducir la adhesién bacteriana, indicando que en la ausencia de una capa
absorbida de proteinas, los microorganismos parecen ser oportunistas y usar ofros

mecanismos como medidas para colonizar superﬁcies‘w).
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5. METOLOLOGIA

5.1 CEPAS EMPLEADAS

Las cepas Listeria monocytogenes y Salmonella typhi fueron proporcionadas por el
cepario del Laboeratorio de Bacteriologia ubicado la Unidad de Posgrado de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitidn, Campo No. 1, UNAM. Las cepas fueron subcultivadas en
agar BHI  (Infusion cerebro corazén, Difco) y agar SS (Salmonella-Shigella, Bioxon)

respectivamente, por 24 horas a 37°C.

5.2 SUPERFICIES EMPLEADAS

Las superficies empleadas fueron de acero inoxidable, plastico y madera, con areas
de 16 cm’. Antes de cada experimentacion fueron lavadas, enjuagadas con agua potable,
posteriormente fueron sumergidas en solucién de cloro (100 ppm) durante 6 horas y
nuevamente enjuagadas con agua potable; después se sometleron a una segunda inmersién
en agua potable durante 6 horas (haclendo recamblos de agua cada 2 h) y finalmente fueron

esterilizadas en autoclave por 30 minutos a 121°C.
5.3 ANTIMICROBIANO EMPLEADO

El antimicroblano empleado (Citrol-k) fue proporcionado por la emprasa PL
CORPORACION, S.A. DE C.V.
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5.4 PREPARACION DEL INOCULO DE LOS MICROORGANISMOS DE PRUEBA.

Para la preparacién del indculo del microorganismo de prueba, se empled un cultivo
de Listeria monocytogenes o Salmonella typhi fresco para lo cual fueron sembradas en un
tubo que contenia 5 ml de caldo (BHI) y se incubé en estufa a 37°C durante 24 horas. La
concentracion del indculo fue determinada mediante un conteo en placas de agar BHI
utilizando dilucionaes decimales con soluclén salina para L. monocytogenes y agar S.5. para
S. typhi , las placas fueron incubadas a 37°C. Se obtuvieron las medias de los conteos (X)y
se aplico el andlisis de varianza para obtener la desviacién estandar (S) y el coeficiente de
variacion (CV).

5.5 COMPORTAMIENTO in vitro DE CITROL-K FRENTE A Listeria monocytogenes vy
Salmonella typhi.

Se enfrentaron cinco concentraciones del antimicrobiano (0.04, 0.02, 0.01, 0.005
.0.0025 % ) contra seis diluclones de los microorganismo de prueba, por separado (1/10,
1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000, 1/1000000) en volimenes de 4 ml de caldo BHI, y el
control formado por caldo inoculado con el microorganismo de prueba sin antimicrobiano
(como se muestra en la Tabla 3), se Incubaron en estufa durante un periodo de 7 dias en
caldo BHI a una temperatura de 37°C (para favorecer la reactivacién de aquellas bacterias
que hubieran sido solamente lesionadas por el producto). Se tomaron muestras de 50 ul a
las 24 horas y 7 dias para enumerar las células cultivables en placas con agar BHI y SS
respectlvamente; el experimento tuvo 5 repeticiones en eventos independientes vy los

resultados fueron obtenidos por triplicado después de 48 horas de incubacién a 37°C.
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Tabla 3. EFECTO INHIBITORIO DEL ANTIMICROBIANO EN CALDO

Dilucion [%] Antimicrobiano

Bacterlana | [0.04] | [0.02] | [0.01] | [0.005] |[0.0025]] control
107
10 <.
107
107~
10-°
107

5.6 ACTIVIDAD BACTERICIDA DE CITROL-K FRENTE A Listerla monocytogenes y
Salmonella typhl EN ACERO INOXIDABLE, PLASTICO Y MADERA.

Para la presente actividad se prepararon los indculos de los microorganismos de

prueba de la misma manera ya descrita en el punto 5.4.

Se usaron indculos de 100ul de L. monocytogenas 6 S. typhi en caldo BHI, para
contaminar las diferentes superficies: acero inoxidable, plastico y madera, se dejaron secar 1
hora; posterlormente se agregaron las soluciones (1 ml para acero Inoxidable 6 plastico y 3
ml para madera) con las diferentes concentraciones del antimicrobiano (1.0, 0.5, 0.1, 0.07,
0.04%) y sus respectivos controles (positivo: superficle contamlnada a la cual se le agregod
agua esteril y negativo: superficie estéril), dejandolas actuar por el tlempo que recomienda
el fabricante (15 minutos). Posteriormente fue retirado el sobrante de solucién con
antimicrobiano por decantado y se realizd una inmersion de la superficie en 100 mi de caldo
BHI contenidos en bolsa ziploc, del cual se tomaron muestras de 50ul para detectar las
células viables del microorganismo de prueba sembrandolas en placas con agar BHI para L.

monocytogenes y agar SS para Salmonella typhi previamente reactivadas 15 minutos a
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temperatura ambiente y después de 24 y 48 horas de incubacion en estufa a 37°C (para

favorecer la reactivacion de aquellas bacterias que se hubieran lesionado por el producto).
El experimento fue desamollado cinco veces en eventos independientes y los resultados

fueron obtenidos por triplicado después de 48 horas de incubacion a 37°C.

5.7 EFECTIVIDAD DE CITROL-K COMO CONSERVADOR EN QUESO PANELA FRENTE
A L. monocytogenes y S. typhl.

La preparacion del los inéculos de los microorganismos de prueba se realizé como se

indicd anteriormente en el punto 5.4.

Se elaboraron 36 quesos panela como se muestra en el Diagrama 1, agregando
después de la pasteurizacién un indculo con una concentracién conocida de bacteria; se
emplearon 5 concentraciones del antimicroblano (1.0, 0.50, 0.10, 0.04, 0.02%), al cual fue
adicionado antes del cuajado'(experimento 1) 0 antes del salado (experimento 2), los quesos
control solo fueron contaminados con la bacteria de prusba, y no se les adicioné el
antimicroblano. Los quesos obtenidos se refrigeraron durante 24 hrs, transcurrido este
tiempo, se realizd la deteccion del microorganismo de prueba, para lo cual se agregaron 25
gr de muestra en 225 ml de solucion salina, de esta se tomaron 50 ul para sembrarlos en
placas con agar BHI en el caso de L. monocytogenes y en placas con agar SS para S. typhi ,
en ambos casos, las placas se incubaron en estufa a 37°C por 48 horas. Los 2

experimentos tuvieron 3 repeticiones y los resultados fueron obtenidos por triplicado.
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Dlagrama 1. ELABORACION DE QUESO PANELA

LECHE FRESCA (250 ml) |Grasa 3.3%, acidez 16 °D

PASTEURIZACION RAPIDA | Pasteurizador de placas: 72°C / 15 seg.
A 38°C, y adicién de 0.2 ml da CaCl/lt de
CALENTAMIENTO lache y el Inéculo bacteriano.
v
CUAJADO Con 0.2 mi de cuajo /It de leche, t=30 min.
¢
CORTE Fino
'
AGITACION Suave (t= 5 min.); Rapida (t=10 min.)
'
REPOSO |5 min.
DESUERADO Parcial (Suero a nivel de la cuajada)

SALADO Y AGITACION 8 g de sallt de leche, t=5 min.

