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Introduccion

1. INTRODUCCION.

La enfermedad resultante de un brote alimentario (definida como “una
enfermedad de naturaleza infecciosa o téxica causada por el consumo de
alimentos o agua (Anénimo, 2001 b)) se ha convertido en uno de los
mayores problemas de salud publica en el mundo actual (Jermini, 1999;
Motarjemi y Kaferstein, 1997).

Es de temer que durante los primeros decenios del siglo XXI aumenten los
casos de enfermedades de transmisidn alimentaria, en parte debido a
cambios ambientales y demograficos, entre los que cabe incluir desde
cambios climaticos, hasta la disminucion de las reservas de agua dulce,
pasando por las modificaciones de los sistemas microbianos y otros
ecosistemas o el envejecimiento poblacional. (K&ferstein y Abdussalam,
1999).

Las infecciones e intoxicaciones de origen alimentario figuran en destacado
lugar entre las nuevas enfermedades e infecciones descubiertas en los
ultimos decenios. Comprenden, en particular, la campylobacteriosis, las
infecciones por Cyclosporidium, Cyclosporay E. coli enterohemorragica, y la
listeriosis. Existen ademas nuevas cepas de Vibrio cholerae y cepas
farmacorresistentes de varios agentes patdégenos entéricos, en particular
Salmonella y, posiblemente, Helicobacter pylori. Asi mismo, cabe prever que
en este siglo apareceran nuevas enfermedades de origen alimentario.
(Kéferstein y Abdussalam, 1999).

Los organismos patdégenos y no patégenos se introducen continuamente en
el hogar por personas, alimentos, agua, animales de compainia, insectos y a

veces por el aire (Bloomfield, 2001).

Se estima que 130 millones de Europeos (Anénimo, 2000 b), 76 millones de
americanos (Mead y cols., 1999) y 4.2 millones de australianos (Anénimo,
1999 b) sean afectados de episodios de toxiinfecciones alimentarias y

enfermedades asociadas a alimentos anualmente.
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Las enfermedades alimentarias han re-emergido en los Estados Unidos
como una de las principales preocupaciones en la salud publica. Segun
estimaciones, alrededor de 76 millones de casos, 325.000 de
hospitalizaciones y 5000 muertes ocurren durante un ano en los Estados
Unidos debido a los alimentos (Mead y cols., 1999). En 1998, en los Estados
Unidos, se estim6 que 76 millones de personas sufrieron una toxiinfeccion

alimentaria (Anénimo, 2000 a).

La gente tiende a asociar un mayor riesgo con situaciones y circunstancias
gue controlan otros, como comer en restaurantes, mas que situaciones
donde ellos pueden controlar como preparar comida en casa (Yeung y
Morris, 2001), a pesar de que los estudios observacionales sugieren que un
nuamero sustancial de consumidores frecuentemente tienen conductas de
riesgo a la hora de preparar alimentos (Redmond y Griffith, 2003). Y aunque
segun Zhao y cols. (1998) la proporcidén actual de toxiinfecciones
alimentarias originadas en casa es sospechosa de ser mucho mayor de lo
que se tiene registrado. Diversos estudios sefialan que en casa se producen
mas toxiinfecciones que en el total de las otras fuentes de toxiinfeccién
(Hilton y Austin, 2000; Anénimo, 1998 a).

Estudios del Reino Unido, Holanda, Espania e ltalia sugieren que entre el 50-
80% de las infecciones por Salmonellay Campylobacter se producen en el
hogar (Sheard, 1986; Hoogengboom-Verdegaal y Postema, 1990; Scuderi y
cols., 1996).

La importancia del hogar como punto de origen para las toxiinfecciones
alimentarias ha propiciado estudios para evaluar aspectos de la
contaminacion bacteriana en el entorno doméstico. Asi, se ha estudiado, la
persistencia de microorganismos, presencia y densidad de patégenos y la
potencial extension de contaminantes microbianos desde los alimentos
contaminados (Griffith, 2001).
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Ademas, una cantidad considerable de alimentos se preparan y manipulan
en el entorno domestico. Por tanto, segun Kaferstein (1997), la investigacion
y la educacién entorno al riesgo que supone la manipulacion insegura de
alimentos es un elemento esencial en la prevencién de las toxiinfecciones

alimentarias.

Deberian evaluarse el conocimiento de la frecuencia de aparicién de
patdgenos y potenciales patégenos en reservorios, diseminadores y
superficies de contacto de manos y alimentos, junto con el potencial de
transmision entre el hogar los riesgos de exposicién pueden (Bloomfield,
2003).

En el desarrollo de una higiene efectiva en el hogar, el estudio cuantitativo
de las bacterias presente en las manos y otras superficies permite evaluar
los riesgos de las bacterias residuales y la eficacia de diferentes procesos de
limpieza y limpieza y desinfeccidn para ser estudiados y comparados (Cogan
y cols., 2002).

Esta informacién podria ser utilizada para disefar procedimientos de higiene
efectivos que impliquen limpieza y desinfeccion de manera adecuada en
esas areas con la finalidad de reducir los riesgos de contaminacién cruzada
(Bloomfield, 2003).

2. REVISION BIBLIOGRAFICA.
2.1.Grupos bacterianos.

Segun Scott y Bloomfield (1993) una superficie que supere el recuento de
102 ufc/cm? tiene una contaminacién elevada, ya sean tnicamente bacterias
de origen entérico o con otras bacterias potencialmente patdégenas. Sin
embargo Ak y cols. (1994), en otro estudio, consideraron como elevados los
recuentos que superaban 3.9*10? ufc/cm? de meséfilos aerobios.
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La evaluacién microbioldgica de las areas seleccionadas de cocinas y de las
manos de los manipuladores se sugirié como una herramienta para obtener
informacién adicional de cara a reducir las intoxicaciones alimentarias
(Tebbutt, 1991 a; Tebbutt y Soutwell, 1989).

Ademas, se ha observado que los consumidores descuidan su papel en la
prevencion de toxiinfecciones alimentarias (Anénimo b, 2001). Asi, la
mayoria de los consumidores fallan al reconocer el riesgo y los mecanismos
del crecimiento bacteriano y la contaminacién asociada con las

toxiinfecciones alimentarias. (Kaferstein, 1997; An6nimo b, 2001).

Por otra parte, el recuento de enterobacterias supone la monitorizacion de la
calidad del procesado de alimentos, donde su elevado numero se relaciona

con problemas de higiene y seguridad (Mossel, 1975; Mossel y cols., 1979).

Su deteccidn, en elevado numero, indica un inadecuado procesado o una

recontaminacion después del procesado (Mossel, 1978).

Scott y cols. (1982) encontraron que las enterobacterias se hallaban muy
frecuentemente en lugares humedos donde solian estar en nimeros muy

elevados y eran el grupo predominante.

La familia Enterobacteriaceae es importante en la industria de la

alimentacion porque incluye (Zeitoun y cols., 1994):

i) Patogenos intestinales.

ii) Los mas importantes indicadores de higiene, higienizacién y
seguridad alimentaria.

iif) Algunos de los mas importantes agentes alterantes de

alimentos.

Segun Mossel y cols. (1995) el recuento de un grupo bacteriano mas amplio,
como es el de las enterobacterias seria mas interesante que el de los
coliformes, que es mas limitado y proporcionaria una mejor evaluacion del

producto. Por ejemplo, especies como Salmonella o Yersinia, la mayoria de

10
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las cuales son incapaces de fermentar la lactosa, quedarian excluidas con
un analisis estandar de coliformes pero serian detectadas con uno de
enterobacterias.

Los estudios microbioldgicos en las cocinas domésticas han encontrado
contaminacion significativa con una variedad de contaminantes bacterianos,
incluido coliformes fecales, Escherichia coli, Campylobactery Salmonella

(Josephson y cols., 1997).

Rusin y cols. (1998) encontraron que el entorno de la cocina estaba mucho
mas contaminado con coliformes fecales y totales que el lavabo, lo que
sugiere la extension del riesgo en el hogar es sumamente mayor en esta

Zona.

Otro grupo a tener en cuenta es el de las psudomonadaceas, que, al igual
que las enterobacterias, no sobreviven bien en ausencia de humedad. Sin
embargo, en los hogares se han encontrado estos organismos con mas
frecuencia en sitios secos que en humedos. Esto podria reflejar su
naturaleza oportunista, que les permite colonizar sitios de muy dificil
crecimiento para otras Gram negativas (Scott y cols., 1982).

Se debe tener en cuenta que un pequefio numero de microorganismos tipo
E. colio S. aureus pueden proliferar y tornarse peligrosos si llegan a un

alimento (Scott y cols., 1982).

Segun Roels y cols. (1997) la presencia de estas bacterias entéricas en el
fregadero lavamanos y en el tirador de la nevera y congelador indica un
riesgo potencial de contaminacion del material de alimentacion si los

manipuladores son portadores o estan infectados con patégenos entéricos.

11
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2.2.Biofilms.

2.2.1. Formacion de biofilms.

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

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

Las adhesiones se dan rapidamente, Mittelman (1998) encontré que a
menudo se producen entre 5 a 30 segundos. Si bien Stopforth y cols. (2002)
sugieren que debe haber un numero limite de células adheridas a la
superficie. Probablemente esta limitacion se deba al resultado de una

interaccion:

i) Disponibilidad de nutrientes.
ii) Tiempo de incubacién.

iii) Temperatura de incubacion.

Las adhesiones se dan en dos fases; una primera reversible, seguida de una
segunda irreversible (Marshall y cols., 1971; Mittelman, 1998). La etapa
reversible es una unién débil de la bacteria con el sustrato. En ella actuan
fuerzas de Van der Waals y fuerzas electrostaticas e interacciones
hidrofébicas. Durante la union reversible, las bacterias siguen mostrando

12
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movimientos brownianos y se pueden eliminar de manera sencilla con una
suave limpieza (Mittelman, 1998). La unién irreversible resulta del anclaje de
los apéndices celulares y/o de la produccién de polimeros extracelulares
(Sutherland, 1983).

Carpentier y Cerf (1993) observaron que las sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) proporcionan proteccion a los habitantes del biofilm
mediante la concentracion de nutrientes, previniendo el acceso de biocidas,

secuestrando metales y toxinas y previniendo la desecacion.

Ademads muchos desinfectantes se inactivan con facilidad en presencia de
materia organica, por ello la existencia de suciedad y biofilm puede significar

la reduccion de su efectividad (Chmielewski y Frank, 2003).

2.2.1.1. Factores que afectan a la unién microbioldgica a

superficies inertes.

El tipo de sustrato influye en las caracteristicas de la unién. Las bacterias
tienden a unirse al cristal (superficie hidrofilica) uniformemente en una
monocapa, mientras que en las hidrofébicas como el nylon o la lata tienden a
unirse en grupos (McEldowney y Fletcher, 1987).

Una limpieza inadecuada de las superficies promueve la acumulacion de
suciedad y, en presencia de agua, contribuye al desarrollo de los biofilms
bacterianos que pueden contener microorganismos patégenos (Boulange-
Peterman y cols., 1993). En la mayoria de los casos, las bacterias se unen
mas a las superficies hidrofilicas que a las hidrofébicas, pero las diferencias
en las uniones no tienen necesariamente un significado préactico (Blackman y
Frank, 1996).

Como ya se ha comentado, la temperatura también es un factor

determinante a la hora de la adhesion (Mittelman, 1998). Asi, temperaturas
altas de crecimiento se asocian con el incremento de adhesividad (Smoot y

13
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Pierson, 1998), posiblemente debido a la produccidn de proteinas de estrés

térmico asociadas con la superficie celular.

Por ello, las estructuras que protusionan desde la membrana celular como
los lipopolisacaridos (LPS), adhesinas y otras proteinas y acidos
lipoteicoicos, pueden desempenar papeles importantes en la adhesién
microbiana (Chmielewski y Frank, 2003). Esto puede ser debido, entre
otros, a que las sustancias poliméricas extracelulares también se producen
en respuesta a la union y al estimulo ambiental, como presion osmética, pH,

temperatura y falta de nutrientes (Davey y O’Toole, 2000).

2.2.1.2. Propiedades de las superficies de contacto.

Stevens y Holah (1993) demostraron que las bacterias estaban retenidas en
las imperfecciones de las superficies. Por ello las superficies mas dafadas

retenian mayor numero de bacterias.

El acero inoxidable se usa frecuentemente como material de cocina porque
es resistente a los golpes, a la corrosion, dura mucho tiempo y es de sencilla
fabricacion, ademas de ser estable, inerte y de facil limpieza (Boyd y cols.,
2001). A escala microscépica se observa como el acero presenta diminutas
oquedades que no se ven macroscépicamente (Frank y Chmielewski, 2001),
lo cual permite una mayor retencion bacteriana por el incremento del nimero
de lugares de adhesion. Boyd y cols. (2001) demostraron que los niveles de
higiene de las superficies de contacto pueden verse disminuidos con el uso,
ya que puede provocar que la superficie se deteriore y los defectos de la
superficie pueden actuar como sitios de retencién de microorganismos y
materia organica. Ademas, una vez alli, algunos microorganismos en los
biofilms catalizan reacciones quimicas y bioldgicas, causando corrosién del
metal (Mittelman, 1998).

Ademas, las superficies rugosas acumulan suciedad y son de mas dificil
limpieza que las lisas. En consecuencia, los defectos de las superficies
proporcionan proteccion a la suciedad y los microorganismos (Boulange-

14
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Peterman, 1996; Boulange-Peterman y cols., 1997; Bower y cols., 1996;
Mafu y cols., 1990), lo que hace que las bacterias supervivientes puedan

volver a multiplicarse y formar un biofilm.

2.2.1.3. Propiedades adhesivas de las superficies de las
células bacterianas.

Las bacterias tienen una carga negativa neta en la superficie y normalmente
se comportan como particulas hidréfobas, pero el grado de hidrofobicidad
puede cambiar segun la fase de crecimiento. La hidrofobicidad generalmente
decrece segun se incrementa la tasa de crecimiento (Boulange-Peterman,
1996; y cols., 1997).

Las propiedades de la superficie celular como los flagelos, pili, proteinas de
adhesién y capsulas también influyen en la adhesion (Kumar y Anand,
1998).

Los pili actian como un velcro para anclar las bacterias a algunas
superficies (Pratt y Kolter, 1998) y también actian como quimiorreceptores,
dirigiendo a las células a sitios especificos. La pérdida de esos apéndices
celulares cambia las propiedades de superficie, lo que puede provocar una

menor capacidad de adhesién (Gilbert y cols., 1991; Heilmann y cols., 1996).

Bower y cols. (1996) encontraron que las esporas se adhieren mejor a las
superficies de contacto de los alimentos que las células vegetativas debido

al grado de hidrofobicidad de su superficie.

La composicién del las sustancias poliméricas extracelulares del biofilm no
Se conoce, pero es como una mezcla de polimeros. Asi, las sustancias
poliméricas extracelulares del biofilm de una pseudomonadécea unida a
acero contiene galactosa, glucosa, rhamnosa y acido uronico (Lindberg y
cols., 2001).

15
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2.2.2. Evoluciéon y maduracion del biofilm.

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

En este sentido Hood y Zottola (1997 b) demostraron que Listeria
monocytogenes era mas propensa a adherirse al acero en presencia de

Pseudomonas fragi.

Si las condiciones son adecuadas para un crecimiento suficiente del biofilm,
por naturaleza, desarrollara una estructura organizada. A este proceso se le
llama maduracion. Un biofilm maduro puede consistir en una simple capa de
células, en un polimero extracelular poroso o en una multicapa de
microcolonias sueltas o0 empaquetadas por las sustancias poliméricas
extracelulares. Lawrence y cols. (1991) observaron la redistribucion espacial,
después de la formacion de microcolonias, para producir una estructura de

biofilm maduro, mediante microscopia laser confocal.

Algunos de los factores que afectan al desarrollo del biofilm, incluido las
propiedades de la superficie y de la interfase, son (Chmielewski y Frank,
2003):

1) La disponibilidad de nutrientes.

ii) La composicién de la comunidad microbiana.
iii) La disponibilidad de agua.

iv) La interaccion interespecifica.

V) El transporte celular.

A medida que madura el biofilm, se adapta a los nutrientes, oxigeno y
cambios poblacionales y forma microcolonias discretas separadas por
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canales de agua. La densidad estructural de la matriz se incrementa en el
nucleo mientras que las capas superiores permanecen porosas (Bishop,
1997). Las bacterias metabolicamente mas activas permanecen en la
superficie de las capas de la matriz del biofilm, cerca de los canales de agua
(Zhang, y Bishop, 1994). Los canales de agua permiten la dispersién y el
intercambio de sustancias organicas, cationes metalicos y metabolitos. Los
nutrientes se atrapan y concentran en la matriz del biofilm y se mueven por

ésta por difusion (Bryers, 1987; Davey y O’'Toole, 2000).

Las capas de un biofilm se pueden despegar, separar y romper. Cuando el
biofilm madura, engruesa, creando unas condiciones anaerdbicas en el
interior. Bryers (1987) sugirié que las condiciones anaerébicas dan lugar a
un incremento del acido y acumulaciéon de gas insoluble, que debilita la
estructura del biofilm, causando la separacion de las capas poliméricas de la

superficie que los soporta.

2.2.3. Patdgenos, alterantes y biofilms.

Los resultados de diversos estudios han demostrado que las células
adsorbidas a las superficies muestran resistencias mayores a los agentes
antimicrobianos y a los efectos de condiciones medioambientales adversas.
(Anwar y cols., 1992; Costerton y cols., 1994).

De Beer y cols. (1994) observaron que el hipoclorito sédico podia no
penetrar completamente en un biofilm mixto de Pseudomona-Klebsiella (400
um de grueso) después de 1 hora de exposicion. Propusieron que el propio
biofilm era capaz de inactivar el hipoclorito sédico.

A pesar de los programas convencionales de limpieza, las bacterias
adheridas pueden sobrevivir y proliferar en las superficies de los equipos que

procesan alimentos (Austin y Bergeron, 1995).

Stopforth y cols. (2002) comprobaron que las bacterias adheridas son mucho

mas resistentes a los desinfectantes que las que se hallan en suspensién.
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Segun estos investigadores Listeria monocytogenes, o cualquier otro tipo de
célula microbiana, adherida a una superficie, es mas resistente a los

desinfectantes que las mismas células creciendo en suspension.

Esta resistencia observada se ha atribuido al “escudo microbiano” que
confieren los biofilms formados por diferentes especies de microorganismos
y a la gran produccion de sustancias extracelulares de caracter polimérico,

también conocidas como glicocalyx (Anwar y cols., 1992).

Un procedimiento de limpieza efectiva debe romper o disolver la matriz de
sustancias poliméricas extracelulares asociada al biofilm, para permitir que
los agentes higienizantes tengan acceso a las células viables (Chmielewski y
Frank, 2003).

