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1. Introducciéon

Las técnicas rapidas son métodos de analisis cuyo objetivo fundamental es el de ahorrarnos tiempo, es
decir, conseguir que los resultados sean obtenidos de forma rapida, para alcanzar el objetivo final de
tomar decisiones sobre la seguridad y/o calidad de los alimentos que se estan elaborando. Cuanto mas
rapido sea el resultado, tanto mas interesante sera.

A este principio solo hay que hacerle una salvedad, la fiabilidad del método. De forma que es
realmente dificil de explicar que en muchas ocasiones el método rapido es mas preciso y comete menos
errores que el método tradicional. Uno de los motivos, que nos parece mas importante, es que el
método tradicional nos permite ver y “tocar” los microorganismos. Normalmente los ponemos en
evidencia en multitud de medios de cultivo y los podemos aislar, teifiir e identificar con relativa
facilidad pero con mucho tiempo. Sin embargo, si aplicamos medidas de tipo eléctrico, inmunolégico,
genético, etc, los diferentes sistemas nos dan sefiales que hay que interpretar, de forma que los
microorganismos suponemos que estan ahi, pero se complica el poder ponerlos de manifiesto.

La importancia de la contaminacion de superficies, en relacion con la transmision potencial de
microorganismos patégenos a los alimentos, es mas que evidente en el procesado de los alimentos
(Vogel et al., 1997), en los comedores colectivos y en el entorno doméstico (Kusumaningrum et al.,
2003). Muchos de los microorganismos patdogenos y de alteracion son capaces de adherirse a las
superficies de contacto con los alimentos (Vogel et al., 1997), pudiendo ser viables, incluso, después de
los procesos de higienizacion (Frank y Koffi, 1990; Reij y Den Aantrekker, 2003). Estas bacterias
adheridas pueden despegarse durante la produccion y contaminar los alimentos, cuando éstos entran en
contacto con las superficies contaminadas.

Este hecho puedo afectar seriamente la calidad y la seguridad de los alimentos procesados, y suponer
un riesgo potencial para los consumidores, especialmente si la contaminacion cruzada tiene lugar tras el
paso de desinfeccion (Bagge-Ravn et al., 2003). Se han desarrollado estudios de investigacion que han
pretendido la supervivencia de patégenos potenciales en las superficies de trabajo. Algunos de ellos
han demostrado que la supervivencia de Yersinia spp., Enterococcus spp. o Aeromonas spp., adheridas
a superficies de vidrio y de acero inoxidable, es dependiente de la humedad relativa ambiental
(Wirtanen y Mattila-Sandholm, 1993; Moretro et al., 2003; Rose et al., 2003). Otros estudios han
sefialado que varias bacterias, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella spp.,
pueden sobrevivir en las manos, esponjas, ropa, utensilios y monedas durante horas o dias, después de

un contacto inicial con los microorganismos y manteniendo condiciones de sequedad (Jiang y Doyle,
1999; Kusumaningrum et al., 2003).




Sin embargo, cuando las condiciones ambientales son hiimedas o después de un proceso de limpieza
humeda sin secado, los microorganismos, incluyendo los patégenos, pueden multiplicarse hasta niveles
completamente inaceptables (Moretro et al., 2003). Ademads, algunas bacterias se adhieren a las
superficies como una forma de supervivencia en la naturaleza y en los ecosistemas creados por la
accion del hombre (Lindsay y Von Holy, 1999). Cuando una bacteria se adhiere a una superficie y la
coloniza, manifiesta al momento una mayor resitencia a la accion de los desinfectantes quimicos
(Ronner y Wong, 1993; Sagripanti y Bonifacino, 2000) y un incremento en la produccion de
exopolisacaridos (Sutherland, 2001). A la comunidad microbiana que se forma se la denomina biofilm.
Como se ha seiialado, la presencia de biofilms causaré una contaminacién posterior al procesado,
conducente a una reduccion de la vida comercial del lote fabricado y a una transmision potencial de
microorganismos patogenos (Allison y Gillbert, 1992; Carpentier y Cerf, 1993; Mittelman, 1998).