¥

MOLDEADO Y ESCURRIDO ]En moldes de metal; t= 1 hora

¢

ALMACENAMIENTO T9= 4 °C; t= 24 horas.
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5.8 COMPORTAMIENTO DE CITROL-K FRENTE A Listerla monocytogenes vy
Salmonelia typhi EN LECHE.

Se prepararon los indculos de los microorganismos de prueba de la misma manera ya

descrita en el punto 5.4.

EFECTO INHIBITORIO DEL ANTIMICROBIANO EN LECHE

Se enfrantaron cinco concentraciones de Citrol-k (1.0, 0.50, 0.10, 0.04, 0.02%) v el
control (leche pasteurizada inoculada con el microorganismo de prueba, sin antimicroblano)
contra seis dlluciones de Listeria monocytogenes o Salmonella lyphi en volimenes de 4 ml
de leche pasteurizada, como se muestra en la Tabla 3; se incubaron en estufa durante 24
horas a una temperatura de 37°C (para favorecer la reactivacién de aquellas bacterias que
hubleran sido lesionadas por el producto). Se tormaron muestras de 50 pl después de 24 y 48
horas para detectar las células viables sembrandolas en placas con agar BHI y agar SS
respectivamente. El exparimento fue desarrollado cinco veces en eventos iIndependientes y

los resultados fueron obtenidos por triplicado después de 48 horas de Incubacién a 37°C.

5.9 CAPACIDAD CONSERVADORA DE CITROL-K FRENTE A MOHOS APLICADO
SUPERFICIALMENTE A QUESO MANCHEGO.

INHIBICION DE MOHOS EN SUPERFICIES DE QUESO MANCHEGO

Se elaboraron 25 quesos manchego, siguiendo los pasos que se presentan en el
Diagrama 2; después de la etapa del prensado y de haberle retlrado el molde y la tela, les
fueron aplicadas las soluciones con diferentes concentraciones de Citrol-k por inmersion
(1.0, 0.50, 0.10, 0.02%) y el control (qQueso manchego el cual no fue sumergido en solucion
con antimicrobiano), los quesos fueron almacenados en una cdmara de maduracion por 5
semanas a una Temperatura de 15 °C, y se les realizaron conteos de Mohos siguiendo la
metodologia de la norma oficial mexicana (NOM-111-SSA1-1994). E| experimento fue
desarrollado cinco veces en eventos independientes, y los resultados fueron obtenidos por
triplicado.
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Diagrama 2. ELABORACION DE QUESQ MANCHEGO

[ LECHEFRESCA(101t) ]Grasa 3.3%: acidez 16 °D
I

|__PASTEURIZACION RAPIDA | Pasteurizador de placas: 72°C/15 seg.

A 34 °C, y adicién de 0.2% de CaCl/it de
CALENTAMIENTO leche; cultivo lactico; achiote 0.5 mi/10 It de
leche.
I
| CUAJADO | Con 0.2 mi de cuajo/It de leche; t = 30 min.
v
[ CORTE | Fino
v
[ .__AGITACION | Lenta (t=10 min.)
¥
[ REPOSO [t= 5 minutos
v
| AGITACION | Rapida (t=10 minutos)
:
| REPQSO |t= 5 minutos
t DESUERADO | Parcial (Suero a nivel de la cuajada)

| SALADO Y AGITACION | 80 g de sal/10 litros de leche: t= 5 minutos

[ MOLDEADO ] Con manta y aros de acero inoxidable
[ PRE:NSADO —_]t=16-20 horas, T°.= ambiente
| DES+MOLDE |
APLICACION DE Aplicacion del antimicrobiano por inmersion
CI'I;ROL—K (1.0, 0.5, 0.1, 0.02% y control).

[ MADURADO — | T°=10°C; t= 5 semanas.
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6. RESULTADOS

6.1 COMPORTAMIENTO In vitro DE CITROL-K FRENTE A Listeria monocytogenes vy
Salmonella typhi.

La media de la concentracion inicial de los indculos de L. monocytogenes fue de 2.5 x
10" ufc/ml y el de S. typhi fue de 3.09 x 10" ufc/ml, obtenidos del promedio de 5
repeticiones, (Tabla 4). Después de poner en contacto las diferentes concentraciones de
Listeria monocytogenes o Salmonelia typhi y del antimicrobiano durante 24 horas en caldo,
se obtuvo in vitro una MIC de 0.005 y 0.01 % respectivamente donde éste inhibié el 100%
del indculo bacteriano inicial, las concentraciones empleadas del antimicrobiano fueron
establecidas en base a las recomendadas por el fabricante y tuvieron que ser empleadas 3
méas para poder encontrar las MIC; los datos que se muestran en las Tablas 5 y 7, son el
resultado del desarrollo de 5 experimentos, obtenidos por triplicado. Después de 7 dias de
incubacion, los resultados del efecto inhibitorio del antimicrobiano frente a .. monocytogenes
o Salmonella typhi no variaron respecto a los obtenidos con 24 horas de contacto (Tablas 6
y 8). De las cinco repeticiones que sa llavaron a cabo, no hubo ninguna varlacién en cuanto

a los resultados obtenidos para los dos microorganismos de prueba.

Tabla 4. PREPARACION DEL INOCULO DE Listeria monocytogenes y Salmonelia typhi,

No. Listeria monocytogenes Salmonelia typhi
Rapeticidn Indeulo (ufe/mi) InGeulo (ufc/ml)
1 2.33x 10" 3.00x 10"
2 2.40x 10" 3.20x 10™
3 2.80 x 10" 3.40x10™
4 260x10" 3.00 x 10"
5 240x10" 2.86x 10"
X 250x10" 3.09x 10"
S 1.72x10" 1.86 x 10°
CcV 6.88 6.039
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Tabla 5. EFECTO INHIBITORIO DE CITROL-K EN CALDO FRENTE A Listsria
monocytogenes CON UN TIEMPO DE CONTACTO DE 24 hrs.

[] [ %] antimicrobiano
Bacteriana | [0.04] | [0.02] | [0.01] | [0.005] [[ 0.0025]| control
107 - - - - + +
107 T - - - + +
107 - - - - n +
107 - - - - + +
107 - : - _ - "
107 - - _ B B +

Tabla 6. EFECTO INHIBITORIO DE CITROL-K FRENTE A Listeria monocytogenes CON
UN TIEMPO DE CONTACTO DE 7 DIAS.