La eliminacion de las células adheridas, de manera irreversible, es dificil y
requiere de la aplicacion de tratamientos fisicos agresivos (cepillado o
raspado) o provocar roturas con tratamientos quimicos mediante la
aplicacién de enzimas, detergentes, surfactantes, sanitizantes y/o calor
(Bower y cols., 1996; Sinde y Carballo, 2000; Schwach y Zottola, 1984;
Wirtanen y cols., 1996 y Gibson y cols., 1999).

Wirtanen y cols. (1996) descubrieron que la limpieza con alcalis y
especialmente con quelantes como el EDTA, eran mas efectivos que la

limpieza con &cidos para eliminar biofilms.

Ronner y Wong (1993) encontraron que el hipoclorito sédico y los
desinfectantes anidnicos eran mejores para eliminar la sustancias
poliméricas extracelulares excretadas por Listeriay Salmonella en acero

inoxidable que los compuestos de amonio cuaternario (QAC) y el yodo.
Los biofilms formados por varias especies diferentes son mas gruesos y

estables frente al estrés ambiental que los biofilms monoespecificos. La
estabilizacion de los biofilms mixtos posiblemente se deba a la produccion
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de diferentes sustancias poliméricas extracelulares resultantes de la

actividad microbiana (Kumar y Anand, 1998).

2.2.3.1. Listeria monocytogenes.

Listeria monocytogenes es un patdgeno con capacidad para proliferar en
entornos frios y himedos que son ideales para la formacion de biofilms.
Listeria forma biofilms en cultivos puros y puede sobrevivir y crecer en
biofilms multiespecificos (Blackman y Frank, 1996; Mafu y cols., 1990).

Las mujeres embarazadas tienen una serie de riesgos en el entorno del
hogar. Listeria monocytogenes esta habitualmente en el entorno doméstico y
se puede encontrar fuera de la cocina particularmente en areas humedas
(Manafi, 2003).

Lunden y cols. (2000) demostraron que la cepa mas frecuente de Listeria
monocytogenes (cepa 1/2c) encontrada en las plantas de procesado de
alimentos tenia facilidad de adhesion y requeria s6lo un corto periodo de
tiempo de contacto para la unién. Este microorganismo utiliza flagelos, pilis y
proteinas de membrana para iniciar la adhesién (Davey y O'Toole, 2000;

Vatanyoopaisarn y cols., 2000).

Herald y Zottola, (1988) y Hood y Zottola, (1997 b), observaron que, Listeria
spp. y Yersinia spp. muestran mayor adhesion cuando estan en la fase de
mayor actividad metabdlica, mientras que cuando el biofilm envejece se

torna mas resistente frente al hipoclorito sddico (Lee y Frank, 1991).
2.2.3.2. Salmonella spp.

Comprende un grupo muy complejo de enterobacterias productoras de

enfermedades en el hombre y animales. Son bacilos, Gram negativos,

generalmente moviles por flagelos peritricos, no esporulados ni capsulados y
anaerobios facultativos (Hernandez y Dubdn, 1992).
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Normalmente se considera que la dosis infectiva minima para Salmonella
puede ser superior a 10°, pero puede llegar a ser tan sélo de 10-100 células
(Greenwood y Hooper, 1983; Scheil y cols., 1998).

Histéricamente los mayores brotes de toxiinfeccién asociados a los hogares
estan causados por Salmonella (An6nimo, 2000b). Salmonella enteritidis es
la mayor causante de salmonelosis en Europa y en Espafna (Anénimo, 2001)

y en Estados Unidos (Olsen y cols., 2000) en los ultimos 5 afos.

Varios estudios (Helke y Wong, 1994; Jones y Bradshaw, 1997; Joseph y
cols., 2001) han demostrado que Salmonella se puede adherir y formar
biofilms en superficies que se encuentran en plantas de procesado de
alimentos y que incluyen plastico, cemento y acero. Esta propiedad de
Salmonella se debe a que posee estructuras de superficie, como la SEF17
fimbriae, que le facilitan la adhesidn a las superficies inanimadas (Austin y
cols., 1998), dando a las células una capacidad de resistencia frente a

fuerzas mecanicas.

La presencia de animales de compania significa un elevado riesgo de
infeccidn en la casa, sobre todo en la cocina y en el lavabo. Incluso si los
animales estan sanos, suelen actuar como portadores de Salmonella, y otros
patdégenos. Los perros pueden ser una fuente de Salmonella, especialmente
para los niflos de menor edad que estan en contacto con ellos (Morse y
cols., 1976; Wall y cols., 1996).

En un estudio de hogares en los que habia habido casos de Salmonella
(Wilson y cols., 1998), este organismo fue aislado en el 6% de los trapos y
bayetas del hogar. Esto demuestra el potencial de supervivencia de
Salmonella en el ambiente y sugiere la posibilidad que el organismo pueda

crecer y sobrevivir en los trapos de cocina.
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2.2.3.3. Escherichia coli

Este tipo de bacteria puede causar muy diversas enfermedades. Diversas
cepas de E. coli pueden causar: diarrea, disenteria, septicemia, neumonia y
meningitis (Stiles, 2000).

E. coli utiliza flagelos, pilis y proteinas de membrana para iniciar la adhesién
(Davey y O'Toole, 2000; Vatanyoopaisarn y cols., 2000). Ademas cuando ya
esta unida a la superficie pierde sus flagelos e incrementa la produccién de

sustancias poliméricas extracelulares (Davey y O'Toole, 2000).

2.2.3.4. Pseudomonas spp.

Las pseudomonas son microorganismos alterantes ubicuos. Se encuentran
en ambientes de procesado de alimentos incluidos desagules, suelos,
verduras, superficie de las carnes y en acidos débiles de uso comun
(Brocklehurst y cols., 1987; Criado y cols., 1994; Hood y Zottola, 1997a;
Piette y Idziak, 1991).

Pseudomonas spp. produce grandes cantidades de sustancias poliméricas
extracelulares y se puede adherir y formar biofilms sobre superficies de
acero inoxidable (Barnes y cols., 1999). Al igual que Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa pierde sus flagelos e incrementa la produccién de
sustancias poliméricas extracelulares cuando esta unida a la superficie
(Davey y O'Toole, 2000).

Pseudomonas spp. dentro de los biofilms pueden coexistir con Listeria,
Salmonella y otros patdgenos (Bagge y cols., 2001; Fatemi y Frank, 1999;
Jeong y Frank, 1994) formando biofilms multiespecificos mucho mas

estables y resistentes (McEldowney y Fletcher, 1987).
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2.2.3.5. Bacillus spp.

Bacillus sobrevive en procesos de calor y se acumula en las tuberias y en

las juntas de los entornos de procesado (Jeong y Frank, 1994).

Si los fluidos calientes fluyen continuamente sobre una superficie durante
mas de 16 horas, Bacillus y otras bacterias termorresistentes pueden formar
un biofilm (Frank, 2000).

La intoxicacion alimentaria por Bacillus cereus se presenta después de la
ingestién de alimentos en los que ha crecido el organismo y formado su(s)

toxina(s) (Anénimo, 1996).

2.2.3.6. Campylobacter spp.

Aunque Campylobacter no se multiplica en alimentos, su dosis infectiva
minima es muy pequena (Robinson, 1981), es menor que la de cualquier
otro patégeno. Ademas, la investigacion experimental ha sugerido que
Campylobacter puede tener un mayor potencial de diseminacién durante la
manipulacién de alimentos por parte del consumidor que otros patégenos
(Redmond y cols., 2002) lo que incrementa el riesgo de contaminacion

cruzada.

Se ha determinado a Campylobacter como responsable de la mayoria de
casos de toxiinfeccién alimentaria en Inglaterra, en Gales y en Estados
Unidos (Rodrigues y cols., 2001) en los ultimos afos. En Espania el 40% de
las gastroenteritis tratadas en hospitales entre 1993 y 1998 fueron atribuidas

a este microorganismo (Anonimo, 2001 b).

2.2.3.7. Staphylococcus aureus:

Es la especie tipo del género Staphylococcus, que se presenta en forma de
cocos Gram positivos y catalasa positivos (Andénimo, 1996). Estando entre
los mayores patégenos Gram positivos S. aureus se encuentra
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habitualmente en diferentes areas de las cocinas domésticas, especialmente
en zonas secas (Kusumaningrum y cols., 2003).

Staphylococcus aureus es un importante patdégeno alimentario, y la
intoxicacién estafilococica es una de las causas mas prevalentes de
gastroenteritis en el mundo (Jablonsky y Bohach, 1997). Proviene de
alimentos crudos, equipos 0 manipuladores y puede pasar a otros alimentos
por contaminacion cruzada, si bien necesita crecer hasta alcanzar
concentraciones de 10° ufc/g para producir la toxina y provocar la
enfermedad. Muchas toxiinfecciones son provocadas por contaminacion
cruzada posterior con un alimento en el que se dan las condiciones para su

proliferacion (Bergdoll, 1989).

Se estima que cada ano, en Estados Unidos, Staphylococcus aureus
provoca aproximadamente 185.000 casos de intoxicacién, 1750
hospitalizaciones y dos muertes (Mead y cols., 1999). En Espana esta
bacteria fue la segunda causante de toxiinfecciones después de Salmonella
spp. entre los afios 1993-1998, con un total de 228 casos registrados en éste
periodo (Anénimo, 2001).

Los tiempos de supervivencia de Staphylococcus aureus se ven
incrementados con bajas temperaturas, altos pH y bajos niveles de aniones
de lactato o de nitrato (Whiting, 1996).

2.3. Procedimientos de higiene aplicables en el hogar y su
efectividad.

La implementacion de una apropiada higiene puede virtualmente eliminar el
riesgo de transmision de patégenos alimentarios (Kerslake, 1995).

Las practicas higiénicas en el hogar incluyen las categorias de higiene

personal, higiene en los alimentos y higiene ambiental o de superficies
(Scott, 1999).
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La contaminacion cruzada via equipos contaminados y pobre higiene
personal, durante la preparacién de alimento, contribuye a la transmision de
los patégenos alimentarios (Olsen y cols., 2000; Kassa y cols., 2001).
Después de la preparaciéon de alimentos crudos contaminados, los
patdgenos son rapidamente dispersados a las superficies de contacto y a los
utensilios de limpieza (Cogan y cols., 1999; de Boer y Hahné, 1990).

El agua potable es la base de todos los sistemas de limpieza en humedo y
supone el método mas barato de transporte para aclarar y dispersar la
suciedad. El agua tiene el poder disolvente para eliminar compuestos i6nicos
solubles (ej. Sal y azlcares) y ayuda a emulsificar grasas a temperaturas por
encima de su punto de fusién, si bien, el agua usada sola tiene una pobre
capacidad para transportar agentes no iénicos (Holah, 1995). Por ejemplo, el
material organico adsorbido en el entorno del fregadero requiere un régimen
de limpieza efectiva, aplicando calor, accion mecanica y/o desinfeccidn

quimica (Tierney y cols., 2003).

Las evaluaciones sensoriales son usadas como procesos de control para
corregir inmediatamente pequefos problemas en la higienizacion, mientras
que las pruebas microbiolégicas deben realizarse para asegurarse que se
cumplen los requisitos higiénicos (Holah, 1995). No se puede correlacionar
semicuantitativamente el recuento de bacterias entéricas con la inspeccion

visual (Kassa y cols., 2001).

2.3.1. El consumidor y la seguridad alimentaria.

La manera en que los consumidores manipulan los alimentos en la cocina
afecta al riesgo de la multiplicacién de microorganismos, contaminacion
cruzada con otros productos y la destruccién de patdégenos mediante
correctos métodos de cocinado. Los patdgenos alimentarios, Salmonella
spp., Campylobacter spp., Listeria spp. y Escherichia coliO157:H7 estan
asociados con un grupo de alimentos crudos que son regularmente
preparados en el entorno doméstico y la transmision en el hogar parece por
tanto inevitable (Jones, 1998).
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En la revisién de Redmond y Giriffith (2003) sobre manipulacion de alimentos
en el hogar, se senala que, en general, los encuestados consideran que
ellos mismos implementan adecuados procedimientos de seguridad
alimentaria y parecen comprender la importancia de la aplicacion de dichos
procedimientos. Sin embargo, los mismos encuestados desconocen que las
practicas inseguras pueden suponer un riesgo de contaminacién cruzada

durante la preparacién casera de los alimentos.

Segun Anderson y cols. (2000) practicamente todos los consumidores de
Estados Unidos consideran el consumo de lechuga mojada con gotas de
exudado de pollo crudo como un comportamiento de riesgo. Observaciones
de la preparacién de alimentos muestran que el 98% de esos mismos
consumidores provocan contaminaciones cruzadas de alimentos listos para

SuU consumo con carne o huevos crudos.

Los resultados de varios estudios muestran que alrededor del 75% de los
consumidores fallan en los conocimientos de la contaminacién cruzada y los
principios asociados con esta (Anénimo, 2002 b; An6nimo, 2002 c). Ademas,
los resultados de diferentes estudios muestran que del 80% al 90% de los
consumidores comenten errores al no usar partes separadas de la cocina
para la preparacion de alimentos crudos y cocinados (Anderson y cols.,
2000; Griffith, 1999; Worsfold, 1994). Y si a esto le afnadimos que los
resultados obtenidos por Redmond y cols. (2000) indican que sigue
prevaleciendo un mal entendimiento de la necesidad de uso de utensilios
diferentes o correctamente limpiados, para la preparacién de pollo crudo y
alimentos listos para su consumo; se puede concluir, por tanto, que el
conocimiento sobre seguridad alimentaria por parte del consumidor no se
correlaciona con las practicas seguras de preparacion de alimentos en el
hogar (Albrecht, 1995; Altekruse, 1996; Williamson y cols., 1992).

Segun Fein y cols. (1995) la no asociacién por parte de los consumidores de

la manipulacién en el hogar de alimentos y toxiinfecciones alimentarias, es
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un serio impedimento para convencerles de que cambien sus habitos de

manipulacién.

Las medidas de seguridad tomadas por los consumidores desempefian un
papel critico en la prevencién de toxiinfecciones alimentarias, porque
constituyen el paso final en la preparacion del alimento (Zhang, 1999). La
manipulacién segura de alimentos por parte del consumidor en la cocina

doméstica se considera “la ultima linea de defensa” (Gilbert, 1983).

Mejorar la manipulacién de alimentos por parte del consumidor supone
reducir el riego y las incidencias de brotes alimentarios (Redmond y Giriffith,
2003). No en vano, en Espana, se producen tantas toxiinfecciones en el
hogar como en el resto de los lugares de restauracion juntos (Andénimo, 2001
b).

Los resultados de Kassa y cols. (2001) demuestran que tener personal con
formacién en higiene puede ser de gran importancia a la hora de reducir el

riesgo de toxiinfecciones alimentarias.

2.3.2. Limpieza y desinfeccion como método de garantizar la

seguridad alimentaria.

La limpieza es importantisima como una parte de las dos fases que
comprende el programa de higienizacion (limpieza y desinfeccién). Un
programa de higienizacion correcto requiere conocimiento de la naturaleza
de la suciedad que se debe eliminar. Los residuos se pueden caracterizar
por su composicién quimica (ej. Carbohidratos, grasa o proteina) (Holah,
1995).

Limpieza significa la eliminaciébn mecanica de la suciedad de un area
determinada. Como demuestra Kusumaningrum y cols. (2003), en la
limpieza, ademas, los microorganismos son movilizados de las superficies.
Mientras que la funcion de la desinfeccion es matar a los microorganismos

contaminantes y prevenir la incidencia de una enfermedad (Tamasi, 1995).
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McEldowney y Fletcher (1988) demostraron que donde los tratamientos de
limpieza permiten la desorcion de las bacterias hay subsecuentemente un
potencial riesgo de contaminacion de otras superficies. Zottola y Sasahara
(1994) recomendaron que, con el fin de minimizar la dispersién microbiana,
se deberian seguir dos pasos, limpieza e higienizacién. Los agentes
limpiadores generalmente incluyen componentes que mojan y penetran en la
suciedad, lo que facilita su movilizacion. La actividad de los desinfectantes
es mas eficiente después de haberse retirado la materia organica de la
superficie, ya que establecen un mayor contacto con los microorganismos

adheridos a la misma.

Jay y cols. (1999) encontraron que al menos la mitad de los hogares
estudiados no usa un detergente o un limpiador para limpiar las superficies
de la cocina. Asi mismo, las investigaciones llevadas a cabo por Jay y cols.
(1999) y Tierney y cols. (2003) indican que el escaso uso de los

desinfectantes se correlaciona con altos recuentos microbioldgicos.

Los efectos quimicos de los productos de la limpieza y desinfeccion
incrementan linealmente con la temperatura en aproximadamente el doble
cada 10°C de aumento. Para suciedad grasa, se pueden utilizar
temperaturas superiores a su punto de fusién para emulsificar esos

depdsitos y ayudar a eliminarlos (Holah, 1995).

Por ello, el descubrimiento de bacterias entéricas en las supuestamente
limpias y desinfectadas superficies de contacto con alimentos, indica una
inadecuada e infrecuente limpieza y desinfeccion de las mismas, entre otras
causas, por la utilizaciéon de desinfectantes o temperaturas de aplicacion del

agua de aclarado inadecuadas (Kassa y cols., 2001).

Ademas, una incorrecta desinfeccion permite el crecimiento de biofilms en
los entornos de procesado, lo que proporciona una mayor oportunidad para
la contaminacidén microbiana al producto procesado. Esto incrementa el
riesgo de reducir la vida comercial y de transmision de enfermedades (Frank
y Koffi, 1990; McCarthy, 1992; Ronner y Wong, 1993).
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La U.S. Environmental Protection Agency (Anénimo, 1997 a) recomienda la
implementacién de unas adecuadas practicas de manipulacion de alimentos

para prevenir casos de enfermedades alimentarias.

La intervencion en el momento adecuado y en el punto debido es
fundamental a la hora de prevenir enfermedades transmitidas por alimentos
(Cogan y cols., 2002).

Por todo ello, se puede concluir, que la aplicacion de unos buenos
procedimientos de higiene en el hogar puede reducir el impacto de los

trastornos provocados por enfermedades infecciosas (An6nimo, 2002 a).

Como indican Griffith y Worsfold (1994) la cocina no sirve exclusivamente
como espacio dedicado a la preparacion de alimentos sino que en ocasiones
sirve también de lavanderia, como zona de trabajo e incluso como dormitorio

de los animales de companiia.

Las investigaciones epidemiologicas han demostrado que una higiene
insuficiente en los hogares ha hecho crecer los peligros para la salud. Con la
finalidad de poder recomendar maneras de romper las cadenas de
transmision de enfermedades, seria necesario investigar cuales son los vias

de contaminacion cruzada (Borneff y cols., 1988 a).

Salmonella spp. se encuentra en el 30% y Campylobacter spp. en torno al
90% de los pollos que se venden al por menor en Inglaterra (Anénimo, 1997
b) y probablemente en otros paises. Las canales de pollos frescos pueden
contener en torno 10° Campylobacter por canal y un menor niimero de
Salmonella (Cason y cols., 1997). Por tanto ésta puede ser una via de

infeccidn importante de Salmonellay Campylobacter.