Se han descrito diferentes métodos para la deteccion y seguimiento de la carga microbioldgica de las
superficies. El método tradicional, en general, es barato y facil de utilizar, aunque requiere una cierta
carga de trabajo laboratorial y no consigue despegar las bacterias que estan formando biofilm
(Chmielewski y Frank, 2003). La microscopia de epifluorescencia directa (Direct epifluorescence
microscopy - DEM) y analisis digital de la imagen es un método utilizado para el recuento de
microorganismos viables y viables no revivificables que puede ser realizado en 15 minutos (Fuster-
Valls et al., 2008). Este tipo de técnica proporciona siempre recuentos mas elevados que los resultados
tras el cultivo y enumeracion en placa, siendo, como minimo, superiores en un orden de magnitud
logaritmica (Boulos et al., 1999; Fuster-Valls et al., 2008; Montafiez-Izquierdo et al., 2012). Esto se
puede deber a que las bacterias no crecen bajo las condiciones de cultivo in vitro o que una gran
cantidad de microorganismos quedan adheridos a las superficies tras el escobillonado (Wirtanen y
Mattila-Sandholm, 1993; Griffiths, 1997; Chmielewski y Frank, 2003; Fuster-Valls et al., 2008;
Montafiez-Izquierdo et al., 2012). Multitud de estudios han demostrado que tras la adhesion microbiana
y la formacion de un biofilm, o bien, después de un estrés externo como un choque osmético, térmico o
desinfeccion, los microorganismos son capaces de entrar en un estado viable pero no cultivable, que es
reversible (Griffith et al., 1995; Caro et al., 1999; Fuster-Valls et al., 2008; Montaiiez-I1zquierdo et al.,
2012). Por ello, se puede afirmar que una bacteria no muere sino que queda en estado durmiente o
latente, pero su estado fisiologico es reversible y los patdgenos mantendran su virulencia. Estas células
latentes no se detectan por cultivo, pero contintan representando un riesgo (Robine et al., 2002; Fuster-
Valls et al., 2008).

El muestreo de superficies es obligatorio para la industria, con la finalidad de controlar y prevenir la
contaminacion cruzada entre superficies y alimentos. Nuestros objetivos van en la via de asegurar un
control real de las superficies, no una estimacion. Por ello, ayudamos a desarrollar unas superficies de
muestreo y andlisis. Dado que la mayoria de las superficies higiénicas industriales son metalicas, el
material de eleccion es el acero inoxidable. A este sistema le llamamos SCH o sensores de superficie.
Estos sensores actian como muestreadores en continuo y garantizan el analisis directo de las
superficies. Para su uso, es necesario adherirlos a la superficie a muestrear, con la finalidad de fijarlos y
evitar que caigan. Esta fijacion se realiza por soldadura.

En este estudio comparamos la posibilidad del uso de SCH como muestreador en continuo y una
cuantificacion posterior mediante deteccion de ATP, comparado con el recuento tradicional en placa.

2. Materiales y métodos

2.1. Marcado de puntos criticos

Para la determinacion de los puntos criticos donde realizar el muestreo de las superficies, en primer
lugar, se procede a su deteccion mediante el empleo del producto bioFinder (iTram, Vic). Este producto
consigue, mediante una reaccion enzimatica, desprender peréxido de hidrogeno, que es descompuesto




hasta la formacion de oxigeno gas. Este gas es retenido en un espesante, formando una espuma
claramente visible. Este reactivo nos permite marcar las zonas donde hay actividad microbiana en
cualquier superficie, detectando los puntos de la instalaciéon donde se formaran biofilms.

Una vez localizados los puntos criticos, se adhieren las bases a estas zonas por soldadura, se fijan los
imanes y se colocan los sensores, pudiendo hacer el muestreo en continuo de estas areas. Estos soportes
o chips, son estructuras constituidas por una aleacion de metal (acero) con un didmetro de 2 cm y un
grosor de 1 mm. Todo el material se esteriliza previamente, bien por desinfeccién quimica con alcohol
isopropilico o por autoclavado a 120°C durante 20 minutos.

Los discos de muestreo se fijan a las bases metalicas por accion de imanes. Por este motivo, el
muestreador es fuertemente fijado y se evita su caida. La retirada s6lo sera posible tras una presion
intensa en el punto de recogida.

2.2. Colocacion de los SCH

Se han seleccionado diferentes tipos de instalaciones alimentarias considerando diferentes condiciones
ambientales y de trabajo.

e Un matadero, debido a su elevada humedad, elevada cantidad de materia organica en las
instalaciones y una variedad importante de microorganismos en las instalaciones.

e Sala de despiece, debido a lo similar con la anterior, pero con condiciones de temperatura
controlada, asi como niveles de contaminacion ambiental inferiores.

e Planta de proceso de leche, por la menor contaminacién, producto permanentemente en area
cerrada y contaminacion por manipuladores y ambiente.

Todos los analisis se han realizado in las condiciones habituales de trabajo, sin inoculaciones ni
manipulacién laboratorial alguna.