[1 [%] antimicrobiano
Bacteriana | [0.04] | [0.02] | [0.01] | [0.005] | [0.0025] ] control
107 - - - - + +
10 - - - - + +
10~ - - - - + +
107 - - - - + +
07 - - : - - "
10° - - - e : ¥
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Tabla 7. EFECTO INHIBITORIO DE CITROL-K EN CALDO FRENTE A Salmonella typhi
CON UN TIEMPO DE CONTACTO DE 24 hrs.

[] (%]

antimicrobiano

Bacteriana | [0.04] | [0.02] | [0.01]

[ 0.005]

[0.0025]

control

107 - - -

+

+

107 - - -

+

107 - - -

+

107 - - -

107 - - -

10" - - -

Tabla 8. EFECTO INHIBITORIO DE CITROL-K EN CALDO FRENTE A Salmonella typhi

CON UN TIEMPO DE CONTACTO DE 7 DIAS.

[] [ %]

antimicrobiano

Bacteriana | [0.04] | [0.02) [0.01]

[ 0.005]

[0.0025]

control

107 - - -

+

+

107 - - -

+

107 - - -

+

10~ - - -

107 - - -

107 - - -
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6.2 ACTIVIDAD BACTERICIDA DE CITROL-K FRENTE A Listerla monocytogenes y
Salmonella typhl EN ACERO INOXIDABLE, PLASTICO Y MADERA.

La concentracion inicial para esta etapa de los Indculos de L. monocytogenes y
Salmonella typhi obtenidos del promedio de 5 repeticiones fue de 2.74x 10° ufc/ml y 3.25 x

10° ufc/mi respectivamente (Tabla 9).

En estas pruebas, se utiliz6 la concentracién del antimicrobiano recomendada por el
fabricante (0.04%) y cuatro concentraciones superiores para poder encontrar las MBCs en
los diferentes materiales, en este caso, las dos cepas estudiadas sobre las diferentes
superficies probadas requirieron las mismas concentraclones del antimicrobiano para la
inhibicién total del indculo inicial después de 15 minutos de contacto con el antimicrobiano:
como se puede observar en las Tablas 10, 11 y 12, el materal que requirié menor
concentracion del antimicrobiano para la Inactivacion de las células bacterianas adheridas
fue el acero inoxidable 0.07%; el plastico necesitd una concentracién de 0.5%; y finalmente

la madera con una concentracion de 1.0%.

Por el hecho de no contar con un neutrallzador para el antimicroblano evaluado se
introdujeron las superficies empleadas a una bolsa zlploc que contenia 100 ml de caldo BHI
para favorecer la reactivacion de las células lesionadas por el antimicroblano, y se probaron
tres tiempos de reactivacién del microorganismo de prueba (15 minutos, 24 y 48 h) para una
posible recuperacion de estos. Se emplearon controles negativos para comprobar que los
tratamientos previamente aplicados a los materiales fueran suficientes para la esterilidad de
los mismos, y controles positivos para corroborar que las condiclones empleadas durante la
experimentacion y los tratamientos previamente aplicados a las superficies no afectaban el -

crecimiento de las cepas empleadas (Tablas 10, 11y 12).
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Tabla 9. PREPARACION DEL INOCULO DE Listsria monocytogenes y Salmonella typhi.

No. Listeria monocytogenes Salmonella typhi
Repeticion Indculo (ufe/100pt) In6culo (ufc/100pl)
1 2.46 x 10° 3.40 x 10°
2 2.80x 10° 3.00 x 10°
3 3.00 x 10° 3.20 x 10°
4 2.60 x 10° 3.00 x 10°
5 2.86 x 10° 3.67 x10°
X 274 x10° 3.25x 10°
S 1.90 x 10° 2.54x 10"

cV 6.94 7.82

Tabla 10. INHIBICION DE

INOXIDABLE.
Tiempo de [%]  antimicroblano
m.o. Reactivacion |1 0.10] [ 0.07]|[ 0.04] [control(+) control(-)
Listeria 15 min, (T®amb)| - - - + -
monocytogenas| 24 h (37°C) - - + + -
48 h (37°C) - - + + -
Salmonella | 15 min. (T°amb)| - - - + -
typhi 24 h (37°C) - - + + -
48 h (37°C) - - + + -

Listeria monocytogenes ylo Salmonella lyphi EN ACERO
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Tabla 11. INHIBICION DE Listeria monocytogenes y/o Salmonelia typhi EN PLASTICO.

Tiempo de [%] antimicrobiano

m.o. Reactivacion | [ 1.0] |[0.50]| [ 0.1] [control(+) | control(-)
Listeria 15 min. (T° amb) - - - + -
monocytogenes| 24 h (37°C) - - + + -
48 h (37°C) - - ¥ + :
Salmonella | 15 min. (T° amb) | - - - + -
typhi 24 h (37°C) - - n n .
48 h (37°C) - - + + N

Tabla 12. INHIBICION DE Listeria monocytogenes ylo Salmonella typh!i EN MADERA.

Tiempo de [% ] antimicroblano

m.o. Reactivacion |[ 1.0] ([ 0.50] [[ 0.1] [control(+) |control(-)
Listerla 15 min. (T°amb)| - - - + -
monocytogenes| 24 h (37°C) - o+ + + .
48 h (37°C) - + + + -
Salmonella {15 min. (T° amb)| - - - + -
typhi 24 h (37°C) . + + + -
48 h (37°C) - + + + -
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6.3 EFECTIVIDAD DE CITROL-K COMO CONSERVADOR EN QUESO PANELA FRENTE
A L. monocytogenes y S. typhi.

La concentracion inicial de los indculos de L. monocylogeneas obtenida del promedio
de 3 repeticiones fue 2.13 x 10" ufc/ml y 2.87 x 107; mientras que para S. typhi fueron
obtenidas concentraciones de 2.4 x 10’ y 2.33 x 10" ufc/ml (ver Tabla 13); para ambos
microorganismos, el primero fue utilizado en los experimentos en los cuales se adiclond el
antimicrobiano a la leche (antes de cuajar), y el segundo en los que se adicioné dicho
antimicrobiano a la cuajada. Después de las 24 horas de almacenamiento del queso panela
a 4 °C, se realizaron las detecciones de los microorganismos de prueba, permitiéndole
actuar al antimicroblano durante este periodo de tiempo. Como se puede observar en las
Tablas 14 y 15, el antimicrobiano evaluado no tuvo efecto alguno frente a Listeria
monocytogenes o Salmonella typhi cuando fue adicionado a leche o a la cuajada durante la
elaboracion del queso panela en ninguna de las concentraciones probadas del
antimicrobiano (1.0, 0.50, 0.10, 0.04 y 0.02%), los datos mostrados son el resultado del

desarrollo de tres experimentos.