Durante la preparacion de pollos contaminados en las cocinas domésticas,
se produce una distribucién significativa de la contaminacion a manos, ropas

y superficies de contacto con manos y alimentos (Cogan y cols., 1999).
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Por ello, los riesgos microbioldgicos asociados con la contaminacion de los
alimentos listos para su consumo, preparados con utensilios sucios,
previamente usados para la preparacién de carne cruda o aves, son

considerados altos o muy altos (Redmond y cols., 2001).

Una elevada proporcion de gastroenteritis se producen en el ambito
domeéstico debido a una contaminacion cruzada entre la cocina y el lavabo, a
un mal cocinado de los alimentos o a un almacenamiento inadecuado (Scott
y cols., 1984), ademas de equipos contaminados y pobre higiene personal
(Olsen, 2000).

La preparacion de alimentos crudos y cocinados en la misma area de trabajo
de una cocina, incrementa el riesgo de contaminacion cruzada (Redmond y
Griffith, 2003). Asi, durante la preparacion de alimentos contaminados de
forma natural, los patégenos potenciales se esparcen frecuentemente por las
manos y las superficies de contacto con alimentos, lo que da una gran
importancia a la contaminacion cruzada, como factor desencadenante de
muchos casos de toxiinfeccion alimentaria (Roberts, 1990). Redmond y
Griffith (2003), en la misma linea, atribuyen un riesgo potencial al fallo de
usar diferentes utensilios, (cuchillos y tablas de picar) para la preparacion de

pollo crudo y alimentos listos para su consumo.

Una investigacion llevada a cabo por Bradford y cols. (1997) demostré la
facilidad con la que organismos transferidos pueden crecer en alimentos
listos para su consumo conservados a temperatura ambiente, lo que
incrementa el riesgo de toxiinfeccion alimentaria. Es mas, segun Knabel
(1995) y Cogan y cols. (1999) los alimentos que se mantienen durante gran
tiempo a temperaturas templadas estan frecuentemente implicados en
brotes de toxiinfecciones alimentarias dada la capacidad de los patégenos
bacterianos para multiplicarse rapidamente, hasta niveles peligrosos.
Brocklehurst y cols. (1987) y Hedberg y cols. (1992) han descrito brotes de
listeriosis y salmonelosis provocados por una contaminacion del producto

después del procesado.
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La aplicacion de un desinfectante efectivo sobre las superficies de contacto,
después de la preparacién de alimentos, tiene un impacto significativo en la
reduccion de contaminacion cruzada desde los alimentos en la cocina para
Salmonellay Campylobacter (Cogany cols., 1999).

Como mejor sistema preventivo para la dispersion de microorganismos y la
contaminacion cruzada con alimentos listos para su consumo se sugiere una
adecuada limpieza y desinfeccién de la cocina (Kusumaningrum y cols.,
2003).

2.3.3. Limpieza e higiene.

Varios estudios han mostrado que la limpieza, utilizando jabén y agua,
puede que no sea eficaz en la descontaminacién del entorno (Scott y cols.,
1984; Scott y Bloomfield, 1993). Si bien hay estudios que muestran que la
limpieza en base a detergente se puede considerar suficiente para producir
una limpieza higiénica de la superficie (Anénimo, 2002 a).

La importancia del aclarado fue demostrada por Scott y Bloomfield (1990 a)
quienes mostraron que cuando las superficies sucias se limpiaban so6lo con
jabdn y agua, sélo se conseguia esparcir las bacterias residuales entre las

superficies y la bayeta que a su vez las esparcia a otras superficies.

Mediante la combinacién de una limpieza a base de detergente con un
aclarado, se consigue una reduccién significativa en cuanto a riesgo
microbiano, si bien, y aunque esta técnica ha sido muy efectiva en
superficies contaminadas con Campylobacter, la contaminacion residual con
Salmonella se continda detectando entre el 5-10% de las superficies, con
recuentos superiores a 100 ufc (Cogan y cols., 2002).

Segun Scott y cols. (1984) la limpieza exclusivamente con detergente y agua
caliente es insuficiente para prevenir la transferencia de contaminacion, via
superficies, desde un alimento hasta otro, por tanto es necesario un

procedimiento de descontaminacion mas efectivo.
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2.3.4. Desinfectantes quimicos e higiene.

Los “British standars 5283” y la “European Hygienic Engineering & Design
Group” (EHEDG) (Andénimo, 2004) definen la desinfeccion como la
destruccién de los organismos peligrosos (pero no las esporas) hasta niveles

aceptables para el propésito definido.

Si las superficies no se limpian y desinfectan adecuadamente, pueden ser
fuente de patégenos (Kassa y cols., 2001). Por tanto, la aplicacién del
desinfectante es esencial para inactivar los microorganismos que quedan en

la superficie después de la limpieza (Dunsmore y Thomson, 1981).

Las propiedades, tanto fisicas como quimicas, de los desinfectantes pueden
limitar su eleccién para una aplicacion en particular. No seria adecuado, por
ejemplo, utilizar hidroxido sodico en superficies que contuvieran estafo, zinc
o aluminio, ya que la solucion corroeria los materiales. Tampoco seria
adecuado usar acido clorhidrico en acero o hierro por los mismos motivos.
No se deben utilizar agentes oxidativos en presencia de sustancias
reductoras que neutralizarian su efecto. Algunas actividades frente a
superficies pueden resultar interesantes en algunos casos, pero no en otros.
Las propiedades adicionales (manchar, toxicidad, etc.) también se deben
tener en cuenta ya que pueden convertir el producto en inadecuado (Jeffrey,
1995).

Los productos empleados para alcanzar la higienizacion de una superficie,
deben tener una rapida accion microbicida contra bacterias, virus u hongos
patdgenos, bajo las condiciones apropiadas de su uso habitual (presencia de
suciedad, temperatura, agua dura, etc.). Aunque los estandares de
suspension y pruebas de superficie se utilizan para establecer que un
producto da el perfil de actividad (espectro de accion, tasa de letalidad, etc.)
estos no dan indicacién de la efectividad bajo condiciones de uso. Mas
particularmente estas pruebas no dan indicacion del logaritmo de reduccion
alcanzado por la aplicacién de los productos de limpieza o desinfeccidn
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combinados con la accién mecanica y aclarado, por ejemplo, la manera en

que son utilizados en el hogar (An6nimo, 2002 a).

El IFH (International Scientific Forum on Home Hygiene) reconoce que la
eficacia de los procesos de limpieza y desinfeccion pueden verse
comprometidos si el desinfectante no se usa en la dilucién y de la manera

correcta (Anonimo, 2002 a).

La eleccién del desinfectante se debe basar, ademas, en si puede 0 no
puede haber presencia de carga organica asociada con el biofilm. Asi, todos
los desinfectantes aprobados funcionan bien en los biofilms sin carga

organica asociada (Chmielewski y Frank, 2003).

La limpieza y desinfeccion de superficies de trabajo en el hogar y en la
industria alimentaria son procesos clave en materia de seguridad. No
obstante, ni los productos empleados ni la metodologia utilizada ofrecen
siempre buenos resultados. Esto puede ser debido a la aparicién de
fendmenos de resistencia y adaptacion que facilitan la supervivencia de

microorganismos (Rodriguez, 2003).

Tras un tratamiento continuado suele apreciarse que las superficies no sélo
no se desinfectan bien, sino que en ocasiones se da un incremento del

numero de bacterias (Rodriguez, 2003).

Los estudios de laboratorio han mostrado que la adaptacién a los
desinfectantes puede ocurrir cuando los microorganismos se ven expuestos
a concentraciones subletales (Lunden y cols., 2003). En nuestro pais la
preocupacion se centra en Legionella pneumophila, aunque desde el punto
de vista alimentario no debe dejarse de lado Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus y cualquiera de las enterobacterias patdogenas
(Rodriguez, 2003).

El poder desinfectante de un producto difiere entre cepas adaptadas y
persistentes en las superficies con respecto a las no adaptadas. Esta
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situacién es especialmente evidente en el caso de Listeria monocytogenes
en relacidon con los amonios cuaternarios y las alquilaminas terciarias.
Estudios recientes han demostrado que tras una exposicion subletal de 2
horas, la concentracion necesaria para destruir a este tipo de bacteria se

incrementa en 3 veces (Rodriguez, 2003).

Una posible solucién a los fenémenos adaptativos es la rotacion entre
distintos desinfectantes. En esencia, esta practica conlleva que, cada cierto
tiempo, dependiendo el tipo de contaminacion y la extensién de la misma, se
cambia el tipo de desinfectante creando un ciclo con dos, y preferiblemente

con tres, productos de desinfeccion diferentes (Rodriguez, 2003).

La unica recomendacion posible es un buen empleo de los desinfectantes, a
concentraciones adecuadas y en las condiciones que indique el fabricante.
En este sentido, es igualmente recomendable no diluir excesivamente los

productos quimicos y dejarlos actuar el tiempo necesario (Rodriguez, 2003).

Los resultados de Cogan y cols. (1999) y Cogan y cols. (2002) sugieren que
para alcanzar niveles satisfactorios de higiene en una situaciéon, como
manipular comida cruda en la cocina doméstica, donde un fallo higiénico
acarrea un riesgo elevado con consecuencias serias, puede ser aconsejable

el uso de un desinfectante quimico.

2.3.5. El secado de superficies como forma de

descontaminacion.

Varios estudios, entre ellos los de Lowbury y Fox (1953), Petit y Lowbury
(1968), Rathmachers y Borneff (1977), McEldowney y Fletcher (1988) y Hirai
(1991) demostraron que el secado de superficies tiene un importante efecto
bactericida, aunque la efectividad del proceso depende de la naturaleza del
organismo, el tiempo de secado y las condiciones de temperatura, suciedad,
humedad, etc. Un ejemplo de ello es S. aureus, quien tiene tendencia a
formar agregados de unas cuantas células, lo que puede proporcionar
alguna proteccion a las células mas internas frente a la deshidratacion y la
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limpieza (Tebbutt, 1991 b). Posiblemente debido a esta estructura grupal, 15
minutos de aire secante no reducen significativamente los recuentos de S.
aureus de las superficies, lo que corrobora su tolerancia frente a las

condiciones secas (Kusumaningrum y cols., 2003).

El breve periodo que dura la desinfeccién proporcionada por los
desinfectantes fendlicos y el hipoclorito, se podria deber a una
recontaminacion de las superficies limpiadas o quizas debido a que los sitios
humedos, como fregaderos y ropa humeda, propicien la multiplicacién de la
flora residual que no haya sido destruida en el proceso de desinfeccion
(Scott y cols., 1984).

La supervivencia y proliferacion de esos microorganismos se ve favorecida si
la superficie esta sucia y humeda (Frank y Chemielewski, 1997; Scott y
Bloomfield, 1990 b). El proceso de secado se cree que es de importancia
critica para maximizar la reduccion de las bacterias (Blackmore, 1989;
Montville y cols., 2002).

Humphrey y cols. (1994) estudiaron la supervivencia de Salmonella
enteritidis en superficies de formica después de batir huevos contaminados
artificialmente en un cuenco. Cogan y cols. (1999) observaron la
supervivencia de Salmonella spp. y Campylobacter spp. por encima de 3
horas en superficies de contacto con alimentos y manos en la cocina

domeéstica, después de la preparacion de pollo fresco contaminado.
De este modo, aunque el secado es un proceso importante para mantener

las superficies en un estado higiénico, no puede ser considerado como un

proceso para alcanzar la limpieza per se (Anénimo, 2002 a).
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2.3.6. Limpieza y desinfecciéon regular como método de evitar la
aparicion de biofilms.

La frecuencia de uso del agente de limpieza en la cocina influye en el nivel
de microorganismos (Tierney y cols., 2003). Se ha reconocido que la
posibilidad de un microorganismo para provocar una enfermedad, no
depende soélo del tipo de microorganismo, sino también de su numero
(Lipson, 1976). Josephson y cols. (1997) concluyeron que el uso casual o
irregular de los limpiadores desinfectantes no es apto para reducir el riesgo

de patdgenos en las superficies de la cocina.

La presencia de nutrientes, depdsitos de residuos de alimentos y el estrés
provocado por acciones de limpieza, higienizacion o tratamientos de
procesado, influiran en la estructura del biofilm (Chmielewski y Frank, 2003).

Una vez se permite la formacién del biofilm, la limpieza de la superficie se
vuelve mas dificil por la presencia de las sustancias poliméricas
extracelulares adherentes (Chmielewski y Frank, 2003).

2.4.Superficies de contacto con las manos y alimentos.

Los organismos patégenos que llegan al hogar mediante un producto
contaminado, como agua o alimentos crudos, un manipulador portador,
animales de compaiia, etc., pueden ser diseminados a las manos y a las
superficies del entorno en un nimero significativo, ya sea por contacto
directo, por los fluidos o excreciones corporales o via aerosoles. Esos
patdgenos pueden persistir en las superficies del entorno por periodos
significativos de tiempo y ser transferidos a otras superficies (incluido las
manos) en numero suficiente para representar un riesgo de infeccion
(Anénimo, 2002 a).

Un estudio llevado a cabo sobre las infecciones de Escherichia coli
0O157:H7, a partir de hamburguesas preparadas en casa, implicaba una falta
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de higiene de las superficies y de las manos como, factores
desencadenantes significativos (Mead y cols., 1999).

Aunque la dosis infectiva para los patégenos entéricos como Salmonella es
generalmente elevada (por encima de 10° células viables), a temperatura
ambiente un pequefo numero de células se puede multiplicar hasta alcanzar
una gran cantidad en unas pocas horas. La transferencia de bacterias,
hongos o virus por el hogar, via manos y superficies de contacto con
alimentos, incrementa el riesgo de exposicion de los miembros de la familia.
Los procedimientos de higiene que reducen el riesgo de contaminacion
cruzada son, de este modo, importantes para esas superficies (An6nimo,
2002 a).

El papel de las manos en la transmision de enfermedades esta bien definido
(Emery, 1990), y la transmisién de patégenos via manos contaminadas se
ha considerado la mayor ruta de infeccién en casos de intoxicacion
alimentaria. El lavado de manos (fregado y aclarado con agua y jabén) y su
secado posterior se ha demostrado que es una manera efectiva para
eliminar los microorganismos contaminantes y de reducir las toxiinfecciones

alimentarias (Guzewich y Ross, 1999).

Los datos objetivos, tras una encuesta, han indicado un profundo
desconocimiento de la necesidad de lavarse las manos y de secarselas
durante la preparacién de comida por razones de higiene (Redmond y cols.,
2001). Incluso fueron notables las percepciones erroneas sobre el correcto
lavado y secado de manos (Redmond y Griffith, 2003). No utilizar jabon
durante el lavado de manos se considera un lavado de manos inadecuado e
insuficiente (Kassa y cols., 2001).
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2.4.1. Procedimientos de higiene para superficies de manos y

alimentos.

Si los manipuladores no se lavan las manos con agua y jabdn después de ir
al bano o tocar alimentos crudos, como vegetales o carne, sus manos
pueden estar contaminadas con bacterias entéricas y esa puede ser la razon
de la presencia de estas bacterias en el fregadero, lavamanos y en la nevera
o congelador en mas del 50% de los establecimientos estudiados (Kassa y
cols., 2001).

Asi, en un estudio reciente, después de la preparacion de la comida con un
pollo contaminado, pero antes de la limpieza, un 40% y un 63,3% de las
manos y superficies de contacto con alimentos estaban contaminadas con

Salmonellay Campylobacter respectivamente (Cogan y cols., 2002).

Una manera adecuada de lavarse las manos y secarselas incluye el uso de
agua caliente con jabdn y un posterior proceso de aclarado, seguido de la
utilizacion de una toalla, limpia y que no haya sido utilizada previamente, o
toalla de papel desechable, para el secado (Griffith y cols., 1999).

Griffith y cols. (2001) estudiaron el lavado de las manos después de la
manipulacién de comida cruda y antes de tocar alimentos listos para su
consumo. Mostraron que aun teniendo el conocimiento de una actitud
positiva, y la intencién de hacer un correcto lavado de manos, ningun
participante llevo a cabo un lavado adecuado de manos antes de manipular

alimentos listos para su consumo o después de manipular alimentos crudos.

Pero no soélo los alimentos crudos o la falta de higiene son las causas de
unas manos contaminadas. Si el lavamanos y los tiradores de los
congeladores y refrigeradores no se limpian y desinfectan adecuadamente
cada cierto tiempo, pueden dar lugar a la recontaminacion de las manos de
los manipuladores con el consiguiente riesgo (Kassa y cols., 2001).
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2.4.1.1. Limpiezay desinfeccion combinando detergente y
desinfectante.

Segun el IFH (Anonimo, 2002 a) los desinfectantes se inactivan en mayor o
menor medida por la presencia de suciedad. Por ello, las superficies deben
limpiarse antes de la aplicacion del desinfectante. Esto es particularmente
importante para las superficies muy contaminadas, por ejemplo, las que

estan en contacto con alimentos.

La mezcla de hipoclorito y detergente en agua caliente provoca una
reduccion significativa en el numero de puntos contaminados, en relacién a
los encontrados contaminados después del uso de detergente y agua sin

desinfectante (Cogan y cols., 1999).

Un estudio limitado al entorno del catering mostré que no habia diferencias,
aparentemente significativas, entre el nivel de seguridad higiénica alcanzada
en diversas superficies de contacto con alimentos, utilizando un producto
que combinaba detergente y desinfectante (desinfectante a base de cloro
activo o amonio cuaternario) y el grado obtenido por la limpieza y
desinfeccion realizada en dos pasos (Stekelenburg y Harlog, 1999).

2.5. Estudios para determinar la eficacia de la higienizacion de

superficies.

Se ha estudiado la efectividad de los desinfectantes en pruebas de
laboratorio e in situ, pero una vez se establece la efectividad bajo
condiciones de uso, rara vez se ha intentado comparar esos resultados con
los obtenidos en las pruebas de laboratorio. En una proporcion significativa
de situaciones practicas, las superficies facilitaban la adhesién y/o desarrollo
de biofilms. La resistencia de los biofilms naturales a los biocidas puede ser
muy diferente a los preparados en laboratorio (Brown y Gilbert, 1993;
Bloomfield, 1995). Ademas, la efectividad de los higienizantes quimicos se
ve limitada, cuando se utiliza en el hogar, por la presencia de suciedad y
agua dura (Gibson y cols., 1999; Kim y Frank, 1995).
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Dos estudios comparativos de Bloomfield y cols. (1991) y (1993) en los que
estudiaron el intervalo de desinfeccion logrado por los productos mas
comunmente utilizados en el Reino Unido, utilizando las normas Europeas
para pruebas de suspension y de superficies, indicaron que la mayoria de
los productos, a las concentraciones de uso recomendadas, producian una
reduccion superior a 5 Log en el recuento de microorganismos viables
(indicado por la no presencia de supervivientes) en 5 minutos de exposicion.
Pero las mismas concentraciones de algunos de los productos producian
una reduccién de sélo 2-4 Log cuando se probaban contra los mismos

microorganismos en superficies secas.