2.3. Toma de muestra

En la zona inferior de la base metalica se encuentra la zona de toma de muestra. Aplicando presion en
este punto con un asa de siembra estéril, se produce una separacion de parte del sensor, por lo que
puede ser tomado con unas pinzas estériles.

El disco, se coloca en un frasco con 3g de perlas de vidrio de 2-3 mm de didmetro y con capacidad para
unos 25 ml de diluyente.

2.4. Analisis microbiolégico

Al frasco con las perlas de vidrio se le afiaden 10 ml de un diluyente sin influencia en el ATP ni sobre
la presion osmotica de los microorganismos. Entre ellos podemos destacar la solucion salina isotdnica
o similares.

El conjunto se homogeneiza durante 1 minute, para asegurar un efecto de friccion de las perlas en la
superficie del disco. Esto permite la separacion de los microorganismos y su paso al diluyente, de
acuerdo con la norma ISO 13697.

Para la determinacion del ATP se utilizaron kits de 3M de analisis de ATP total en agua. Tras la
homogeneizacion, se introduce una tira para ATP total en el frasco con el diluyente, realizando suaves
movimientos para asegurar una toma de muestra correcta. Posteriormente, se inserta el kit dentro del
contenedor de reactivos y se realiza una lectura inmediata, de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
El resultado se obtiene en RLU o unidades realativas de luz.




Para el recuento tradicional, se realiz6 un analisis microbiolégico pipeteando alicuotas de 1 ml en
placas de PCA (bioMérieux). Previamente, se realizaron diluciones decimales en agua de peptona
tamponada (bioMérieux). Las placas se incubaron a 30°C durante 48-72 horas.

Para la deteccion de patogenos, es posible tomar |1 ml de la solucion de extraccion, procediendo al
analisis directos por la técnica de PCR en tiempo real. Ya que en el caso de tener un biofilm de un
patégeno concreto, seria posible su deteccion en menos de 2 horas.

3. Resultados

3.1. Marcado de puntos criticos

Como se puede ver en la siguiente imagen, el marcado de las superficies horizontales es facil y claro.
Después de un tiempo de contacto de 5 segundos, se empiezan a ver las primeras burbujas. A los 30

segundos la marca es evidente y si esperamos hasta 15 minutos, la formacién de espuma es tan clara
que sobresale de la superficie quedando marcado de forma evidente.

Figura |. Marcado de superficies con reactivo enzimatico, tras
un periodo de contacto de 30 segundos, 5 y 15 minutos. En las
imagenes se puede ver el resultado con la presencia de coloranie
marcador (color naranja) y sin colorante (color gris)

Como podemos apreciar, el colorante permite destacar la
reaccion positiva, siendo posible su visualizacion a larga
distancia.

Las superficies a las que se les aplica el mismo reactivo,
pero sin colorante alguno, se puede poner de manifiesto la
positividad, pero el efecto es mucho menos evidente.

Por todo ello, el reactivo bioFinder permite poner de
manifiesto la presencia de agregados microbianos de
forma rapida y facil.




Al mismo tiempo, en el caso de las superficies verticales, la deteccion es igualmente evidente.

En esta figura vemos cémo en superficies verticales se
nos quedan marcados los puntos de contaminacion
mayoritaria, lo que igualmente nos permitira la
deteccion de los puntos de control criticos.

3.2. Cuantificacion por ATP

En la siguiente grafica se muestra la relacion existente entre los recuento obtenidos mediante el empleo
de sensores de superficie y ATP, meidante una estudio de correlaion de Pearson y el subsigueinte
analisis de la regresion.

<

Correlation detected between RLU and traditional PCA method

6,5 T ?

B Y y =3,9159In{x) + 2,4872
’ ®  R*=0,8945

o
«o»
|
\

Log UFC/cm?

w

i}
|
|
|

r

%

|
|

L

N
-~
N
|
|
|
|

12 a4 vid6 1B 2 22 34 26 .28 |
log URL

[y

Como se puede observar, detectamos una relacién logaritmica entre 2,5 y 6 log(ufc/cm?) en las
instalaciones estudiadas. La correlacion observada ha sido de 0,95, con un coeficiente de determinacién
del 89,54%.




4. Conclusion

> Es posible el marcado de los puntos de control critico en instalaciones alimentarias y la cunatificacién
de la contaminacion en las superficies mediante el empleo de un reactivo adecuado, como bioFinder, y
una cuantificacion del nimero de microorganismos mediante el anélisis del ATP total sobre sensores de
superficie SCH.
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