Tabla 13. PREPARACION DEL INOCULO DE Listeria monocytogenes y Salmonella typhi.

Listeria monocytogenes Salmonella typhi
No., antes de cuajar desbués de cuajar | antes de cuajar | después de cuajar
Rapeticion Inoculo Indculo (ufe/250pl) In6culo Indculo (ufc/250u1)
(ufc/250pl) (ufc/250p1)
1 2.4 x 107 2.8 x 107 26x10" 2.4x10’
2 2.0x 10’ 2.8x10’ 22x10" 2.8x 10’
3 2.0x 10" 3.0x10" 2.4660 x 10° 2.0x 10"
X 213 x10’ 2.87x10" 2.4 x107 2.33x 10"
) 1.88 x 10° 9.42x10° 1.66 x 10° 2.49 x 10°
CV. 8.84 3.29 6.93 10.69
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Tabla 14. EFECTO BACTERIOSTATICO DE CITROL-K EN QUESO PANELA FRENTE A
Listeria monocytogenes APLICADO ANTES O DESPUES DE CUAJAR.

[] [ %] antimicrobiano
Bacteriana [1.0] [0.50] | [0.10] | [0.04] | [0.02] | Control

107 -+ + + + + +
107 . + + + + + +
107 + + + + n :

~10° " n " " 7 "
107 + + + T + "
107 + + + + + +

Tabla 15, EFECTO BACTERIOSTATICO DE CITROL-K EN QUESO PANELA FRENTE A

Salmonella typhi APLICADO ANTES O DESPUES DE CUAJAR.

[1 [%)] antimicrobiano
Bacteriana [1.0] | [0.50] | [0.10] | [0.04} | [0.02) | Control

107 + + + + + +
10 + + n + + n
107 + + + + + +
107 + + n T ; "
10™ + + + T + "
10° + ¥ + + " n
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6.4 COMPORTAMIENTO DE CITROL-K FRENTE A Listeria monocytogenes y
Salmonella typhi EN LECHE

La concentracién inicial del indculo de L. monocytogenes y S. typhi obtenido del
promedio de 3 repeticiones fue de 2.37 x 10° ufc/ml y 2.13 x 107 ufc/ml respectivamente
(Tabla 18). Los datos de Ias Tablas 17 y 18 muestran que el antimicroblano evaluado no tuvo
efecto alguno sobre los microorganismos de pruaba en ninguna de sus concentraciones
empleadas (1.0, 0.5, 0.1, 0.04 y 0.02%) cuando se utilizé leche como substrato y se incubd
durante 24 ¢ 48 horas a 37°C.

Tabla 16. PREPARACION DEL INOCULO DE Listeria monocytogenes y Salmonella typhi.

No. Listeria monocytogenes Salmonella typhi
Repeticion Inoculo (ufc/ml) Indeulo (ufe/mi)

1 2.2667 x 10° 2.0667 x 10°

2 2.4 x10° 2.0x10°

3 22x10° 2.2 x10°

4 2.6x 107 2.0 x 10°

5 24x10° 24 x10°

X 2.37x10° 2.13 x 10°

S 1.37 x 107 1.52x 10"
C.V. 5.78 7.13
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Tabla 17. EFECTO INHIBITORIO DE CITROL-K FRENTE A Listeria monocytogenes EN

LECHE CON UN TIEMPO DE CONTACTO DE 24 Y 48 HORAS.

[] [%] antimicroblano
Bacteriana | [1.0] | [0.50] | [0.10] | [0.04] | [0.02] | control
107 . + + + n T n
10 .+ + + + ¥ +
10" + + n + T "
104 + + + + + +
10-5 + + + + + +
107 + + + ¥ + "

Tabla 18. EFECTO INHIBITORIO DE CITROL-K FRENTE A Salmonella typhi EN LECHE
CON UN TIEMPO DE CONTACTOQ DE 24 Y 48 HORAS.

[) [%]

antimicrobiano

Bacteriana [ 1.0] [050] | [0.10] | [0.04] | [0.02] | control
107 + + + + + +
107 + + + + + +
107 + + + + + +
10° + + + + + +
107 + + + + + +
107" + + + + + +
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6.5 CAPACIDAD CONSERVADORA DE CITROL-K FRENTE A MOHOS APLICADO
SUPERFICIALMENTE A QUESO MANCHEGO.

Las cuatro concentraciones probadas del antimicrobiano (1.0, 0.50, 0.10, y 0.02%)
funcionaron para evitar el crecimiento de Mohos en la superficie de queso manchego. Como
se puede observar en la Tabla 19, los resultados de los conteos realizados a los quesos
después de cinco semanas de maduraciéon, muestran que el control contenla un promedio de
473.33 ufc/gr de queso, mientras que en los quesos Impregnados con el antimicrobiano no
reportaron contaminacion por Mohos. Los datos mostrados en esta tabla son el resultado del

desarrollo de cinco experimentos.

Tabla 19. INHIBICION DE MOHOS EN SUPERFICIES DE QUESO MANCHEGO

Pardmetro | [%] antimicrobiano
[0.02] [ [0.10] [[050]] [1.0] Control
X (ufc/g) - - - - 473.33
S (ufc/g) - - - - 4577
cv - - - - 9.87
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7. DISCUSION

Hay aumento del interés en la industria de alimentos por la presencia y crecimiento de
los patdgenos provenientes de alimentos en las plantas de procesado en las que, estos
microorganismos pueden contaminar facilmente los alimentos, los cuales sirven como
reservorio y permiten la entrada de patégenos al tracto digestivo de los consumidores.
Debido a lo anterior y a la demanda por productos lo méds cercano a lo natural, se han
realizado diversos estudios para valorar el efecto antimicrobiano de substancias obtenidas

de fuentes naturales frente a Listeria monocytogenes y Salmonella typhi entre otras.