Bessems (1998) demostrd que, en una prueba en suspension, se necesitaba
una concentracién 9.2 veces mayor de solucion de hipoclorito para alcanzar
una reduccion de 5 logaritmos de S. aureus bajo condiciones sucias, frente a

la necesaria para condiciones limpias.

Scott y cols. (1984) demostraron que, antes de la limpieza, sélo 1 de cada 5
areas de contacto con manos y alimentos seleccionados podian ser
considerados como higiénicos (<10 ufc/25cm?). Mientras que la mitad (56-
63%) de los sitios y de las superficies se consideraron contaminados (>120
ufc/25cm?). Después de una limpieza utilizando detergente, la proporcién de
superficies contaminadas se vio incrementada al 68% del total de
superficies. Después de la aplicacion de hipoclorito (en concentracion de uso
de 6000 ppm) solo el 7% de las superficies permanecian contaminados. Con
desinfectante fendlico la ocurrencia de contaminacion se reducia al 36%. La
desinfeccién con hipoclorito y con desinfectante fendlico incremento el
porcentaje de areas consideradas como higiénicos al 76% y 38%

respectivamente.

Borneff y cols. (1988 a) demostraron que, durante la preparacion de una
comida, las bacterias que provenian de la carne picada contaminada eran
esparcidas sobre todos los utensilios y zonas de trabajo. El muestreo de
superficies mostraba que el 60% del equipamiento de la cocina, que
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presentaban dificultad para limpiarse, seguian contaminadas después de la
limpieza convencional sin uso de desinfectante, mientras que el 40%
seguian contaminadas después de la aplicacion de perdxido de hidrégeno y
el 23% después de la aplicacion de hipoclorito sédico.

Los estudios llevados a cabo por Scott y cols. (1984) observaron que,
aunque los productos fuesen eficaces en reducir la contaminacion
microbiana, los efectos eran relativamente cortos en el tiempo. Entre 90
minutos y 3 horas después, la mayoria de las superficies volvian a estar
relativamente contaminadas. Esto era probablemente debido a su
reutilizacion o, en el caso de las bayetas hiumedas, al crecimiento de los
supervivientes residuales no destruidos en el proceso de higienizacion. En
un estudio adicional sobre los efectos de la aplicacion diaria de desinfectante
durante un periodo de 3 dias, no se encontré evidencia de ningun efecto
sustancial o acumulativo en términos de frecuencia sobre la cantidad de

superficies catalogados como higiénicos.

Por ello Holah (1995) admite que niveles relativamente altos de
microorganismos no alterantes y no patégenos en las superficies se pueden
tolerar, pero la presencia de patégenos alimentarios como Salmonella spp. 0

Listeria spp. son inaceptables.

2.5.1. Tablas de cortar.

Las tablas de cortar deben considerarse como un caso especial, por su
potencial de transmitir contaminacién desde los alimentos crudos hacia los
cocinados y las potencialmente serias consecuencias de no alcanzar un

nivel minimo de higiene (Anénimo, 2002 a).

El exudado procedente de la carne cruda que queda en las superficies de
trabajo, puede transmitir agentes infecciosos a otros alimentos, pudiendo ser
peligroso si no se cocinan antes de ser comidos. Algunas bacterias se
pueden incluso multiplicar desde que llegan a la superficie hasta que
contaminan otro alimento (Ak y cols., 1994 a).
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Las bacterias que mas preocupacién suscitan, en cuanto a la contaminacion
cruzada en las tablas de cortar de las cocinas, son principalmente de origen
animal, responsables de importantes enfermedades en el hombre. Estas
son conocidas como zoonosis, al ser transmitidas por alimentos. Ademas las
bacterias responsables se pueden multiplicar a temperatura ambiente o
incluso inferior. Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes 'y
Salmonella spp. cumplen esos requisitos. Campylobacter jejuni puede
también ser un contaminante pero no se suele multiplicar a temperatura
ambiente con suficiente rapidez. Campylobacter jejuniy Salmonella spp. se
han aislado, mediante escobillonado, de tablas de cortar donde se ha
cortado carne cruda (de Boer y Hahné, 1990). Sélo el 20% de ellas se
pueden considerar poco contaminadas antes de la limpieza (menos de 10
ufc/25¢cm?) (Scott y cols., 1984).

Acuff y cols. (1986) contaminaron superficies de tablas de cortar de plastico
y de madera con Campylobacter jejuni. Una de cada tipo fue lavada
manualmente con agua a 45°C y detergente de lavaplatos y la otra, con un
lavaplatos automatico doméstico. Campylobacter jejuni sélo se detectd en el
escobillonado de la tabla de madera lavada a mano.

De este modo, el material de la tabla también parece tener importancia.
Gilbert y Watson (1971) inocularon tablas de cortar de madera y plastico
presionando carne de vacuno sobre ellas. La limpieza mediante inmersion
en agua templada (45-50°C), conteniendo un detergente anidnico, elimind
mas flora de la superficie del plastico que en la de la madera. Los resultados
obtenidos para plastico, con irregularidades fruto del uso, muestran que la
eliminacién de esa flora se da en menor grado que en las tablas de plastico
nuevo pero en mayor medida que en la madera. Sin embargo, Ak y cols.
(1994) demostraron que, aunque las tablas de cortar nuevas de madera y
plastico se descontaminaban facilmente, las usadas, especialmente las de
plastico, se limpiaban con mas dificultad.
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Un estudio llevado a cabo por Zhao y cols. (1998) demostr6 que las
superficies de las tablas de cortar estaban mas contaminadas después de
cortar y manipular aves, artificialmente contaminadas con Enterobacter
aerogenes, lo que podia provocar contaminacién cruzada con vegetales

preparados después en la misma tabla contaminada.

Asi, al analizar, en tiempo real, muestras de ensaladas vegetales preparadas
con tablas de picar y cuchillos sin lavar o mal lavados, que previamente
habian sido usados para pollo crudo, estos estaban contaminados con
Campylobacter y/o Salmonella procedentes del pollo crudo, en el 81% de los
casos (Redmond y cols., 2002).

Debido a que las tablas de cortar de madera son porosas se ha supuesto
que se limpian y desinfectan con mayor dificultad que las de plastico. El
Department of Health and Human Services del U.S. Department of
Agriculture.Food and Drug Administration (Anénimo, 2001 a) recomiendan
encarecidamente que los consumidores usen en las cocinas tablas de
plastico, no de madera. Sin embargo Ak y cols. (1994 a) indica que la
madera tiene algun tipo de efecto antibacteriano que no se ha encontrado en
el plastico. Asi, los experimentos llevados a cabo por Ak y cols. (1994 b)
muestran que la madera permite una menor multiplicaciéon bacteriana que el

plastico después de su contaminacion.

Ak y cols. (1994 a) descubrieron que las recuperaciones, a partir de madera,
eran significativamente menores que en plastico durante la primera hora,
incluso cuando se inocularon por encima de 10° ufc. Cuando se repitié el
experimento con las tablas de cortar cubiertas, con el fin de protegerlas del
flujo de aire, se observé un incremento para las tablas de cortar de plastico
de Listeria monocytogenes, mientras que se volvio a observar un descenso
para las de madera. Por otra parte, el secado puede tener una influencia
minima en las tablas de madera ya que el indculo es rapidamente absorbido.

En estos estudios preliminares, se encontraron dificultades inesperadas a la
hora de recuperar bacterias de las superficies de madera, indistintamente de
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la especie de origen y de si ésta era nueva o estaba usada. Estos resultados
coinciden con los mostrados por Kampelmacher y cols. (1971) y Ruosch
(1981) quienes necesitaron métodos destructivos para recuperar las
bacterias inoculadas en las superficies, ya que estas se habian introducido
en la madera. Sin embargo, las bacterias inoculadas en tablas de plastico
fueron recuperadas de manera sencilla desde la superficie,
independientemente del tipo de polimero y de si las tablas eran nuevas o
estaban usadas. Quizas por este motivo, los andlisis de laboratorio
habitualmente pueden tender a infravalorar la contaminacion de las tablas de
madera. Sin embargo, los resultados del estudio de Ak y cols. (1994 a)
evidencian una diferencia significativa (p<0.05) entre las tablas de polietileno
y las de madera. Estas reducen significativamente el nimero de
microorganismos, mientras que las de plastico permiten su multiplicacion.
Ademas, las tablas de madera usadas se pueden limpiar con facilidad
después de untarse con grasa de pollo, mientras que las de polietileno (que
estaban danadas por la accion del cuchillo) presentaban dificultades serias
de limpieza incluso cuando no se aplicaba la grasa de pollo.

La aparente accion antibacteriana de la madera, comun a todas las especies
probadas, y poco afectada por el uso previo continta sin explicacién. Si bien
(Ak y cols., 1994 a) sugerian que las bacterias no se destruyen
instantaneamente durante su absorcion a la madera. Estos datos parecen
sugerir que el riesgo de contaminacion cruzada sera minimo si las bacterias
no se pueden recuperar con los medios de cultivo utilizados en esos

estudios.

Con un esfuerzo de limpieza razonable, las tablas de cortar de madera se
pueden usar de forma segura en las cocinas de los hogares y no son un
utensilio susceptible de crear riesgos indebidos de contaminacion cruzada
en alimentos (Ak y cols., 1994 a), a pesar de lo cual, las tablas de este
material se han contraindicado al menos durante 20 afios (Ak y cols., 1994
b). Los resultados de estos autores no apoyan lo que se dice tan
frecuentemente, en cuanto a que las tablas de plastico son mas higiénicas
que las de madera.
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2.6. Reservorios / Diseminadores: utensilios de limpieza domésticos.

Probablemente, la comida es la principal fuente de introduccién de
contaminacidon microbioldgica en la cocina, pero el fregadero, los sifones de
desagle y alrededores, actian como reservas donde las bacterias se
pueden multiplicar. Cabe destacar que Escherichia coli se encontré en el
38.8% de los sifones y en el 17.8% de las superficies del fregadero. Ademas,
estas zonas pueden actuar como diseminadores de contaminacién en la
cocina. Como diseminadores de contaminacion también pueden actuar todas
las prendas mojadas o los utensilios de limpieza mojados. Incluso, el
aislamiento de enterobacterias en los alrededores de retrete sugiere que el
agua que cae de la cisterna al retrete podria formar un aerosol dispersador

de la contaminacion (Scott y cols., 1982).

Una observacién importante es que, durante la limpieza, los
microorganismos son transferidos desde las superficies a las telas de
limpieza y que pueden, potencialmente, provocar contaminacion cruzada
(Kusumaningrum y cols., 2003).

Usar correctamente bayetas, trapos y accesorios, como las esponjas, es
importante, ya que desempefan un papel importante en la higiene ayudando
a desincrustar particulas de las superficies y pueden eliminar una proporcién
significativa de la suciedad y de los microorganismos presentes en esa
superficie. Sin embargo, como frecuentemente permanecen humedas
durante largos periodos de tiempo y siempre retienen alguna suciedad
residual, proporcionan a los microorganismos condiciones ideales para su
multiplicacién. Cuando se usan en muchas superficies consecutivamente, los
trapos pueden recoger contaminacion de una superficie y redepositarla en
otra. Por la naturaleza de su funcién, representan un riesgo serio en
términos de su capacidad para incrementar la exposicién de los miembros
de la familia a los microorganismos peligrosos. Los procedimientos de
higiene aplicados a los trapos de cocina, de este modo, tienen un papel
importante en la prevencion de la diseminacion de los microorganismos por

las superficies en el hogar (An6nimo, 2002 a).
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En el estudio de Scott y cols. (1984) se enfatiza especialmente en el peligro
que pueden suponer los trapos, bayetas y otros utensilios mojados de
limpieza. Aunque estos utensilios se sequen después de usar (cosa que no
suele suceder) es necesario una efectiva descontaminaciéon adecuada, antes
y después de su uso, para evitar que sirvan como reservorio o0 como

diseminadores de contaminacion microbiana en la cocina, lavabo y bafo.

Scott y Bloomfield (1990 b) investigaron a cerca de la efectividad de los
procedimientos de higiene para la descontaminacién de trapos y bayetas
después de haber sido utilizados en el hogar. Los niveles de contaminacion
variaban desde 10? hasta 10° ufc/cm?. En los trapos y bayetas contaminadas
Scott y Bloomfield (1990 b) encontraron que las bacterias se pueden
multiplicar rapidamente, sobre todo a temperatura ambienten y

particularmente cuando estos trapos y bayetas se guardan hiumedos.

Kusumaningrum y cols. (2003) demostraron que los microorganismos son
rapidamente dispersados de las esponjas de cocina a las superficies, con

ratios de transferencia entre el 20 al 40%.

Ademas, cuando una persona enferma o portadora esta en casa, la colada
puede quedar contaminada y tiene el riesgo de trasferirse en la lavadora
(Manafi, 2003).

Por estos motivos Scott y Bloomfield (1993) sugieren que se podrian llevar a
cabo significativas mejoras en la higiene de la cocina asegurandose que las
bayetas contaminadas no son usadas para la preparaciéon de comida. Los
esfuerzos se deben centrar en prevenir la transferencia de bacterias de un
lugar a otro, en vez de en conseguir una total eliminacién de las bacterias de

esos lugares (Scott y cols., 1984).
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2.6.1. Procedimientos de higiene para los utensilios de limpieza.

Los resultados obtenidos por Scott y Bloomfield (1990 b) y Cogan y cols.
(2002) mostraron que la limpieza con productos detergentes con aclarado,
producia ninguna o una pequefia reduccion en los niveles de contaminacion,
lo que indicaba que los microorganismos estaban fuertemente adheridos a
las fibras del tejido. Por el contrario, el hipoclorito y los desinfectantes
fendlicos producian una reduccién significativa en la contaminacion
microbiana, si bien el hipoclorito conseguia mejores resultados que los
fenodlicos. Si ademas, las ropas contaminadas se almacenan en condiciones
humedas durante toda una noche, las células se adhieren ain con mas
fuerza. Para prendas almacenadas toda la noche, incluso donde se habia
lavado y aclarado, se encontr6 que el 40% de ellas estaban contaminadas
con recuentos superiores a 100 ufc/cm? (Cogan y cols., 2002). Por ello, las
telas guardadas durante toda la noche frente a otras lavadas
inmediatamente después de ser utilizadas, la limpieza con detergente, con o
sin aclarado, fue significativamente menos efectiva (p<0.05) para reducir
tanto el recuento de totales como el de Salmonella, aunque la limpieza con
aclarado produce una mayor reduccion tanto el recuento de totales como el
de Salmonella comparado con el método de lavado sin aclarado (Cogan y
cols., 2002). Asi, cuando los tejidos utilizados en la limpieza son
reutilizables, después del primer uso y lavado, su efecto antibacteriano se ve

muy mermado o incluso desaparece (Kusumaningrum y cols., 2003).

Cuando se elige la desinfeccion quimica para la reduccion bacteriana en
telas de limpieza, los desinfectantes se deben aplicar de manera correcta
(Ej., correcta concentracion y correcto tiempo de exposicion). La actividad
biocida de los desinfectantes, como el hipoclorito sodico, se ve alterada por
factores externos. Por ejemplo, la materia organica del entorno interfiere con
el cloro libre, lo que provoca un descenso en la efectividad del hipoclorito
sodico, como se ha demostrado en las pruebas de suspension en
condiciones sucias, comparado con las pruebas en condiciones limpias
(Kusumaningrum y cols., 2003). De igual modo en las telas, cuando la

materia organica del entorno esta presente, lo cual ocurre habitualmente en
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las situaciones practicas, la efectividad de un desinfectante sera menor,

requiriéndose mayores concentraciones (Kusumaningrum y cols., 2003).

Los resultados demuestran que el almacenamiento postdesinfeccion
produce un crecimiento de los supervivientes residuales, incluso en algunos
tejidos que estaban aparentemente estériles, inmediatamente después de la

desinfeccién (Anénimo, 2002 a).

En cualquier caso, cuando los utensilios de limpieza estan muy
contaminados, ningun desinfectante puede ser considerado como

satisfactorio (An6nimo, 2002 a).

Asi, el IFH considera que, como rutina, todas las bayetas, trapos y esponjas
no desechables se deben transformar en higiénicas con un procedimiento
higiénico que incluya la limpieza y desinfeccion, ya sea por la accion del
calor o de un desinfectante quimico. Si las piezas de ropa han estado muy
contaminadas, durante un largo periodo de tiempo, la desinfeccién sélo es
posible conseguirla por la aplicacion de calor durante un largo periodo de
tiempo. En cualquier caso, las piezas de ropa deben secarse
inmediatamente después de la descontaminacién para almacenarse secas
hasta el siguiente uso, con el fin de prevenir el recrecimiento de la

contaminacioén residual (An6nimo, 2002 a).

2.6.2. Estudios en el ambito doméstico para evaluar la
efectividad de los procedimientos de higiene para prevenir la

contaminacion cruzada via telas de limpieza.

La materia organica puede interferir con el hipoclorito o proteger a los
microorganismos del contacto directo con los desinfectantes. Como se
observo con el microscopio electronico de barrido, las bacterias se
encontraron en las telas de limpieza de los hogares cubiertas con materia
organica del entorno (Kusumaningrum y cols., 2003).
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El cloro libre (2 a 500 ppm) es activo frente a bacterias vegetativas, en
entornos con baja materia organica (Bessems, 1998). Sin embargo, a
concentraciones de 500 ppm de hipoclorito, los niveles de Salmonella
enteritidis y S. aureus no se redujeron de manera resefnable cuando las
pruebas se hicieron sobre los utensilios de limpieza, incluso cuando no habia
materia organica interfiriendo. La estructura de los utensilios de limpieza
(trapos, bayetas, etc.) puede ofrecer un microentorno protector donde la
adhesion microbiana y el crecimiento se vean facilitados. Ademas, en trapos
contaminados de manera natural en las casas, 2400 ppm de solucion de
hipoclorito (concentracion recomendada por el fabricante) no produjeron una
reduccion total de la microflora de las telas aunque, en algunos casos, se
pudo observar una reduccion de mas de 4 unidades logaritmicas

(Kusumaningrum y cols., 2003).

Generalmente, los niveles de contaminacidn de las superficies cuando se
limpiaban con detergente fueron superiores en el dia 2 después de un uso
prolongado de la bayeta. Por el contrario cuando se aplicaba amonio
cuaternario sélo, dos de las 24 superficies mostraron un incremento del

recuento después de la limpieza (Scott y Bloomfield, 1993).

Por todo ello, cuando bacterias como S. aureus, u otras bacterias
oportunistas, tienen que ser eliminadas, se recomienda el uso de trapos y
bayetas desechables impregnadas con desinfectante (Kusumaningrum y
cols., 2003).