En diversas investigaciones realizadas con antimicrobianos de fuentes naturales se
han encontrado que las MICs obtenidas para una misma fuente son diferentes, se cree que
esto se debe a varios factores como es el método de obtencion de dichos
antimicroblanos®”, La metodologia empleada para la obtencion de dichas concentraciones
también influye en la actividad antibacteriana de estos, se sabe que las MIC obtenidas in
vitro por dilucién en agar y zonas de inhibicidn, generalmente son superiores a las obtenidas
por dilucion en caldo, requiréndose asi concentraciones de orégano de 5 y 1%
respectivamente para inactivar L. monocytogenes; en el presente estudio por el método de
dillucién en caldo fueron requeridas concentraciones menores al 0.1% para inactivar L.
monocytogenes o S. tiphy, las cuales son menores a las encontradas por otros autores para

este tipo de antimicrobianos,

Para Listerfa monocytogenes los MICs que se han obtanido de diversos trabajos por el
método de dilucion en caldo son muy variadas: 0.1-1.0% orégano y tomillo, 0.70% clavo,
0.90% salvia, 1.0% romero, 1.4% nuez moscada*”", canela 0.5% “*; 0.20 - 0.27% para a.
hidroxicindmico (a. fenc.’)lico)‘m); 500 pg/ml para citral y carvacrol, 1000 pg/ml para geraniol,
perillaldehyde, linalool, citronellal, terpinelol y eugenol"®. Ademads. salvia al 1.0% disminuyd

®®.  aceite esencial de Picea excelsa, 0.07% inhibi6 10°

5-7 ciclos logaritmicos en 24 horas
ufc/ml, 2-3% fue bactericida contra 10°10" ufc/mI®™; concentraciones > 1% de clavo
redujeron 8 logaritmos después de 7 dias de incubacidn a 35°C " Por el método de
dilucién en agar, la MBC (concentracion minima bactericida) obtenida con el orégano fue de

(13)

5% para L. monocytogenes Respecto a los conservadores, en caldo triptosa, el
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benzoato sédico 0.2-0.3% consigue inhibicién total: proplonato sodico 0.25-0.3%, Ia

inactivacion total y sorbato potasico 0.3%. crecimiento lento?®

. En este trabajo, una
concentracion 0.005% de Citrol-k, inferlor a cualquiera de las anteriormente citadas, redujo
10 ciclos logaritmicos de este patogeno en 24 horas, aunque cabe la posibilidad de que las
células bacterianas hayan permanecido viables pero no cultivables. La actividad de los
antimicrobianos depende en cierta medida, del mecanismo de accién que ejercen éstos y de
las caracteristicas de el microorganismo objetivo, su eficiencia puede diferir para diversas
especies de un mismo género. Se han encontrado, en el caso de Salmonella typhimurium,
los MICs para diferentes productos de origen matural han sido: semilias de Syzygium
jambolanum son 3.1%"; tomillo u orégano 0.12%, lemongrass 6 laurel 0.25%, ajo 4.9%: S.
typhi, Symphutum  officinale 2.9% “*; orégano 5% fue bactericida™; y con Citrolk se
requirio una concentracién de de 0.01% para reducir 9 ciclos logaritmicos de Salmonella

typhi en 24 horas por el método de dilucién en caldo.

Dicha eficlencia tamblén puede variar para cepas diferentes; la pared celular de las
bacterias Gram (+) consiste de multicapa de peptidoglicano asi como 4cidos teicoicos y
protelnas, la envoltura celular de las bacterias Gram (-) comprende una delgada capa de
peptidoglicano, una membrana exterior y una zona periplasmica; la capa de peptidoglicano
no provee proteccion contra quimicos en el amblente, basado en este hecho parece que las
bacterlas Gram (-) son menos dafiadas que las bacterias Gram (+) por agentes microbicidas
tales como los sanitizantes debido a lipopolisacaridos en su membrana exterior®®? esto
podria explicar por que la misma concentracion del antimicrobiano evaluado en este trabajo
fue mas eficiente frente a Listeria monocytogenes, eliminando mayor cantidad de esta
bacteria (10" ufc/ml) con una menor concentracion de Citrol-k (0.005%), comparada con
Salmonella typhi para la cual requirid una concentracién mayor (0.01%) para sliminar menor
cantidad de esta (109 ufc/ml). Estos resultados del comportamiento de las bacterias Gram
(+) y Gram (-) difiere con lo encontrado por Tassou et al., (1995) quienes investigaron el
efecto del aceite esenclal de menta en L. monocylogenes y S. enteritidis en un caldo de
cultivo, y aunque las bacterias Gram (+) son generalmente mas sensibles a los aceltes
esenciales que las bacterias Gram (-), los autores encontraron que L. monocytogenes fue
mas resistente a este aceite esencial que S. enteritidis “”. Pero concuerdan con Delaquis

and Sholberg (1997) quienes obtuvieron una MIC superior para S. typhimurium ATCC
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(0.15%) comparada con L. monocytogenes (0.05%) cuando evaluaron alil isotiocianato ©%
Alzoreky and Nakahara (2003), también obtuvieron MIC superiores para S. infantis
(0.284%), comparada con L. monocytogenes  (0.0165-0.264%) cuando evaluaron
Cinnamomum cassia ‘”; el aceite esencial de cilantro Inhibi6 fuertemente las bacterias Gram

(+) entre ellas L. monocytogenes, pero tuvo poco efecto contra las Gram (-) ',

En cuanto a los sanitizantes que actualmente son utilizados, con respecto a L.
monocytogenes, 0.02% de Ingredientes activos de sanitlzantes anionicos 4cidos 6
compuestos de amonio cuaternario, reducen cinco ciclos logaritmicos; cloro 0.01%, yodo
0.0045%, son efectivos para este patégeno “”; en este trabajo la concentracién necesaria
para reducir 10 ciclos logaritmicos en 24 horas fue comparable al iodo y menor que la de
cloro. En este estudio se encontré que después de 7 dlas de incubaclén en caldo BHI a
37°C, no se presentaron cambios en cuanto a la actividad antimicrobiana de Citrol-k frente a
cualquiera de los patdgenos probados en este estudio ya que no hubo reactivaciéon de los

mismos durante este periodo de tiempo.

Los biofiims microblanos estan atrayendo atencion en diferentes dreas tales como el
campo medico, amblente acudtico e industrias de procesado de alimentos, estos son de
considerable interés en el contexto de la higlene de alimentos®”, diversos estudios se han
enfocado en el potencial de L. monocytogenes y Salmonella para crecer de este modo en
varios tipos de superficies, los resultados han mostrado que estos patdgenos pueden formar
biofilms en superficies que contactan con alimentos y han sido encontradas con este tipo de

crecimiento en el plastico, polipropileno, caucho, acero inoxidabile y vidrio®?2,

Mafu et al. (1990) encontré que L. rmonocytogenes se adhiere a acero inoxidable,
cristal, polipropileno y caucho, después de tiempos cortos de contacto (20-60 min.) a
terperatura ambiente y de refrigeracion, la formacion de material extracelular alrededor de
las células adheridas fue revelado por un SEM (scanning electrén microscopy) después de

60 minutos de incubacién a ambas temperaturas™”

. Con base en estos datos, se establecit
el tiempo en el cual se permitid que los microorganismos de pruaba del presente estudio se
adhirieran a las superficies probadas (acero inoxidable, plastico y madera), y de esta

manera evaluar el sanitizante (Citrol-k) frente a células adheridas, ya que varias pruebas en
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superficie han mostrado que las células de Salmonella y Listeria monocytogenes adheridas a
éstas son mas resistentes que las células en suspension a los sanitizantes tales como el
iodo, cloro y compuestos acidos aniénicos; ademas se ha observado que los desinfectantes
como el acido paracético, cloruro de mercurio y formaldehido han mostrado que no tienen
efecto en biofilms ©102253). |4 pruebas de un método de deteccion basado en microscopia
de laser confocal®, han mostrado que el agente usado para la sanitizacién de superficies

no penetra completamente las células agrupadas.

Los resultados en este estudio concordaron con estos autores ya que mostraron que
las células de S. typhi o L. monocytogenes adheridas a acero inoxidable, plastico o madera
son mas resistentes frente al antimicroblano evaluado que las correspondientes bacterias
suspendidas libremente, debido a que fueron necesaras concentraciones de 007, 05y
1.0% de Citrol-k para la inhibiclén de las células de estos patogenos adheridas a acero
inoxidable, plastico y madera respectivamente en ambas bacterias, aumentando asi 14, 100
y 200 veces la concentracidn del antimicroblano, comparada con la necesarla para inhibir las
celulas suspendidas libremente de L. monocytogenes, lo cual concuerda con lo encontrado
por Chavant et al, (2004), quienes estudiaron los efectos de sanitizantes en la
supervivencla de células de L. monocytogenes suspendidas libremente o adherentes, y
encontraron que, la adicion de BDTA (QAC) reveld una fuerte resistencia para estas
altimas''®.  Frank and Koffi (1980) encontraron que L. monocytogenes fue mas sensible a
benzalconio (QAC) y acido docedilbenzensulfénico cuando estaba suspendida libremanta, el
contacto con ambos sanitizantes (0.01-0.08%) redujo poblaciones de células suspendidas
libremente de 10° ufc/ml a niveles indetectables; en contraste, células individuales adheridas
(10° ufc/cmz) disminuyeron 3-5 logaritmos “”. Lee and Frank (1991) encontrd que la
exposicién a una solucién con 0.02% de cloro residual por 30 segundos disminuyd la
poblacidn de células individuales adheridas de 4.8 unidades logaritmicas, “”.  Mostelier y
Bishop (1993) encontré que 0.02% de cloro fue suficiente para inactivar mas de 5 unidades
Iogaﬂtmicas de celulas de L. monocytogenes; sin embargo, un tratamiento similar fallé para
inactivar 3 unidades logaritmicas de esta bacteria adherida superficies de teflon y caucho”,
Sin embargo en este trabajo se logrd reducir 8 ciclos logaritmicos de esta bacteria adherida a

acero Inoxidable con una concentracion de 0.07% de Citrol-k.
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Con respecto a Salmonella typhi, en este trabajo se encontrd que son necesarlas
concentraclones de 0.7, 0.5 y 1.0% de Citrol-k para reducir 8 ciclos logaritmicos de células
de esta bacteria adheridas a acero inoxidable, plastico y madera respectivamente, por lo que
es necesario aumentar 7, 50 y 100 veces la concentracién de Citrol-k, comparadas con la
concentracion requerida cuando las células de esta bacteria estaban suspendidas libremente
dichos resultados concuerda con los resultados de Joseph et al., (2001), quienes
encontraron que para la inhibicion de células de Saimonella adheridas a superficies de acero
inoxidable, plastico y cemento requirieron aumentar las concentraciones de Cl; o |, 10 veces

0 mas, comparadas a su réplica suspendida libremente ©".

Referente a las superficies probadas en este estudio, se comprobé que los materiales
con mayor porosidad requieren mayores concentraciones de sanitizante para la inhibicion de
las celulas bacterianas adheridas a estas, la madera fue el material que proporcionéd mayor
proteccion a las dos cepas estudiadas y en menor medida el plastico, mientras que el acero
inoxidable prob6 ser de las superficies evaluadas, la mas adecuada para su empleo en
industria de alimentos porque protege menos a los microorganismos del tratamiento
sanitizante aplicado en este estudio. Las superficles de plastico y madera requirieron
concentraciones 7.1 y 14.4 veces mayores con respecto al acero inoxidable para inactlvar
cantidades iguales de los microorganismos de prueba (108 ufc); lo cual concuerda con
Joseph et al, (2001), quienes encontraron varacidn de respuesta a sanitizantes,
dependiendo de la superficie, requifendo mayores concentraclones de sanitizantes las
superficies de cemento comparada con plastico y acero inoxidable®". En otro caso, se
mostré que la resistencia de las células adherentes de L. monocytogenes fue dependiente
de la superficie, siendo poliéster o polluretano las mas dificlles de sanitizar®*®, Krysinskl. et
al., (1992) encontraron que la proteccion proporcionada por las superficies contra agentes
sanitizantes o limpiadores vano, siendo mas protectora la cinta de poliéster, seguida de la
cinta de poliéster-poliuretano y acero inoxidable; aunque la mayor parte de los sanitizantes
que fueron probados inactivaron la bacteria adherida a acero inoxidable, ninguno pudo hacer
lo mismo en cintas de poliéster-poliueretano'®”. Mustapha y Liewen (1889) encontraron que
la destruccion de L. monocytogenes fue mayor en superficies lisas que en superficies

47)

picadas de acero inoxidable, *” . Estudios comparativos de limpieza en materiales como

acero inoxidable, vidrio, compuestos de nylon y polivinilo no mostraron camblos significativos
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cuando la superficie era nueva, sin embargo con el tiempo el acero inoxidable exhibe
mejores propiedades higiénicas por la resistencia a dafos causados por los procesos de
limpieza y sanitizacién, y se ha encontrado que el tratamiento mecdnico o electrolitico

aplicado a acero inoxidable permite la produccion de superficies lisas o pulidas %9

Sinde y Carballo (2000) encontraron que las bacterias se adhieren maejor a materiales
hidrofébicos como el politetrafluoroetileno, seguido de caucho y acero inoxidable, que los
compuestos de amonio cuaternario fueron mas efectivos contra la adhesién de Salmonalla
que la adhesion de L. monocytogenes y dletilentetraamina mostré eficacia similar contra la
adhesién de ambas bacterias®”. En este trabajo, no se pudo ver la variacion de la
efactividad de Citrol-k con respecto a las bacterias probadas, ya que los resultados
mostraron un comportamiento similar en el que ambas bacterias requireron las mismas
concentraciones del antimicrobiano evaluado para inhibir la misma cantidad de
microorganismo en las superficies. Por los resultados obtenidos, aparentemente Citrol-k
tiene actividad bactericida, pero existe la posibilidad de que las células bacterianas hayan
permanecido viables pero no cultivables, aunque por la metodologia empleada se cree que
el Citrol-k estaba tan diluido, que es improbable que se hubiese encontrado activo y haya
dado un falso negativo, ademas de que las superficies embebidas en caldo BH! fueron
incubadas a 37°C durante 48 horas para darles tiempo de reactivarse a las células
bacterianas que hubiesen sido lesionadas por el antimicrobiano:  una posibilidad para
corroborar lo anterior, serfa utilizar el ESEM environmental scanning electron microscopy
para realizar el conteo directo de microorganismos en superficies, el cual se ha empleado en
varios estudios de aste tipo.