2.7.Zonas reservorio.

Bloomfield y Scott (1997) destacaron el potencial de los lugares humedos
como reservorios de microorganismos, con el consecuente riesgo de
diseminacién de la contaminacion. En la misma linea, Tierney y cols. (2003)
concluyeron que el entorno del fregadero de la cocina es uno de los
principales reservorios para los microorganismos en el entorno de la cocina

doméstica.
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Por ello, se ha manifestado preocupacién en cuanto a que se pueda
establecer una contaminacion cruzada ente el fregadero y la vajilla (Meredith
y cols., 2001).

Las juntas metal/metal o metal/plastico suelen ser lo suficientemente fuertes
para prevenir la acumulacion de residuos de productos, pero pueden permitir
la entrada de microorganismos que pueden quedar protegidos de este modo

frente a los programas de higienizacion (Holah, 1995).

En otro punto conflictivo, los sifones, Scott y cols. (1984), encontraron que
aunque la desinfeccion era efectiva para reducir la contaminacién microbiana
comparada con la limpieza hecha con detergente exclusivamente, los
efectos eran relativamente cortos. Cuando los sifones eran remuestreados
90 y 180 minutos después de la desinfeccidn, la frecuencia de aparicion de

sitios contaminados volvia a niveles similares a los previos a la desinfeccion.

Los sitios del hogar, como las tazas del inodoro, los sifones, alcachofas de
ducha, el lavadero de manos y el rebosadero de la bafera, se pueden
convertir en reservorios de microorganismos, bien permanentemente o bien
esporadicamente. Esto incluye bacterias oportunistas y patégenas. La
presencia de humedad y ciertas cantidades de suciedad en esos sitios
proporciona un sustrato ideal para albergar el crecimiento de una poblacion
de microorganismos. Las irregularidades en las superficies del fregadero o
de las tazas del inodoro también pueden retener microorganismos (Andénimo,
2002 a).

Mas alla del riesgo que se atribuye al lavabo, el IFH considera que, aunque
el deposito de microgotas procedentes de la formacion de un aerosol (que
consecuentemente puede ser transferido a otras zonas del lavabo incluido
superficies de contacto con las manos como el asiento del lavabo o el tirador
de la cadena) puede suceder como resultado del vaciado de la cisterna, los
resultados de la exposicion a los patégenos procedentes de la taza del
inodoro son relativamente bajos, en condiciones normales, en hogares

donde la familias son sanas. Sin embargo donde los miembros de la familia
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tienen diarreas fluidas, la transmision de la infeccion via esta ruta (rociando

con el aerosol formado) puede ser incluso un riesgo real (Anénimo, 2002 a).

La desinfeccidn rutinaria, asi como la limpieza de los lavamanos, sifones,
rebosaderos y desaglies se considera la manera apropiada de prevenir el
establecimiento de biofilms en esas zonas (An6nimo, 2002 a).

2.7.1. Estudios de laboratorio y en el hogar para medir la
efectividad de los procedimientos de higiene en el lavabo.

Muchos factores influyen en la eficacia de los desinfectantes, como por
ejemplo la temperatura, pH, presencia de materia organica, composicion de
la superficie, lo que hace dificil predecir su eficacia (Sykes, 1967). Las
pruebas de laboratorio son ciertamente Utiles para evaluar la accién de los
desinfectantes; pero no se las debe considerar como definitivas, sino como
preliminares a las pruebas de campo (Tamasi, 1995). Si bien las pruebas en
condiciones de uso son dificiles y caras de llevar a cabo, para la mayoria de
los desinfectantes la aprobacion se consigue con los resultados de
laboratorio. No obstante, para la comparacién de los desinfectantes con las
pruebas estandarizadas que estan aceptadas internacionalmente, hay que
hacer también las pruebas de campo para comprobar y verificar su actividad
(Bloomfield y cols., 1994). No s6lo se cuestionan los limites de fiabilidad de
las pruebas realizadas en laboratorios, sino que plantea a la vez el problema
mas basto de como hacer la correlacién entre una evaluacion realizada en

laboratorio y las condiciones sobre el terreno (Tamasi, 1995).

La naturaleza e irregularidad del suelo hacen mas dificil su desinfecciéon que
otras superficies. Por tanto si un método demuestra que el desinfectante ha
sido efectivo en el suelo, las otras superficies probablemente se habran
desinfectado satisfactoriamente (Tamasi, 1995).
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2.7.1.1. Toma de muestras.

No hay métodos estandarizados para recuperar microorganismos de las
superficies (Ak y cols., 1994 b).

El momento de recoger las muestras es otro aspecto importante de la
prueba. Las muestras para pruebas microbiolégicas no se deben tomar de
superficies humedas. Por una parte, los desinfectantes pueden seguir
actuando en una superficie hUmeda y podria suceder que la actividad
desinfectante no se hubiera alcanzado completamente. Por otra parte, los
residuos de desinfectante en esa muestra podrian evitar el crecimiento de
los microorganismos en el medio de cultivo. Neutralizar el desinfectante con
un antagonista antes de tomar las muestras, en campo, no tiene sentido. Se
debe permitir que se seque el suelo antes de tomar las muestras para cultivo
(Tamasi, 1995).

Uno de los mayores problemas es alcanzar una recuperacion suficiente de

supervivientes de las superficies (Bloomfield y cols., 1994).

2.8.Suelos, paredes y otras superficies del hogar.

Para la mayor parte de los riesgos de exposicién a patégenos, como
resultado de la contaminacién microbiana en suelos, adornos del hogar, etc.,
el peligro se considera muy bajo (Anénimo, 2002 a). Por ello Scott y cols.
(1984) aseguran que en superficies secas, como paredes y suelos, no hay
razones que justifiquen el uso de desinfectantes, con un buen detergente

basta.

La excepcidén a esto es el crecimiento de moho que se considera como un
riesgo real para la salud. Se considera que donde hay presencia de moho
este debe ser eliminado usando agentes limpiadores, como detergentes que
contengan hipoclorito sédico, lo que optimiza la separacion del moho de las
superficies (Anénimo, 2002 a).
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Ayliffe y cols. (1966) demostraron que cerca del 90% de la contaminacion del
suelo podia ser eliminada con una limpieza a base de agua y jabon
exclusivamente, pero la contaminacién microbiana puede volver a niveles de
antes de la limpieza en unas pocas horas. Estos mismos autores
demostraron también que aunque la contaminacién podia ser reducida en
mayor grado por la accion de los desinfectantes, la recontaminacion a

niveles de prelimpieza/desinfeccion sucede en un corto periodo de tiempo.

La desinfeccién es una accion a realizar, ademas de la limpieza, y se
recomienda también para paredes, suelos o superficies donde haya restos
de materia organica. Esto puede resultar dificil cuando se mezcla con
tejidos, en cuyo caso, la desinfeccién con vapor es la Unica solucion. Si el
material se considera especialmente infeccioso es aconsejable aplicar
desinfectante al material contaminado antes de su limpieza, con el fin de
proteger a la persona que hace la limpieza. El desinfectante debe entonces
ser reaplicado a la superficie después de la limpieza (Cheesbrough y cols.,
1997).

Los compuestos de amonio cuaternario son recomendados habitualmente
para suelos, paredes y containers y para las superficies que pueden ser
desinfectadas durante largos periodos de tiempo 0 que no requieren
aclarado antes de produccion de alimentos (superficies que no contactan

con alimentos) (Giese, 1991).

Hay muy poca evidencia para indicar que la desinfeccién de suelos deba ser
considerada en hogares donde haya ninos pequenos, especialmente donde
se encuentren animales de compania (Anénimo, 2002 a). Si bien, estudios
recientes de casas en las cuales hayan nifios infectados con Salmonella, se
sospecha que el entorno junto con los miembros de la familia y animales de
compania, sean factores de riesgo mas significativos que los alimentos

contaminados (Schutze y cols., 1999).
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2.9. Detergentes y desinfectantes:

2.9.1. Detergentes:

Los surfactantes organicos (superficie-activos o agentes humectantes) estan
compuestos de una cadena larga no polar (hidrofébica) y una cabeza polar
(hidrofilica). Los surfactantes estan clasificados como aniénicos, catiénicos o
no idnicos, dependiendo de su carga idnica en solucion. Aniénicos y no
idnicos se utilizan mas comunmente que los surfactantes catiénicos. Las
moléculas anfipolares ayudan a limpiar mediante la reduccién de la tensién
superficial del agua, de este modo incrementan la humectabilidad y

emulsifican grasas (Holah, 1995).

2.9.2. Desinfectantes:

En 1978 el Consejo de Europa puso en marcha una iniciativa para armonizar
los métodos de prueba de desinfectantes para la higiene alimentaria
(Bloomfield y Looney, 1992).

La prueba se modificé adecuadamente y fue publicada de nuevo en 1987
(An6nimo, 1987; 1988) como el método para la prueba de la actividad

antimicrobiana del desinfectante para la higiene alimentaria.

En noviembre de 1989, el Comité Europeo CEN TC 216 estableci6 los
parametros para alcanzar la harmonizacion de las pruebas microbioldgicas
para antisépticos y desinfectantes, no sélo para la higiene alimentaria, sino
también para las practicas de medicina, agricultura y veterinaria. Los
borradores de las pruebas para el ensayo de productos bactericidas y
fungicidas se cambiaron por el “European Suspension Test” (EST) de 1987
para la higiene alimentaria simplificado y se incluy6 sélo P. aeruginosa, S.
aureus'y C. albicans (y posiblemente A. niger) (Bloomfield y Looney, 1992).

En 1989 el comité europeo CEN TC 216 estableci6 la harmonizacion para
los métodos de prueba de desinfectantes y antisépticos usados en higiene
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alimentaria, medicina, agricultura y practicas veterinarias. El comité
establecio que las pruebas debian comprender dos fases: fase 1 para
establecer los estandares minimos de actividad bactericida, funguicida y
esporicida y fase dos que implica pruebas de laboratorio en suspension y
pruebas de superficie simulando condiciones de uso (Bloomfield y cols.,
1991).

Para recomendar un desinfectante o antiséptico para un determinado uso,
los productos deben ser sometidos a una prueba posterior que se hace en la
fase 2 y que corresponde a pruebas de suspensién y en superficie. Estas
pruebas se formulan de acuerdo al area al que se vaya a destinar el
producto. Las pruebas de suspension deben seguir el procedimientos de la
fase 1, pero deben incluir nuevas cepas, productos diluyentes (agua de una
dureza estandarizada), sélidos organicos (1% peso / volumen), tiempos de
contacto (5. 30, 60 minutos) y temperaturas apropiadas para el uso
(Bloomfield y cols., 1991).

La actividad bactericida de un producto debera evaluarse utilizando los
cuatro organismos de ensayo siguientes: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus'y Enterococcus hirae (AnGnimo,
1998 c).

Segun Heinzel (1998) la susceptibilidad intrinseca (tolerancia) de los
microorganismos a los agentes quimicos varia dependiendo de las especies

y de los agentes antimicrobianos.

Segun la norma espanola (UNE-EN 1040) los requisitos que debe cumplir un
desinfectante son los siguientes: Cuando el producto se somete al ensayo
de acuerdo con el capitulo 5, debera demostrar una reduccién logaritmica al
menos igual a 5 del nimero de células viables, cuando los organismos del
ensayo son Pseudomonas aeruginosay Staphylococcus aureus en un
maximo de 60 minutos (Anénimo, 1997 c). Sin embargo AOAC Internacional
(An6nimo, 2000 c) dice que para que un desinfectante sea considerado
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efectivo tiene que reducir el recuento microbiano en 5 Log después de
exponer a dicha poblacién al producto durante 30 segundos.

Ademas, para tratamiento de superficies inanimadas, Bloomfield y cols.,
(1991), proponen que el periodo de contacto sea de 5 a 60 minutos. Para la

desinfeccion manual se pide una reduccion de 3 Log durante 1 minuto.

La formica y el acero inoxidable han sido los materiales elegidos para las
pruebas de superficie. Estas superficies permiten una gran variedad de
aplicaciones practicas y, probablemente debido a que son lisas e
impermeables, generalmente se nombran como superficies que
proporcionan una mayor consistencia en los resultados que algunos otros

tipos de superficies (Werner y cols., 1977).

El hipoclorito sodico (concentracion 10-14% peso / volumen de cloro libre)
alcanzd la reduccion minima de 4.5-5 Log frente a S. aureus y P. aeruginosa
y una reduccion de 4 frente a C. albicans (el minimo requerido para la fase
1) en 5 6 60 minutos. Sin embargo, este se vio inactivado en presencia de
1% de albumina y fue necesaria una concentracion de 2500 ppm, para
alcanzar la actividad requerida por la prueba. Cuando la concentracion de
albumina se redujo a 0.5% fue suficiente una concentracion de 1000 ppm
para conseguir una reduccion de 4 Log frente a S. aureus (Bloomfield y cols.,
1991).

En este estudio se observa como los desinfectantes fendlicos y el hipoclorito
son mucho mas efectivos a la hora de disminuir la carga microbiana que el

detergente con agua caliente que apenas tiene efecto (Scott y cols., 1984).

Repetidas exposiciones al hipoclorito provocaron un incremento de la
susceptibilidad de los microorganismos a este producto, principalmente
debido a dafio en la membrana. Después de la primera exposicion al
hipoclorito, con concentraciones de 650 ppm en medio “Brain Heart Infusion”
durante 30 minutos, se observé dafo en la membrana en mas del 70% de la

poblacién. En la siguiente exposicidén se caus6 aun mas darno, esta vez la
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practica totalidad de las células murieron (Kusumaningrum y cols., 2003). La
integridad de la membrana es importante para la estructura de las proteinas
y para la integridad del DNA (Booth, 2002).

Los amonios cuaternarios son desinfectantes surfactantes catidénicos que
ademas tienen actividad limpiadora (McEldowney y Fletcher, 1987). Se
suelen aplicar como jabdn, lo que proporciona un contacto mas largo en las
superficies, como tuberias, paredes y techos. QAC es efectivo contra Gram
positivos y Gram negativos, mohos y levaduras (Carsberg, 1996). No es

corrosivo ni irritante y su actividad no se ve afectada por la carga orgénica.

2.10. Objetivos.

Los objetivos del presente trabajo son:

i) Conocer la magnitud y distribucion de la contaminacion
microbioldgica de las superficies més importantes de los
hogares urbanos de Espana.

ii) Identificar las especies microbiolégicas que predominan en
esas superficies. Especialmente las que se encuentran entre
las enterobacterias y las del género Staphylococcus.

iii) Estudiar la eficacia desinfectante en el hogar de algunos de los

productos mas utilizados en este ambito.
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3. MATERIAL Y METODOS.

3.1. Sensores.

Los sensores son unos discos de acero inoxidable de 2 centimetros de
diametro y 1 milimetro de grosor. Son ligeramente convexos, con una altura

maxima, en el centro, de 1 milimetro.

Se adhieren a la superficie que se va a controlar mediante un pegamento. La
ligera curvatura que presenta el sensor se utiliza por su parte concava para
poner el adhesivo que lo unira a la superficie de estudio. Por lo tanto, la cara
convexa es la que queda expuesta al ambiente y la que realmente va a
contener a los microorganismos que queden retenidos procedentes del entorno

en el que esté colocado el sensor.

El sensor permanece en la localizacion que ha sido colocado durante un
periodo que oscila entre una semana en el estudio de eficacia desinfectante y
un mes en el de muestreado de la contaminacién microbiologica de las
superficies del hogar. En ese tiempo, al estar colocado ininterrumpidamente
sobre una superficie determinada, se va a ensuciar, va a recibir la misma
contaminacion y se va a limpiar y desinfectar exactamente igual que la

superficie que se pretende estudiar.

3.2. Preparacion de los sensores.

Se parte de unos discos de acero inoxidable, comprados a una industria
metallrgica. Esos discos, dado que proceden directamente de la fabrica,

tienen restos de suciedad y grasa, propios de este tipo de industria. Restos que
deben ser completamente eliminados antes de su utilizacion.

Si la finalidad del sensor es mimetizar microbiol6égicamente la superficie que va
a ser estudiada, este debera estar completamente libre de cualquier tipo de
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microorganismo en el momento de su colocacion. Para lograrlo se realiza un

proceso de limpieza y otro de desinfeccidén antes de su colocacién como sensor

de superficie.

El proceso de limpieza consiste basicamente en la eliminacion de la grasa y de

restos de suciedad macroscopica de los discos que permitan después alcanzar

una esterilizacion eficaz del disco. La limpieza se lleva a cabo de la siguiente

manera.:

ii)

Inmersién de los discos en una solucion acuosa de
detergente marca “DINO-dis-Dipol” al 5% en agua
durante 1 hora. Este es un detergente que contiene
entre 20-30% de tensioactivos anidnicos. Durante la
hora de inmersion se agitan los discos 2 veces con
la mano. La mano debe estar siempre protegida por
un guante de latex.

Enjuagado abundante con agua destilada hasta que
esta salga practicamente limpia. Se evita tocar los
discos directamente con las manos.

Inmersién en bafo con alcohol isopropilico (2-
propanol) al 70% en agua, durante 15 minutos. Con
este ultimo paso se hace una desinfeccion parcial
del disco y se favorece el secado de los mismos
después del enjuagado.

Extension de los discos sobre papel de filtro limpio
para que completen el secado. En este paso y los
sucesivos los discos se manipularan exclusivamente
con pinzas limpias, si bien no es necesario que sean

estériles.

Después del proceso de limpieza y una vez seco el disco se le adhiere el

pegamento por la parte concava del disco. Este es el pegamento que permitira

posteriormente la unién del disco a la superficie. Una vez cada disco tiene su
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adhesivo se introducen en bolsas especiales de esterilizacidén, de diez en diez.
Posteriormente se procede a su sellado con una selladora térmica, que funde el
plastico de la bolsa y queda herméticamente cerrada al paso de
microorganismos. Estas bolsas llevan un indicador de color que muestra si el

tratamiento térmico recibido ha sido el esperado.

Finalmente se procede a su esterilizacion mediante el autoclavado a 121,5 °C
durante 15 minutos. En este paso se eliminaran los microorganismos que aun
después del proceso de limpieza y desinfeccidn parcial, realizado hasta el

momento, permanezcan en él.

3.3. Distribucion.

Los sensores se colocaron en cinco puntos de doscientas cincuenta casas de
cuatro grandes ciudades espanolas. Las ciudades elegidas fueron Barcelona,
Madrid, Bilbao y Sevilla ya que son ciudades representativas de la situacion
urbana espanola. De esta manera se puede evaluar cual es la situacién actual
de riesgo en los hogares de la Espana urbana en la que se dispone de poco

tiempo de dedicacion a la limpieza del hogar.

En cada uno de los puntos se colocaron dos sensores. Las cinco localizaciones

fueron:

i) Desagiie de la bafera; los sensores se colocaron justo
al lado de la rejilla metalica que esta en el desague.

ii) Pulsador de la cadena o retrete; en los hogares que
habia pulsador los sensores se colocaron al lado de
este, en cambio en aquellos en los que se accionaba el
vaciado de la cisterna mediante una cadena o
mecanismo diferente al pulsador, se colocaban los dos

sensores en la superficie mas cercana al mecanismo y
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se les comentaba a los habitantes del domicilio la
necesidad de tocar el sensor como si fuese la cadena.

iii) Desagiie del fregadero de la cocina; al igual que en la
banera los sensores se colocaron justo al lado de la
rejilla metalica que esta en el desagie.

iv) Tirador de la puerta del frigorifico; en las neveras que
tenian un tirador lo suficientemente ancho se coloco el
tirador justo en la parte interior del mismo, alli donde
contactan las manos. En las neveras en las que el
tirador no mostraba una superficie suficientemente
amplia los sensores se colocaron sobre la puerta a la
altura en la que el tirador proyecta su sombra.

V) Suelo de entrada al domicilio; en este punto los
sensores se colocaron sobre la zona en la que se suele
pisar cuando uno entra de la calle, pero siempre fuera
de la zona de batida de la puerta de entrada.

3.4. Codificacion de los discos.

Debido al enorme numero de discos distribuidos se procedié a marcar cada
uno de los discos con su respectiva placa de Petri con una codificacién sencilla
pero inequivoca. Se construyd un cédigo compuesto de tres numeros
separados entre si por barras inclinadas. Asi pues se otorgd un nimero que iba
del 1 al 250 para cada una de las casas que participaban en el estudio. En
segundo lugar, detras de la primera barra inclinada, iba un nimero
comprendido entre el 1 y el 5 que correspondia a cada uno de los cinco puntos
donde se situaban los discos dentro de la casa. Se describen a continuacion a

que punto corresponde cada uno de los cinco numeros:

Punto 1: Desagtie de la barera.
Punto 2: Pulsador de |la cadena o retrete.
Punto 3: Desagtie del fregadero de la cocina.
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Punto 4: Tirador de la puerta del frigorifico.
Punto 5: Suelo de entrada.

Por ultimo y detras de la segunda barra inclinada se encuentra una cifra de
caracter binario. El valor uno (1) se le asignan a los discos en los que se haran
recuentos de enterobacterias y el valor dos (2) para los que se recontaran
bacterias capaces de crecer en medio de cultivo Baird-Parker y reducir el
telurito de potasio a 37°C en 24-48 horas y especificamente Staphylococcus

aureus'.

3.5. Medios de cultivo.

Una vez recuperados los sensores, se analizaban mediante recuento en placa.
Se buscaron dos grupos de microorganismos. Enterobacterias y bacterias
capaces de crecer en medio de cultivo Baird-Parker con RPF y reducir el
telurito de potasio, con o sin formacion de halo traslucido, en 48 horas a 37 °C
+ 1 °C. Para ello se introducia el sensor en una placa de Petri a la que se le
anadian 20 mililitros, aproximadamente, de un medio de cultivo selectivo y
diferencial. Como para cada punto del hogar habia dos sensores uno se cubria
con “Violet Red Bile Glucose” (VRBG) (bioMérieux, Marcy L’Etoile, Francia),
para el recuento de enterobacterias y el otro con Baird Parker con “Rabbit
Plasma Fibrinogen” (RPF) (bioMérieux, Marcy L’Etoile, Francia).

3.5.1. VRBG “Violet Red Bile Glucose”
El sensor se introduce en otra placa de Petri en la que sera vertido el

medio de cultivo selectivo y diferencial para enterobacterias, VRBG.

1 Todos los sensores son idénticos. El hecho que se analice un grupo bacteriano u otro sélo depende del medio de
cultivo en el que se sumerja el sensor después del periodo de muestreo en la casa. Los sensores sumergidos en
medio VRBG permitiran el crecimiento de enterobacterias mientras que los que se cubran con Baird-Parker permitiran
el crecimiento de otro grupo bacteriano entre los que esta S.aureus.
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3.5.1.1. Formula en gramos/litro:

Compuesto g/L
Peptona de carne 7
Extracto de levadura 3
Glucosa 10
Sales biliares 1,5
Cloruro sédico 5
Rojo neutro 0,03
Cristal violeta 0,002
Agar bacteriologico 13

3.5.1.2. Principio:

El medio contiene cristal violeta y sales biliares que inhiben el crecimiento de la
flora acompanante Gram positiva. La presencia del rojo neutro permite que se
forme un halo violeta al borde de las colonias debido a la acidificacion
provocada por el metabolismo de la glucosa y precipitaciéon de las sales
biliares. Las colonias de enterobacterias adquieren, en este medio, coloracién

violacea.

3.5.1.3. Preparacion:

Se funde el contenido de la botella de 200 ml, al bafio maria y se deja enfriar
hasta 42-45 °C. Se vierte inmediatamente sobre la placa de Petri.

3.5.2. Baird-Parker con RPF

El otro sensor se introduce en una placa de Petri en la que sera vertido el
medio de cultivo, selectivo y diferencial, Baird Parker con RPF.
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3.5.2.1. Formula en gramos/litro:

Compuesto g/L
R1
Peptona 10
Extracto de levadura 1
Extracto de carne 5
Cloruro de litio 5
Piruvato de sodio 10
Glicina 12
Agar 12,5
R2
Fibrinégeno bovino 3,75
Plasma de conejo 25 (ml)
Inhibidor de tripsina 25 (mg)
Telurito de potasio 25 (mg)

3.5.2.2. Principio:

El agar Baird Parker con RPF (Rabbit Plasma Fibrinogen) esta basado en la
férmula de Beckers (1984). Se utiliza para el recuento sin confirmacién de los
estafilococos coagulasa positivos en los productos alimentarios. Su férmula
corresponde a la descrita en las normas ISO/CD 6888-2 (1999) y NF V 08-057-
2.

El medio Baird Parker contiene una base nutritiva rica tanto en glicina como en
piruvato de sodio, que tiene como papel estimular el crecimiento de las cepas
que han sufrido alteraciones ligadas al proceso de elaboracién de los productos
alimentarios. La selectividad frente a especies distintas a Staphylococcus
aureus es aportada por el cloruro de litio y por el telurito de potasio, que

provoca el viraje al negro de las colonias que lo reducen.

63



Material y métodos

El suplemento RPF contiene plasma de conejo y fibrinbgeno de buey que
permiten poner en evidencia la actividad de la coagulasa y un inhibidor de la
tripsina para evitar la fibrindlisis total o parcial de los halos formados en torno a
las colonias coagulasa positivas.

3.5.2.3. Preparacion:

Se funde al bafio maria el agar del frasco de R1 y se deja enfriar hasta los 45-
47 °C. Al frasco R2 se le anaden 10 ml. de agua destilada estéril a 37 °C y se
mezcla suavemente hasta la disolucion completa. Se procede a vaciar el
contenido de R2 en R1, se agita suavemente hasta su completa
homogeneizacion y se utiliza inmediatamente.

3.6. Recuentos.

Para llevar a cabo el recuento de microorganismos se procedio a la
recuperacién de los sensores colocados en los hogares. Debido a su gran
cantidad (250*5*2=2500) se mantuvieron en frio hasta el momento del analisis

y recuento.

Para realizar el recuento se tomé cada uno de los dos sensores situados en
cada uno de los cinco puntos del hogar y se procedié con el medio de cultivo,
como se ha especificado en el apartado anterior.

Se hicieron recuentos para tres grupos diferentes de microorganismos;
Enterobacterias, Bacterias capaces de crecer en medio de cultivo Baird-Parker
con RPF y reducir el telurito de potasio en 48 horas a 37°C y Staphylococcus
aureus.

Staphylococcus aureus se diferenciaba del resto por su capacidad proteolitica

que producia un halo traslucido, caracteristico en el medio de cultivo.
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En cada placa de VRBG se hacian tres recuentos diferentes:

ii)

Enterobacterias: Eran todas aquellas colonias bien
diferenciadas que crecian en el medio tanto adheridas
al disco como libres en él en 24 horas a 37 °C £ 1 °C.
Enterobacterias adheridas: Eran todas aquellas
colonias bien diferenciadas que crecian en el medio
adheridas al sensor en 24 horas a 37 °C + 1 °C.
Biofilm: No se hacia mas que un analisis cualitativo de
presencia o ausencia. El biofilm se presentaba como
una mancha uniforme de color rojo que crecia alrededor

del sensor.

En cada placa de Baird Parker con RPF se hacian cuatro recuentos diferentes:

ii)

Bacterias RPF: Eran todas aquellas colonias bien
diferenciadas sin halo alrededor que crecian en el
medio y reducian el telurito de potasio, tanto libres
como adheridas al disco en 48 horas a 37 °C + 1 °C.
RPF adheridas: Eran todas aquellas colonias bien
diferenciadas sin halo que crecian en el medio y
reducian el telurito de potasio, adheridas al sensor en
48 horas a 37 °C £ 1 °C.

Staphylococcus aureus: Eran todas aquellas colonias
bien diferenciadas con halo traslucido alrededor que
crecian en el medio en 48 horas a 37 °C + 1 °C.
Biofilm: No se hacia mas que un analisis cualitativo de
presencia o ausencia. El biofilm se presentaba como
una mancha uniforme de color negro que crecia

alrededor del sensor.
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3.7. Estadistica y aislamiento.

Una vez recontadas todas las placas se procedié a la extraccion de 1932 cepas
para su identificacion. Las cepas se aislaron manteniendo las proporciones de
recuentos que habian proporcionado los diferentes puntos y los dos diferentes
grupos con sus correspondientes subgrupos. Asi, si para el punto uno de las
casas habia un recuento elevado de este se seleccionaban un mayor numero
de cepas que de otro donde la estadistica dijera que el recuento era menor. De
igual modo se hizo para aislar un 44% de Enterobacterias respecto a un 56%
de colonias formadas en Baird-Parker.

No se aislaron de forma diferencial entre las casas, puesto que la estadistica
nos dijo que las diferencias entre casas no eran significativas para ninguno de
los grupos. Se aislaron un mayor numero en aquellas en que el recuento fuese

superior.

Para el caso de las Enterobacterias so6lo habia dos grupos. El primero que se
denominaba asi y correspondia al recuento de todo lo que hubiese en la placa.
El segundo de los grupos era “Enterobacterias Ad”. A este grupo pertenecian
aquellas que crecian adheridas al sensor en el medio VRBG. Por tanto a la
hora de aislar las cepas para el primer grupo se podia tomar cualquier colonia
que hubiese en la placa estuviese 0 no adherida. Para el segundo sélo se
podian aislar las que habian crecido encima del sensor. De este grupo apenas
se separaron 100 cepas ya que cuantitativamente era un grupo poco
importante. Para su aislamiento se siguié practicamente la misma metodologia

que para los biofilms.

Para Baird-Parker con RPF se hicieron tres grupos:

i) RPF.
ii) RPFAd.
iii) S. aureus.
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RPF representaba absolutamente todo lo que hubiera en la placa, estuviese o
no adherido al sensor y fuese o no S. aureus. “RPF Ad” eran todas las colonias
que no fuesen S. aureus y estuviesen adheridas al disco. Hay que puntualizar
resultaba complicado diferenciar las colonias adheridas de las de S. aureus
adheridas al sensor. S. aureus eran todas las colonias que se identificasen en
el medio de cultivo como tal por sus caracteristicas, estuviesen o no adheridas
al disco. Es por todo ello que a la hora de aislar los que corresponden a RPF se
podia coger cualquier cepa que estuviese en la placa se encontrase esta
adherida o no al sensor y fuese o no S. aureus. Para S. aureus sélo se
contaban las colonias que pertenecian a esta especie, estuviesen o no
adheridas al sensor. Para RPFAd se aislé todo lo que estuviese adherido que

no se identificase como S. aureus.

Por otra parte se aislaron los Biofilms mas destacables, unos 40 diferentes, a
priori, para Enterobacterias y unos 100 diferentes, a priori, para bacterias de
Baird-Parker.

3.8. Metodologia de aislamiento.

3.8.1. Enterobacterias.

El procedimiento de aislamiento de enterobacterias es tedioso debido a que la
mayoria estan muy juntas unas de otras e incluso dentro de biofilms. Es por
ello que no se pueden aislar colonias directamente como si se puede en la
mayor parte de los casos de bacterias crecidas en medio de cultivo Baird-
Parker. El procedimiento para estas, por tanto, es el siguiente:

Se tomaba con el asa estéril desechable una colonia, o grupo de colonias, si
estan muy juntas y se depositan en una de las ocho porciones de una placa de
“Plate Count AGAR” (PCA) (Difco™, Washington, USA) (se procede de esta
manera para aprovechar mas la placa de Petri). Esta primera siembra se
incuba durante 18-24 horas a 30 °C. Pasado ese tiempo se procede al
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aislamiento de lo que ha crecido mediante la siembra en estria por agotamiento
en una placa de Petri con PCA. Se incubar en las mismas condiciones que el
dia anterior (18-24h., 30 °C) con el fin de obtener al dia siguiente colonias
aisladas (cepas puras). Estas colonias aisladas se inoculan en tubos de
plastico estériles y desechables con 4 ml de “Tryptic Soy Broth” (TSB) (Difco™,
Washington, USA) y se incuban durante 18-24 horas a 30 °C. En este periodo

se alcanzan concentraciones de 1*10E+08-1*10E+09 ucf/ml.

Posteriormente se procedié a su liofilizacién. Con la concentracion de unidades
formadoras de colonias por mililitro obtenidas en el procedimiento descrito era

suficiente para asegurar un buen proceso de liofilizacion.

Para liofilizar las cepas se procede tomando 1ml. de TSB, de los tubos
inoculados, y se vierte en un vial de vidrio estéril. Se tapa, con el tapdn al uso,
dejandolo entreabierto para que pueda haber intercambio gaseoso y se
congela durante, al menos, cuatro horas a —80 °C. Transcurrido ese tiempo se
procedera a su liofilizacién durante unas 10-12 horas. Una vez liofilizado se
procede a cerrar completamente el tapdn de goma y se sellara con un remache

de aluminio.

3.8.2. Bacterias crecidas en el medio de cultivo Baird-Parker.

Se utilizaron dos metodologias diferentes para el aislamiento de las diferentes

cepas segt'm se encontrasen:

i) Si se hallaban en colonias bien diferenciadas y
separadas de otras se tomaban con un asa de siembra
estéril desechable y se inoculaban en tubos con 4 ml de
TSB, manteniéndolas durante 24 horas a 30 °C. Pasado
este tiempo se sembraba el volumen tomado con la
parte circular de un asa de siembra estéril desechable
en una placa de Petri con medio de cultivo PCA y se
incubaba durante 24 horas a 30 °C. De nuevo pasado
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ese tiempo se recogian varias colonias con la parte
circular del asa de siembra estéril desechable con la
finalidad de inocularla en una crioteca comercial
(Laboratorios Microkit S.L., Espafa), donde se
conservara a —18 °C, hasta que se pueda llevar a cabo
el analisis de las cepas.

i) Si la cepa se encuentra razonablemente cerca de otra
como para no poder estar seguro de que se toman
bacterias s6lo de esa colonia con la punta del asa de
siembra estéril se procedia a extender lo recogido con
el asa en una placa de PCA dividida en ocho porciones,
con el fin de hacer crecer cantidad suficiente de lo
recogido y poder aislar al dia siguiente, después de una
incubacion a 30 °C durante 18-24 horas. Una vez
crecido esta primera siembra se tomaba una pequefa
parte y se hacia una siembra en estria en placas
divididas en dos mitades. Se incubaba durante 18-24
horas a 30 °C. Pasado ese tiempo se obtenian colonias
lo suficientemente separadas para asegurar su
aislamiento y pureza. De esos cultivos puros se tomaba

una colonia que se conservaba en la crioteca.

Para aislar los biofilms se procedia de la misma forma que en el caso de las
colonias que no estan bien separadas para acabar obteniendo una cepa pura

que se guardd y conservo en la crioteca.

3.8.3. Biofilms.

Para aislar cepas de los biofilms se procedié de manera diferente segun se
hubieran desarrollado estos en placas de VRBG o en placas de Baird Parker
con RPF. En cada uno de los casos el aislamiento de cepas de los biofilms se

hizo como si fuesen colonias que estaban lo suficientemente juntas como para
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no tener la certeza de que se podia aislar directamente. Asi, para los biofilms
formados en VRBG se procedié igual que con las colonias que habian crecido
en VRBG. Para los biofilms desarrollados en Baird Parker con RPF se procedio
igual que con las colonias que habian crecido en Baird Parker con RPF y que

estaban muy juntas.

3.9.Identificacion (Mini-Api).

La identificacion de las cepas aisladas se llevé a cabo con el equipo Mini-Api®
de bioMérieux S.A. (Marcy L’Etoile, Francia). Para lo cual se utilizaron tres tipos
distintos de tiras de identificacién para Mini-Api®, con 32 pruebas bioquimicas.
Los nombres comerciales de las tiras y los grupos microbianos que identifican

son los siguientes.

i) ID 32 Staph: Estafilococos y géneros afines.
i) ID 32 E: Enterobacterias.
iii) ID 32 GN: Gram negativas.

Estas galerias permiten la realizacién de 32 pruebas bioquimicas de forma
simultanea, proporcionando unos colores o turbideces (en caso de la galeria ID
32 GN) que el equipo Mini Api® es capaz de leer e interpretar proporcionando
los resultados en forma de organismo u organismos mas probables y el

porcentaje de probabilidad de que la identificacion sea correcta.

Toda la técnica de identificacion se hizo segun protocolo bioMérieux S.A. para
Mini-Api®.
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3.10. Limpiadores.

Se hicieron pruebas de campo sobre la eficacia de tres tipos de limpiadores
proporcionados todos ellos por la casa comercial Henkel Ibérica S.A. Los

productos son los siguientes:

i) Limpiador convencional: Limpiador a base de
tensioactivos anidnicos (5-15% de tensioactivos
anionicos, <5% tensioactivos no ionicos y jaboén).

i) Limpiador con amonio cuaternario: Limpiador a base
de tensioactivos anidnicos y amonio cuaternario (5-15%
de tensioactivos no idnicos, <5% tensioactivos
catiénicos y amonio cuaternario).

iii) Lejia y detergente: Hipoclorito sédico y tensioactivos

aniénicos.

En cuatro puntos de la casa:

i) Sumidero de la cocina.
i) Zona de trabajo de la cocina.
iii) Sumidero del lavabo.

iv) Zona del jabén del lavabo.