El problema de contaminaclén de alimentos no esta limitado a Instalaciones a gran
escala, las esponjas caseras, las tablas de picado y los trapos representan areas donde los
microbios patégenos pueden estar depositados; en diversos estudios se han analizado
muestras de varias superficies caseras incluyendo alimentos, lavanderia y articulos de
cocina para buscar presencia de biofilms, en los cuales se ha encontrado evidencia
cualitativa de su presencia en todas las muestras analizadas: los resultados sugleren que
puede haber una necesidad de productos sanitizantes de superficies de productos frescos

que ataquen especificamente microblos presentes dentro de este modo especiallzado de
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crecimiento y que ademés sean seguros para el consumidor en cuanto a su eficacia frente a
los microorganismos y toxicidad. El antimicrobiano evaluado en este trabajo puede ser
empleado en casa y para los alimentos ya que es un producto natural , no toxico de amplio
espectro microbiano™®.

Para la evaluacién de los sanitizantes es necesario tomar en cuenta las superficies
donde van a ser aplicados, ya que generalmente las prusbas se llevan a cabo en
suspensiones bacterianas con diluciones del sanitizante listas para usar pero al ser aplicadas
en superficie, no son capaces de remover los microorganismos que pueden estar presentes
en las superficies, esto podria deberse en parte a las dificultades técnicas y la carencia de
una metodologia aprobada, aunque un método de biofilm estandarizado ha sido aceptado
por la American society for Testing and Materials ( www.astm.org ASTM E2196-02), no hay

tales métodos que hayan sido aprobados o avalados por agenclas regulatorias.

Las concentraciones recomendadas por los fabricantes no deberlan ser excedidas, ya
que el uso de soluciones de sanitizantes extremadamente concentradas intensifica el dafio a
los empleados, incrementa el riesgo de contaminacién quimica del alimento Yy en algunos
casos causa corosion; sin embargo, el antimicrobiano evaluado en este trabajo no
representa ningun peligro para los empleados y no tiene efecto comosivo a las
concentraciones empleadas.

Uno de los aspectos importantes al aplicar un sistema de limpieza y sanitizacion en
las superficies que contactan con los alimentos es la remocion de los microorganismos y los
restos de alimentos porque de lo contrario, pueden provocar la formacion de un biofilm, y ol
Cltrol-k remueve eficientemente las células adheridas a las diferentes superficios estudladas;
segun los resultados obtenidos, se deberia evitar al maximo el empleo de superficies de
plastico y madera ya que no cualquier sanitizante logra eliminar las células adheridas a
estas, aunque si se emplea un buen sanitizante, como en este caso, se logra una buena

sanitizacion en este tipo de superficies.

La mayoria de las investigaciones de antimicrobianos obtenidos de fuentes naturales

se enfoca en valorar su actividad in vitro o aplicados a alimentos, pero muy pocas los
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evalian como sanitizantes, Citrol-k es un antimicroblano obtenido de fuentes naturales que
puede cumplir ambas funciones, aplicado como conservador en ciertos alimentos, pero

también es eficiente como sanitizante en las superficies probadas.

En México leche no pasteurizada es muy consumida y la Incidencia de enfermedades
provenientes de leche es desconocida, en un estudio muestras de leche cruda obtenidas de
tanques de almacenamiento de cuatro diferentes granjas en el sureste de la ciudad de
Mexico, y el 13% de las muestras examinadas fueron positivas para Listerla monocytogenes
® En este trabajo Citrol-k no presenté actividad antimicrobiana frente a ninguna de las dos
bacterias probadas cuando se empleé leche como substrato, sucediendo lo mismo cuando
se adiciond durante la elaboracién de queso panela, partiendo de leche contaminada con
alguno de los microorganismos de prueba. La etapa en la cual fue adicionado el Citrol-k
durante la elaboracién del queso panela (en leche antes del cuajado, 6 directamente a la
cuajada), no influyé en su actividad antimicroblana frente a las bacterias probadas ya los
resultados obtenldos fueron iguales; esto podria deberse a que la actividad del
antimicrobiano evaluado pudo haber sido inhibida o neutralizada por algin componente de la
leche, a que el antimicrobiano requerfa de mas tiempo (24 horas) para poder Inhibir por lo
menos clerta parte de los microorganismos Inoculados o al pH de la leche (6.8 - 7.0). Como
se menciona, la actividad antimicroblana de los extractos y aceites esenciales es mas
efectiva cuando se prueba en caldo (in vitro), comparada con su efectividad mostrada
cuando es aplicada en alimentos; en diversos estudios se ha encontrado que algunas
sustancias no presentan actividad antimicrobiana cuando son evaluados en alimentos, en
otros, esta actividad solo disminuye en clerta medida y muy pocos mantienen la misma,
Parece ser que el contenido de grasa, proteina, concentracién de cationes como el caiclo
presente en la leche, temperatura de almacenamiento y pH en el alimento, afectan dicha
actividad"-%%%, y probablemente esto pasd cuando se aplicd Citrol-k a la leche yenla

cuajada.

Sin embargo, el Citrol-k presentd actividad antifungica, evitando su crecimiento
cuando fue aplicado superficialmente a queso manchego el cual fue almacenado en camara
de maduracién durante 5 semanas; en este caso no fue necesara una concentracion mayor

a la recomendada por el fabricante, siendo suficiente 0.02% del antimicrobiano para los
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resuitados mencionados. Por lo anterlor se podria sugerir su aplicacion superficial en quesos

y/lo su aplicacion en peliculas y recubrimientos de estos productos; Weng and Hotchkiss
(1992), probé la asociacién de un polimero con un agénte antifingico, metil-1butilcarbamoll-
Z-benzimidasolcarbamato y 1a incorporacién de imazalil, un agente antimicético en films de
polietileno usados para empacado de quesos, dando buenos resultados para la inhibicién de
mohos en superficies “?, En otros estudios, Yoshida et al., (1987) encontré una MIC de
20ug/mi de ajo frente A. niger ATCC ®®: tamblién extractos acuoso y metandlico de semillas
de Syzygium jambolanum fueron examinados para su actividad contra A. flavus, A. nigery A.

fumigatus, obteniéndose MFC (concentracién minima fungicida) entre 125 -500ug/mi®.