Para evaluar la eficacia de los limpiadores a probar se colocaron dos sensores
de superficie de acero en cada una de las zonas a estudiar en 30 domicilios del
Vallés Oriental (Barcelona). Dichos sensores permanecieron en el punto del
domicilio correspondiente durante siete dias completos. En esa semana se
procedia ha hacer la limpieza del hogar y por supuesto de las zonas donde
estaban los sensores, con un Unico producto de limpieza de los tres del
ensayo, el indicado para esa semana. Pasados los siete dias se procedi a
recoger el sensor para analizarlo en el laboratorio y colocar otro que se
quedaria en el hogar siete dias mas. Esta operacion se realiz6 durante tres

semanas mas una ultima que fue la semana control. En la semana control las
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personas encargadas de la limpieza de los hogares lo hicieron con sus
productos de limpieza habituales.

Las personas encargadas de realizar la limpieza eran los propietarios del
domicilio o personal de limpieza contratado directamente por los propietarios.
No se les dieron instrucciones de cémo debian llevar a cabo la limpieza del

hogar.

Como se ha comentado anteriormente se colocaron dos sensores en cada uno
de los cuatro puntos del hogar a estudiar. Con cada uno de los sensores se

llevé a cabo un analisis microbiolégico diferente:

i) Baird-Parker con RPF.
ii) VRBG.

El medio VRBG es un medio selectivo y diferencial que permite exclusivamente
el crecimiento de Gram negativas y diferencia entre estas las que son
enterobacterias, este grupo de microorganismos es muy interesante tenerlo en
cuenta a la hora de valorar un producto desinfectante ya que si después de la
desinfeccién quedan bacterias pertenecientes a este grupo nos indica la
posibilidad que haya otras bacterias entéricas susceptibles de provocar

enfermedades.

El Baird-Parker con RPF se utilizé para hacer recuentos de bacterias capaces
de crecer en ese medio reduciendo el telurito de potasio, con o sin formacién
de halo. La adaptacion de algunas cepas de S. aureus a algunos principios
activos de productos desinfectantes unido a la capacidad patogénica lo
convierten en un microorganismo muy interesante para el estudio de la eficacia

de la desinfeccion.
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Material y métodos

3.11. Disefno estadistico.

Para la realizacion del estudio estadistico se utilizé el programa informatico
SPSS para Windows, version 12.0.1. (SPSS Inc., 1989-2003).

Para la comparacién de medias de recuentos? entre los diferentes puntos
estudiados de la vivienda se utiliz6 el analisis estadistico del andlisis de la
varianza de un factor (ANOVA) asi como para observar si habia diferencias
significativas entre el numero de biofilms en funcion del grupo bacteriano

estudiado.

De igual modo esta prueba estadistica fue utilizada para comparar medias de

recuento en funcion del producto limpiador utilizado en la vivienda.

En los resultados de las dos experimentales expuestas anteriormente se realizé
la prueba “post-hoc” a la ANOVA conocida con el nombre de “prueba de

Duncan” con nivel de significacién de p<0.05 .

En cambio el analisis estadistico llevado a cabo en la tercera parte
experimental de la presente tesis fue el de la Chi cuadrado, con nivel de
significacion de p<0.05, ya que lo que se pretendia era comparar frecuencias

de aparicién de diferentes especies de microorganismos.

2 . . o .

Las placas donde, por el elevado nimero de colonias se hacia imposible el recuento, se les daba el valor de
recuento de 1000 ufc., mientras que para las que se podian contar pero eran mas de 300 ufc., se les dio el valor de 300
ufc.
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Resultados

4. RESULTADOS.

4.1. Recuentos de microorganismos en viviendas.

A continuacion se presentan una serie de tablas y graficas en las que se
muestran los resultados obtenidos de los recuentos de microorganismos
viables en dos medios de cultivo selectivos y diferenciales como son el Violet
Red Bile Glucose, Agar (VRBG) y el Baird-Parker RPF, para enterobacterias y
Staphylococcus y géneros afines, respectivamente. Las tablas son el resultado
de aplicar varias pruebas estadisticas a la media de los logaritmos de los
recuentos obtenidos por placa. En cambio las graficas, con el fin de hacerlos

mas manejables, se expresan en recuentos absolutos por centimetro cuadrado.

El valor de la estadistica reside en mostrarnos las diferencias de recuento en
unos puntos respecto a los otros, mientras que las graficas permiten visualizar
las diferencias de manera rapida. Ambas herramientas conforman un mapa de
la distribucion de los microorganismos de interés en el estudio en la vivienda
espanola.

Enla Tabla 1 se plasman los resultados del analisis estadistico de los
recuentos en medio VRBG, medio de cultivo selectivo y diferencial para
enterobacterias, para los cinco puntos de la vivienda. La ANOVA llevada a
cabo con la media de los logaritmos de los recuentos y el posterior estudio de
homogeneidad de medias, realizado con el prueba de Duncan, separan los
cinco puntos estudiados en tres grupos significativamente diferentes para
p<0.05. Asi, el desaglie del fregadero de la cocina es el que presenta
recuentos de enterobacterias mas altos y significativamente diferentes del resto
de puntos, seguido del desagle de la bafera, el cual conformaria el grupo
intermedio y por ultimo, con los recuentos de enterobacterias mas bajos, no
presentando diferencias significativas de recuentos entre ellos, se encontrarian

el suelo de la entrada al domicilio, el tirador del frigorifico y el tirador del retrete.

A continuacion, en la Tabla 2, se muestran los resultados de los logaritmos de
los recuentos de las enterobacterias con capacidad de adhesion a la superficie
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de estudio. De igual modo que en la tabla anterior, el recuento mayor para este
grupo de microorganismos se encuentra en el desagle del fregadero de la
cocina, hallandose diferencias estadisticamente significativas respecto al resto
de los puntos. Ello es facilmente comprensible observando la Tabla 2, ya que
los recuentos para esa superficie son una unidad logaritmica superiores al
resto.

TABLA 1. ANOVA de un factor. Para recuentos de los cinco puntos en medio VRBG.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 sz)_

N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Desague banera 182 0,86* 1,26 0,67 1,04
Tirador retrete 187 0,16* 0,57 0,08 0,24
Desaguie fregadero 172 1,66 1,42 1,45 1,87
Tirador frigorifico 192 0,17~ 0,61 0,09 0,26
Suelo entrada domicilio 191 0,31* 0,81 0,19 0,43

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan con nivel de significacién p<0,05.
* Grupo inferior.

** Grupo medio.

*** Grupo superior.

TABLA 2. ANOVA de un factor. Para recuentos de bacterias adheridas en los cinco puntos en VRBG.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cm?).

N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Desaguie bafera 182 0,07~ 0,35 0,01 0,12
Tirador retrete 187 0,01* 0,15 -0,01 0,03
Desaguie fregadero 172 0,18* 0,53 0,10 0,26
Tirador frigorifico 192 0,04* 0,28 0,00 0,08
Suelo entrada domicilio 191 0,04~ 0,29 0,00 0,08

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan con nivel de significacién p<0,05.
* Grupo inferior.
** Grupo superior.
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La presencia o ausencia de biofim formado por enterobacterias en las
superficies estudiados se muestra en la Tabla 3. Al ser una tabla construida a
partir de valores cualitativos, como son la presencia o la ausencia, en lugar de
valores cuantitativos, como ocurria anteriormente, ésta tabla es ligeramente
diferente respecto a las dos. Los valores son fruto de hacer la media del
resultado de un parametro que tiene caracter binario; ausencia de biofilm igual
a 0, presencia de biofilm igual a 1. Por tanto al tener el resultado de todas las
viviendas estudiadas para cada punto y hacer la media, aquellos valores que
mas se aproximasen a 0 tenian menos susceptibilidad de formacién de biofilm,
que aquellos que su media se aproximase a 1. La ANOVA vy la posterior prueba
de Duncan con nivel de significacién p<0.05 nos diferencia tres grupos, en el
que el desaglie de la banera es el punto de la vivienda estudiado mas proclive
a la formacion de biofilm. Al contrario, el tirador del retrete y el suelo de la
entrada serian los que menos favorecen la formacion de estos aglomerados

microbianos.

La Tabla 4 contiene los resultados de los recuentos totales de microorganismos
capaces de crecer en medio Baird-Parker con RPF y de reducir el telurito de
potasio, expresados como en todas las demas tablas, en ufc/sensor. La
estadistica nos diferencia cuatro grupos con significacién p<0.05. El desague
de la bafera y el suelo de la entrada son los puntos que contienen recuentos
mas elevados para este grupo de microorganismos, seguidos del desaglie de
la banera, del tirador del retrete y del tirador del frigorifico respectivamente y

formando cada uno de ellos un grupo estadisticamente diferente a los demas.

Al comparar los resultados de la Tabla 4, en la que se muestran los recuentos
de las bacterias capaces de crecer en medio de cultivo Baird-Parker con RPF,
con los resultados de la Tabla 1, en la que se muestran los recuentos de
enterobacterias, se aprecia como los recuentos medios en la vivienda son
claramente superiores para enterobacterias respecto a las Gram positivas
capaces de crecer en medio de cultivo Baird-Parker con RPF y reducir el
telurito de potasio, sobre todo en los superficies mas humedas. En las zonas
secas los recuentos son mayores para las bacterias de Baird-Parker.
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TABLA 3. ANOVA de un factor. Para presencia de Biofilm en medio VRBG (BVRBG).
Los resultados expresan la media de unos resultados que s6lo pueden tomar dos valores 0 6 1.

N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Desague banera 181 0,65 0,48 0,58 0,72
Tirador retrete 193 0,16* 0,37 0,11 0,21
Desaguie fregadero 191 0,47** 0,50 0,40 0,54
Tirador frigorifico 184 0,45** 0,50 0,37 0,52
Suelo entrada domicilio 190 0,17~ 0,38 0,12 0,23

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan con nivel de significacién p<0,05.
* Grupo inferior.

** Grupo medio.

*** Grupo superior.

TABLA 4. ANOVA de un factor. Para recuentos de los cinco puntos en medio Baird-Parker con RPF.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cm?).

N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Desaguie bafera 177 0,75 0,83 0,63 0,87
Tirador retrete 183 0,52** 0,65 0,42 0,61
Desaguie fregadero 165 0,62*** 0,84 0,50 0,75
Tirador frigorifico 191 0,37* 0,56 0,29 0,45
Suelo entrada domicilio 191 0,70**** 0,76 0,59 0,81

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan con nivel de significacién p<0,05.
* Grupo inferior.

** Grupo medio bajo.

*** Grupo medio alto.

**** Grupo superior.

El estudio estadistico de los recuentos de los microorganismos con capacidad
de crecer en medio de cultivo Baird-Parker con RPF capaces de reducir el
telurito de potasio y de adherirse a la superficie de estudio se muestran en la
Tabla 5. El andlisis numérico revela dos grupos significativamente diferentes. El
desague de la bariera y el desagtie del fregadero pertenecen al grupo que
contiene mayor numero de microorganismos viables mientras que el tirador del
retrete, el tirador del frigorifico y el suelo de entrada al domicilio pertenecen al

grupo menos populoso.
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Comparando los recuentos de las bacterias adheridas a las superficies de los
dos grupos estudiados (Tablas 2 y 5), se aprecia que aquellas que crecen en
medio de cultivo Baird-Parker y reducen el telurito de potasio tienen mayor
capacidad de adhesion que las enterobacterias. Asi, de los dos grupos
estadisticamente diferentes, para p<0.05, observado en las enterobacterias, el
recuento del desagle del fregadero que pertenecia al grupo de recuentos altos,
si hubiera aparecido en el grupo de las bacterias capaces de crecer en Baird-

Parker perteneceria al grupo estadistico de los recuentos menores.

A continuacion, en la Tabla 6, se muestran los resultados obtenidos para
microorganismos coagulasa positivos, uno de los grupos mas importantes en
alimentos. Los recuentos mas altos se encuentran en el desagle de la barnera
y en el suelo de la entrada al domicilio, siendo los recuentos en los otros tres
puntos estudiados muy bajos, una unidad logaritmica menos y

significativamente diferentes de los encontrados en estos dos puntos.

TABLA 5. ANOVA de un factor. Para recuentos de bacterias adheridas en Baird-Parker con RPF.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 sz)_

N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Desague banera 177 0,42** 0,66 0,33 0,52
Tirador retrete 183 0,16* 0,36 0,10 0,21
Desaguie fregadero 165 0,34** 0,58 0,25 0,43
Tirador frigorifico 191 0,11* 0,29 0,07 0,15
Suelo entrada domicilio 191 0,09* 0,25 0,06 0,13

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan con nivel de significacion p<0,05.
* Grupo inferior.
** Grupo superior.
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TABLA 6. ANOVA de un factor. Para recuentos de Coagulasa positivos en los cinco puntos.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cm?).

N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Desaguie bafera 177 0,11** 0,49 0,04 0,18
Tirador retrete 183 0,03* 0,22 0,00 0,06
Desague fregadero 165 0,02* 0,20 -0,01 0,05
Tirador frigorifico 191 0,03* 0,18 0,01 0,06
Suelo entrada domicilio 191 0,11** 0,36 0,05 0,16

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan con nivel de significacién p<0,05.
* Grupo inferior.
** Grupo superior.

La Tabla 7 muestra los resultados de presencia o ausencia de biofim en los
puntos estudiados. De igual modo que el cuadro que contenia los resultados
del estudio de biofilm para enterobacterias, en este, los datos también son
cualitativos. Los valores son fruto de hacer la media del resultado un parametro
que tiene caracter binario; ausencia de biofilm igual a 0, presencia de biofilm
igual a 1. Por tanto al tener el resultado de todas las viviendas estudiadas para
cada punto y hacer la media, aquellos valores que mas se aproximen a 0 tienen
menos susceptibilidad de formacién de biofilm que aquellos que su media se
aproxime a 1. La ANOVA y la posterior prueba de Duncan con nivel de
significacion p<0.05 nos diferencia dos grupos, en el que el desagtie del
fregadero es el punto de la vivienda estudiado mas proclive a la formacion de
biofilm, con diferencia significativa respecto al resto de puntos de la casa, que a
pesar de lo cual tienen también valores relativamente altos, es decir, con

facilidad para la formacién de biofilms.
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La capacidad de formar biofilm por parte de las bacterias que han podido
multiplicarse y reducir el telurito en el medio de cultivo Baird-Parker es mayor
que en las enterobacterias como se puede apreciar comparando los valores de
las Tablas 3y 7.

TABLA 7. ANOVA de un factor. Para presencia de Biofilm en medio Baird-Parker con RPF (BRPF).
Los resultados expresan la media de unos resultados que sélo pueden tomar dos valores 0 6 1.

N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Desaguie bafera 171 0,63* 0,49 0,55 0,70
Tirador retrete 191 0,57* 0,50 0,50 0,64
Desaguie fregadero 187 0,81** 0,39 0,76 0,87
Tirador frigorifico 182 0,57* 0,50 0,50 0,64
Suelo entrada domicilio 187 0,57* 0,50 0,50 0,64

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan con nivel de significacién p<0,05.
* Grupo inferior.
** Grupo superior.
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A continuacion se muestran las graficas con los resultados expresados en
unidades formadoras de colonias (ufc) por centimetro cuadrado. En ellas se
puede apreciar, de manera visual, la situacion de cada una de las superficies y
cada grupo bacteriano.

En la Gréfica 1 se muestran los recuentos por grupo bacteriano. En ella se
puede observar una clara predominancia de las enterobacterias respecto a
aquellas que pueden multiplicarse en medio de cultivo Baird-Parker en 24
horas, a 37 grados centigrados. El grupo de las bacterias Gram positivas,
coagulasa positivas, entre las que se encuentra Staphylococcus aureus,
microorganismo de interés en la seguridad alimentaria, tiene recuentos medios

en la vivienda inferiores a 2 ufc/cm?.

GRAFICA 1. Recuentos medios para toda la
vivienda.

60

Recuento .
(ufc/cm?)

ENTER ENTERAD RPF RPFAD Coagulasa (+)
Grupo bacteriano

Leyenda para todas las graficas:
» ENTER = Enterobacterias totales.
ENTERAD = Enterobacterias adheridas a la superficie.
RPF = Bacterias multiplicadas en Baird-Parker con RPF totales.
RPFAD = Bacterias adheridas a la superficie multiplicadas en Baird-Parker con RPF.

YV V V V

Coagulasa (+) = Bacterias multiplicadas en Baird-Parker con RPF formando halo traslucido alrededor
de las colonias.
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En el desagiie de la bafiera el recuento medio de enterobacterias es superior al
resto de la flora estudiada, alcanzando recuentos medios de aproximadamente
70 ufc/cm?. Esta es la superficie donde las bacterias Gram positivas, coagulasa
positivas, presentan recuentos medios mas elevados, si bien ni siquiera

alcanzan la unidad logaritmica por centimetro cuadrado (Gréfica 2).

GRAFICA 2. Recuentos medios para desagiie
banera.

Recuento
(ufc/cm?)

ENTER ENTERAD RPF RPFAD Coagulasa (+)
Grupo bacteriano
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En la Gréfica 3 se observa que el numero de enterobacterias presentes en el
tirador del retrete también es superior al de aquellas capaces de crecer en
medio Baird-Parker reduciendo el telurito de potasio. Si bien en ambos casos
los recuentos medios son muy bajos y en ningun caso se superan las 10

ufc/em?.
GRAFICA 3. Recuentos medios para tirador
retrete.
Recuento
(ufc/cm?)

ENTER ENTERAD RPF RPFAD Coagulasa (+)
Grupo bacteriano
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De todas las superficies estudiadas, el desagle del fregadero, es la mas
contaminada por enterobacterias (Grafica 4). Los recuentos medios rondan las
150 ufc/cm?. Mientras que los recuentos de la flora susceptible de crecer en
medio de cultivo Baird-Parker y reducir el terlurito de potasio se encuentra al

menos una unidad logaritmica por debajo.

GRAFICA 4. Recuentos medios para desagiie
fregadero.

160+

140

120

100
Recuento

(ufc/cm?)

60

40

ENTER ENTERAD RPF RPFAD Coagulasa (+)

Grupo bacteriano
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Como en el resto de las superficies involucradas en el estudio, en el tirador del
frigorifico predominan las enterobacterias, si bien los recuentos son bajos,
semejantes a la otra superficie seca anterior, el tirador de la cisterna del retrete.
De este modo las enterobacterias de esta superficie rondan la unidad
logaritmica por centimetro cuadrado y las capaces de crecer en medio de
cultivo Baird-Parker y reducir el telurito de potasio son cuatro para el mismo

area (Gréfica 5).

GRAFICA 5. Recuentos medios para tirador
frigorifico.

Recuento
(ufc/cm?)

ENTER ENTERAD RPF RPFAD Coagulasa (+)

Grupo bacteriano
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Recuentos algo mas altos se encuentran para la mayoria de grupos
microbianos en la tercera de las superficies secas del presente estudio, el suelo
de la entrada al domicilio, respecto a las otras dos. Asi, en la Grafica 6, se
aprecia que las enterobacterias presentan recuentos medios de 20 ufc/cm?
mientras que aquellas capaces de crecer en medio Baird-Parker reduciendo el
telurito de potasio lo hacen en numero aproximado de 12 para la misma unidad

de superficie.