De acuerdo a los datos proporcionados por el fabricante, Citrol-k no presenta
slnergismo con otros antimicrobianos sintetizados quimicamente o de fuentes naturales, sin
embargo, en algunos casos, los antimicrobianos provenientes de fuentes naturales sl
presentan ésta caracteristica. En un estudio se evalud Ila interacclén entre EDTA o
lactoferrin y nisina, lisozima o monolaurin contra cepas de L. monocytogenes y Salmonella
enteritidis entre otras, encontrandose que bajos niveles de EDTA actuaban sinérgicamente
con nigina y lisozima contra L. monocytogenes pero EDTA y monolaurin Interactuaron
aditivamente contra este microorganismo. Lactoferrin solo no Inhiblé ninguna de las cepas
bacterlanas, pero incremento la actividad de la nisina contra cepas de L. monocytogenes
Pol and Smith (1899) encontré que orégano- carvacrol, un fitofenol, incrementd la actividad
de nisina sobre L. monocytogenes ®¥; Singh et al., (2001) estudiaron el efecto de
combinacién de nisina y ajo en un alimento, la cual fue efectiva en la prevencion de
crecimiento de Listeria monocytogenes e incrementd ligeramente el efecto bactericida de
nigina ®; Alzoreky and Nakahara (2003), encontraron que EDTA 0.85mM, redujo las MICs
de Cinnamormum cassia y Cissus rotundifolia por los menos 50% cuando se probé contra L.
monocytogenes y S. infantis ¥ concentraciones > 1% de nuez moscada y anis en 7 dias
redujeron 5-8 logaritmos de L. monocytogenes, usando > 1% de pimienta blanca, negra, roja
y corlandro, la poblacion disminuy6 2-5 logaritmos “”; Ademas, en un estudio realizado por
Blaszyk et al,, (1998), en el cual se tuvo éxito en la Inhibicién de Brochrotrix thermosphacta y
L. monocytogenes con una solucion que contenia citrato de sodio, monolaurin y eugenol

mientras la mayoria de la flora lactica (Lactobacillus) fueron preservados .
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Diversos microorganismos han desarrollado resistencia frente a los antimicrobianos
comarciales que actualmente se emplean a través de la induccién del fenotipo mar® . Se
sabe por el fabricante, que el producto evaluado en este trabajo (Citrol-k) no crea resistencia
de los microorganismos, tal como sucede con muchos fitoquimicos como los contenidos en

el muérdago africano o en el cilantro‘'>*®

» siendo esta caracteristica una cualidad importante
para su aplicacién en la industria alimentaria; pero es siempre recomendable aplicar las
dosis adecuadas para evitar la aparicién de cepas resistentes como se ha presentado con

otros sanitizantes tales como el cloruro de banzalconio®®.

Varios palses Industrializados han implementado sistemas de monitoreo de
Salmonella y sistemas de monitoreo de resistencia. Ejemplo de este es el Sistema de
Monitores de Resistencia Antimicrobiana (NARMS)("’, el cual monitorea resistencla a los
antibioticos en Salmonella de diversas fuentes a través de USA. Ademads, deben ser
desarrolladas continuamente nuevas técnicas para la inhiblclén del crecimiento microbiano
no deseado puesto que estos se adaptan a sobrevivir en la presencia de métodos de control
previamente efectivos. La comprensién de por qué cada método de conservacién os efactivo
es importante para poder predeclr el surgimiento de respuesta de resistencla y su control
mientras ellos se desarrollan. Las estrategias para contra atacar efectivamente el desarrollo
de resistencia pudieran ser: camblo o rotacién del uso de antimicroblanos, desarrollo de
nuevos antimicrobianos, aplicacién de varias barreras de conservacion, prevencldon de

adhesion bacteriana y utilizaclén de exclusién compatitiva.

Debido a que éstos patégenos son omnipresentes en las granjas y el medlo agricola
lo cual representa un peligro latents, se deberia llevar a cabo la aplicacién de controles
desde estos sitios y continuar durante todo el proceso de elaboracién hasta la seleccién y
manipulacion de los alimentos por el consumidor, lo cual puede reducir el riesgo de
Listeriosls y Salmonelosis transmitida por alimentos. Los objetivos que se persiguen con esto
es reducir al minimo la multiplicacion de los microorganismos patdgenos en las materias
primas, antes y durante el tratamiento de los alimentos crudos, utilizar tratamientos que
garanticen la destruccion de estos patdgenos y reducir al minimo el riesgo de

recontaminacion ya sea en la linea de produccién o después del empacado.
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Es muy importante mantener las superficles libres de microorganismos y residuos de
alimentos para la inhibicién de la adhesion iniclal de bacterias, la formacion de un biofilm
puede tomar de varios dias a varias semanas, por consiguiente, es de gran importancia tener
metodos de limpieza y sanitizacion efectivos que eviten la formacion de blofilms. El control
de estos representa uno de los desafios mas persistentes dentro de ambientes industriales y

de alimentos donde las comunidades microbianas son problematicas.

Los tratamientos de limpieza y sanitizacion dados a los equipos, paredes, techos y
drenajes, deben ser adecuados para destruir o remover L. monacytogenes y Salmonella,
especialmente en areas designadas para manipulacién del producto final. Para verificar el
control de estos microorganismos, las plantas deben considerar la implementacién de un
programa de monitoreo de prueba por una bacteria indicadora. La frecuencia del muestreo,
localizacién de la toma de las muestras y la acclon correctiva a ser tomada son hachas a la
medida de la operacion de la planta. Ademas de la de higiene la planta, la capacitacion del

personal, deberia ser componente importante de un programa de control de patogenos.
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8. CONCLUSIONES

La actividad antimicroblana de Citrol-k como muchos otros antimicrobianos quimicos o
provenientes de fuentes naturales, disminuye cuando este es aplicado a superficies reales 6
como conservador en un alimento comparada con la actividad que presenta al ser evaluado

in vitro.

Citrol-k es eficiente frente a células de L. monocytogenes y Salmonella typhi adheridas
a superficies de acero inoxidable, plastico y madera. El rendimiento del antimicrobiano
aplicado a plastico o madera disminuye notablemente ya que dichas superficies requieren
concentraciones 7 y 14 veces mds altas para su sanitizacién comparadas con el acero
Inoxidable, provocando con esto el aumento en el costo de la sanitizacion de dichas
superficles, mostrando ademds, que su empleo en la industria de alimentos o en los proplos
hogares no es seguro; en contraste se pudo constatar por que el sa debe preferr al acero
inoxidable.

Citrol-k no presenta actividad antimicrobiana frente a las bacterias probadas aun en
concentraciones altas (1%) cuando es aplicado como conservador en leche 6 en queso
panela bajo las condiciones empleadas en este trabajo; aunque es eficlente frente a Mohos
cuando es aplicado a superficies de queso Manchego en concentraciones tan bajas como
0.02%, avitando su crecimiento durante 5 semanas de almacenamiento a 10 °C. Sin

embargo, se requiere mas investigacién en cuanto a su aplicacidn en este tipo de alimentos.
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