GRAFICA 6. Recuentos medios para suelo
entrada vivienda.

25

20

154
Recuento

(ufc/cm?)

10+

ENTER ENTERAD RPF RPFAD Coagulasa (+)

Grupo bacteriano
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En la Gréfica 7 se muestra la facilidad o dificultad que proporciona una
superficie para ser colonizada por un biofilm de enterobacterias. El valor
obtenido para cada superficie es el resultado de otorgar valor cero a la
ausencia de biofilm y valor uno a la presencia y hacer la media para todas las
viviendas estudiadas. De este modo las barras mas altas indicaran mayor
susceptibilidad de colonizacién por biofilm y viceversa. En la grafica se aprecia
que el desaglie de la banera es el punto de mayor predisposicién mientras que

el suelo de la entrada es que menor riesgo de colonizacion presenta.

GRAFICA 7. Presencia media de Biofilm en
VRBG.

0,7
0,61
0,5+

Presencia/ 0,41
ausencia 0,31

0,21
0,1
0

Desaglie bafiera  Tirador/pulsador Desage fregadero  Tirador frigorifico Suelo entrada
retrete domicilio

Punto vivienda
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La Gréfica 8 muestra la facilidad o dificultad que muestra una superficie para
ser colonizada por un biofilm de bacterias con habilidad para crecer y reducir el
telurito de potaliso en el medio selectivo Baird-Parker. El valor obtenido para
cada superficie es el resultado de otorgar valor cero a la ausencia de biofilm y
valor uno a la presencia y hacer la media para todas las viviendas estudiadas.
De este modo las barras mas altas indicaran mayor susceptibilidad de

colonizacion por biofilm y viceversa.

En la grafica se observan susceptibilidades similares para todos los puntos
excepto para el desagiie de la banera que presenta colonizacién en el 80 por

ciento de los casos.

GRAFICA 8. Presencia media de Biofilm en
RPF.

0,9
0,8+
0,7
0,6

Presencia / 0,51
ausencia 0,4-

0,31
0,21
0,1
Desagiie bafiera  Tirador/pulsador Desagiie Tirador frigorifico  Suelo entrada
retrete fregadero domicilio

Punto vivienda
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Si bien, el nimero de enterobacterias es claramente superior en los diferentes
puntos de la vivienda estudiados, los biofilms los forman mayoritariamente el
grupo de bacterias con capacidad de crecimiento y reduccién del telurito de
potasio en medio de cultivo Baird-Parker. Asi, mientras estos microorganismos
forman biofilm en, aproximadamente, el 63 por ciento de los casos, las
enterobacterias sélo lo hacen en 38 de cada cien superficies domésticas
(Grafica 9).

GRAFICA 9. Presencia media de Biofilm.

Presencia /
ausencia

ENTER RPF
Grupo bacteriano
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4.2.Identificacion y comparacion de frecuencias de los

microorganismos aislados en las viviendas.

Después de haber analizado los perfiles de frecuencias de aparicion de cada
una de las diferentes especies que se han obtenido en el estudio, se puede
concluir con absoluta claridad que la microbiota presente en cada una de las
cinco superficies estudiadas es genuina de esa zona y significativamente
diferente del resto de superficies y del global de la vivienda, tanto para Gram

positivos como para Gram negativos'.

Las tablas que se presentan a continuacion contienen los porcentajes en que
se han hallado cada una de las diferentes especies o géneros, en su defecto,

en este estudio.
Gram positivos:

De los microorganismos Gram positivos identificados, cuyos resultados figuran
en la Tabla 8, se observa que los que presentan mayores proporciones son
diferentes especies de Staphylococcus, muy asociados con el hombre, como

son:

» Staphylococcus hominis.

» Staphylococcus epidermidis.

Si bien, las pruebas de Chi cuadrado realizadas anteriormente, sefialan que el
perfil de frecuencias de aparicion de los diferentes microorganismos es propia

de cada punto.

' Para Gram negativos no se pudo aplicar el estadigrafo de la Chi cuadrado en la mayoria de
los puntos debido a que las diferentes especies identificadas presentaban frecuencias
esperadas inferiores a 5. Si bien en aquellos en que se salvaba este inconveniente las
diferencias resultaron mucho mas importantes que para los Gram positivos.

90



Resultados

TABLA 8. Identificacion de microorganismos Gram positivos.
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En las siguientes dos tablas (Tablas 9 y 10) se indican los porcentajes,
respecto al total de Gram positivos aislados, encontrados en las viviendas
estudiadas, de Kocuria spp. y Micrococcus spp., respectivamente. Como se
puede apreciar en ambos casos los porcentajes son bajos, en ningln caso se
supera el 5%. Ademas ninguna especie de los dos géneros se puede

considerar patégena.

92



Resultados

mic ML (] e Fr e ol H T
o [ ad: [ H._._m. -~ S L CECE e !
S, e =T T L m s L L
[ [ Iy TR L L. L. R
e P e R PR P N N T P IR YO O NIT OO O TR TS LTI - CTL TS S LT L _..I

il 1] dinzl L=

et 1< "Lt

1
. L
Lo, 13 Lt L
MR

e TR R e TN N T IR N NIRRT NI R L NN

93



Resultados

Enla Tabla 11, a continuacion, se muestran los porcentajes de cada una de las
diferentes especies de Staphylococcus encontradas. Este es sin lugar a dudas
el género mas abundante de entre los microorganismos que se pueden hallar
en una vivienda y que son capaces de multiplicarse y reducir el telurito de
potasio en medio de cultivo Baird-Parker. Entre todas las especies identificadas

representan el 86.43% del total de estos microorganismos.

Cabe destacar diferentes especies, empezando por la abundancia de aquellas
dos més intimamente relacionadas con el hombre; Staphylococcus hominis 'y
Staphylococcus epidermidis, entre las cuales constituyen el 50% de los

individuos del género.

Sin embargo, por importancia frente a la salud, hay que citar a Staphylococcus
haemolyticus y Staphylococcus aureus quienes representan un serio riesgo
para la seguridad alimentaria. Entre los dos representan aproximadamente el
7% de los microorganismos aislados capaces de multiplicarse en Baird-Parker.

Hay que hacer, en este punto, una resefia. De los microorganismos aislados en
el medio Baird-Parker con suplemento de RPF, como Staphylococcus aureus
hay que decir que, después de hacer la identificacion con el equipo Mini-Api,
s6lo un 15% eran realmente Staphylococcus aureus y el resto otras especies,
entre las que hay que destacar a Staphylococcus cohnii ssp. cohnii'y
Staphylococcus epidermidis con un 35% y un 25% de los casos sospechosos

de ser Staphylococcus aureus, respectivamente.
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Resultados

Gram negativos:

De los microorganismos Gram negativos identificados, cuyos resultados figuran
en la Tabla 12, se observa que los que presentan mayores proporciones son
diferentes especies del género Pseudomonas entre las que destaca
Pseudomonas fluorescens. Enterobacter cloacae también se encuentra en
proporciones muy elevadas siendo incluso el microorganismo mas abundante

en alguno de los puntos estudiados.

96



Resultados

ao'n ooo BE'D LILAGLUE D SOOI UL X
[¥Tak] oo 63k S0 PSS SEUOLIOYTD OUS] S
a0 0o =T SO REd SEUOLOBITS
oo oo YA CUEIF MGG G010 BIENES
oo’ 0’ BE'D EIEUOR0 BIELE 5
04e [T} BED CUSIRDIIB BEIas
oo 06 TOE QU JEIERDN EIELBT
oo 0o BE'o SiRenbEe EeuyEy
LB'F L 0'G 7o'e LHAZ IS SEUOLIODRSS
LL'L g'y $9'7z oy SEUOLLIODRESS
0 oo LLE BTN SEUOL OO o
T oo T FUBITSIINY SEUNLODNSES
04 [T} LE'F ECOLDIISE SEUOWIODNS Sy
oo noo N S SEWOLIBLIOD) § SEUNLIDNTESS
(I[T)] ElLk Tole EfaXIg o0 PERIIOS0S
o'o L) CaGORURaNT Bllaihased
gl SP'TL i) dde esojueg
oo’ Gt EL'L FUEITEUEAID FEUCLNAS S
no'n 0'6 5L SUBLIRA BIYINSYI5T
oo’ oo BE'D a2 Byaaagaey
oo’ =3 TOE R e R
LF LB’ T3 FETL BEIE0 I B e OISHAT
oo 0.7 oo BED SRUGDOIENIE D IS 1IEGOINUT
oo 0o oo ST SHUBITULLE 18]IET OIS
0o'n C'F ETN] SUBICADNIE SEUNUELUIO
0o 5L Ef B0 2 ELIGNOInG
0 BE'N ABPIEGONNE ] DB B
(iTak] oo G31 BLG0F SEUOLIOIS
oo o'y 0o'n BE'M BN AUCHIES (55 BRI AUDUIES SEUDLTIBT

(%60 BREAUS 0)8NS () 0aUU0RULI0PEI] (%) ELII0D 0

a(] (98] IOMES|NY (9] BABLED BNNESAQ (9] ERUALM A [E00] 9 |

soalefiau WelnH sows e flooan ap useaynuap] ‘gL v1avl

97



Resultados

El género Enterobacter (Tabla 13), representa practicamente el 19% de los
microorganimos Gram negativos aislados en el presente trabajo. De este modo
se convierte en el segundo género, de este grupo, con mas presencia en la
vivienda, después de Pseudomonas spp. En el género Enterobacter cabe
prestar especial atencién a Enterobacter cloacae que ademas de suponer el
14.34% de los microorganismos Gram negativos presentes en la vivienda tiene

un potencial riesgo patogénico.

El género Escherichia no es abundante en las superficies estudiadas de la
vivienda, pero se ha desglosado como género de interés, en la Tabla 14,
debido a su potencial patogeneicidad, especialmente atribuible a Escherichia
coli. Si bien este microorganismo a penas representa el 0.4% de los Gram

negativos aislados en el estudio.

El género Pantoea se ha puesto en una tabla a pesar de no haberse podido
identificar especies del mismo debido a su elevada presencia media en la
vivienda. Asi, en la Tabla 15, podemos observar como este género representa
en torno al 12.5% de las bacterias Gram negativas aisladas, predominando en

el tirador de la puerta del frigorifico y en el suelo de la entrada a la vivienda.

El género Pseudomonas (Tabla 16) es el mas abundante de entre las bacterias
aisladas del medio VRBG. Representan un 53.21% del total de las identificadas
y destaca entre ellas, como ya se coment6 anteriormente Pseudomonas
fluorescens. Que predomina especialmente en el tirador de la puerta del
frigorifico.

En la Tabla 17 se indican los porcentajes de aparicién media de Serratia spp.

en la vivienda espafola. Si se observa la tabla se aprecia que no es un género

especialmente abundante y que no cabe destacar bajo ningun concepto.
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4.3. Estudio de efectividad de desinfectantes.

El sumidero de la cocina, como se ha visto anteriormente, es un punto donde la
contaminacion por enterobacterias es elevado y, por ello, interesante de cara a
contrastar la diferente actividad de los limpiadores para reducir su nimero. A
continuacion se muestran tres tablas (Tablas 18, 19 y 20) en las que se
comparan los recuentos de las diversas formas de enterobacterias estudiadas
(enterobacterias viables, enterobacterias adheridas, biofilm de enterobacterias)
con los limpiadores de interés. Excepto para los biofilms formados por
enterobacterias, los diferentes limpiadores presentan efectividades similares,
sin diferencias estadisticamente significativas, a la hora de disminuir los
recuentos de este grupo de microorganismos. Cuando lo que se valora es la
prevencion de la formacion de biofilms por enterobacterias, si se aprecia una
mayor eficacia del limpiador que combina lejia y detergente frente al resto.

TABLA 18. ANOVA. Para sumidero de la cocina. Detergentes frente a enterobacterias.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 o).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 1,43" 1,26 0,91 1,95
Tensioactivos 25 1,53* 1,28 1,00 2,06
Lejia y detergente 27 1,44* 1,30 0,93 1,95
Amonio cuaternario 25 1,54* 1,32 1,00 2,09

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo Unico.

TABLA 19. ANOVA. Para sumidero de la cocina. Detergentes frente a enterobacterias adheridas.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cmz).

Detergentes N Media  Desviacién tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,74* 1,04 0,31 1,17
Tensioactivos 25 0,61* 1,14 0,14 1,08
Lejia y detergente 27 0,70* 0,91 0,34 1,06
Amonio cuaternario 25 0,78* 1,10 0,33 1,24

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacion p<0,05.
* Grupo Unico.
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TABLA 20. ANOVA. Para sumidero de la cocina. Detergentes frente a biofilm de enterobacterias.
Los resultados expresan la media de unos resultados que sélo pueden tomar dos valores 0 6 1.

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,80* 0,41 0,63 0,97
Tensioactivos 25 0,96"** 0,20 0,88 1,04
Lejia y detergente 27 0,74* 0,45 0,56 0,92
Amonio cuaternario 25 0,88** 0,33 0,74 1,02

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo inferior.

** Grupo medio.

*** Grupo superior.

La evolucién de los recuentos de las bacterias capaces de crecer y reducir el
telurito de potasio en Baird-Parker, frente a la accidon de los diferentes
productos limpiadores estudiados, se puede observan en las cuatro tablas
siguientes (Tablas 21, 22, 23 y 24).

Para los recuentos de estas bacterias, tanto totales como adheridas, el
producto que contiene tensioactivos aniénicos y amonio cuaternario, es
significativamente mas efectivo para conseguir reducciones en los recuentos,
fendbmeno que no se producia con las enterobacterias. Los recuentos de
bacterias Gram positivas, coagulasa positivas, fueron tan nimios, en los cuatro
puntos estudiados, que apenas se pudo evaluar la desinfeccion diferencial
conseguida por los tratamientos. La tabla correspondiente a los resultados de
este grupo bacteriano se muestra a continuacion para el sumidero de la cocina
(Tabla 23) pero se obviaran a partir de ahora, ya que no aportan ninguna

informacién adicional.

El producto que mejor previene la formacion de biofilms es el que combina lejia

y detergente.
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TABLA 21. ANOVA. Para sumidero de la cocina. Detergentes frente a bacterias de Baird-Parker.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cmz).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,95 1,01 0,53 1,36
Tensioactivos 23 1,31 0,96 0,90 1,72
Lejia y detergente 27 0,80** 0,77 0,49 1,11
Amonio cuaternario 25 0,69* 0,80 0,37 1,02

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significaciéon p<0,05.
* Grupo inferior.

** Grupo medio.

*** Grupo superior.

TABLA 22. ANOVA. Para sumidero de la cocina. Detergentes frente a bacterias de Baird-Parker adheridas.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cmz).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,66 0,91 0,28 1,03
Tensioactivos 23 0,91 0,95 0,50 1,33
Lejia y detergente 27 0,51 0,72 0,22 0,79
Amonio cuaternario 25 0,38* 0,58 0,15 0,62

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacion p<0,05.
* Grupo inferior.

** Grupo medio.

*** Grupo superior.

TABLA 23. ANOVA. Para sumidero de la cocina. Detergentes frente a bacterias coagulasa positivo.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cn).

Detergentes N Media Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,04* 0,15 -0,02 0,10
Tensioactivos 23 0,01* 0,06 -0,01 0,04
Lejia y detergente 27 0,00* 0,00 0,00 0,00
Amonio cuaternario 25 0,00* 0,00 0,00 0,00

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacion p<0,05.
* Grupo Unico.
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TABLA 24. ANOVA . Para sumidero de la cocina. Detergentes frente a biofilm de bacterias de Baird-Parker.
Los resultados expresan la media de unos resultados que sélo pueden tomar dos valores 0 6 1.

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,68* 0,48 0,48 0,88
Tensioactivos 23 0,91 0,29 0,79 1,04
Lejia y detergente 27 0,52* 0,51 0,32 0,72
Amonio cuaternario 25 0,84 0,37 0,69 0,99

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo inferior.

** Grupo medio.

*** Grupo superior.

Las Tablas 25, 26 y 27 contienen los resultados de los recuentos obtenidos de
enterobacterias totales, enterobacterias adheridas y biofilm formado por
enterobacterias, en la zona donde se prepara el alimento en la cocina, para
cada uno de los tres limpiadores probados y para el limpiador control. En ellas
se aprecia como ninguno de los cuatro limpiadores tiene una efectividad
significativamente superior para la reduccion de enterobacterias y
enterobacterias con capaciadad de adhesion. En cambio, el producto que
combina hipoclorito sodico y detergente tiene un efecto protector frente a la
formacion de biofims significativamente superior al resto. Mientras que el
producto que incluye en su formulacion sélo tiene tensioactivos y jabén es el
que tiene una efectividad significativamente inferior, al resto, frente a la

prevencion de formacién de agregados microbianos de enterobacterias.
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TABLA 25. ANOVA. Para zona de trabajo en la cocina. Detergentes frente a enterobacterias.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 c).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 1,30* 1,31 0,76 1,85
Tensioactivos 26 1,52* 1,27 1,00 2,03
Lejia y detergente 27 1,13" 1,39 0,58 1,68
Amonio cuaternario 27 1,28" 1,27 0,78 1,78

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo Unico.

TABLA 26. ANOVA. Para zona de trabajo en la cocina. Detergentes frente a enterobacterias adheridas.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cn?).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,65* 0,99 0,24 1,06
Tensioactivos 26 0,44* 0,89 0,08 0,80
Lejia y detergente 27 0,89* 1,29 0,38 1,40
Amonio cuaternario 27 0,56* 0,92 0,19 0,92

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo Unico.

TABLA 27. ANOVA. Para zona de trabajo en la cocina. Detergentes frente a biofilm de enterobacterias.
Los resultados expresan la media de unos resultados que sélo pueden tomar dos valores 0 6 1.

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,68* 0,48 0,48 0,88
Tensioactivos 26 0,92*** 0,27 0,81 1,03
Lejia y detergente 27 0,56* 0,51 0,36 0,76
Amonio cuaternario 27 0,78 0,42 0,61 0,95

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo inferior.

** Grupo medio.

*** Grupo superior.

En la Tabla 28 se observan los recuentos obtenidos en la zona de trabajo de la
cocina, para bacterias capaces de crecer y reducir el telurito de potasio en
medio de cultivo Baird-Parker. Las pruebas estadisticas llevadas a cabo
tampoco muestran diferencias significativas en el caso de células aisladas
frente a los diferentes limpiadores. Si se observan, en cambio, como ya ha
sucedido anteriormente, la mayor proteccion que confiere la combinacién de
lejia y detergente frente a la formacién de biofilms de este grupo bacteriano
(Tabla 30).
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TABLA 28. ANOVA. Para zona de trabajo en la cocina. Detergentes frente a bacterias de Baird-Parker.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 o).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 1,01* 0,93 0,63 1,39
Tensioactivos 25 1,04* 1,07 0,60 1,48
Lejia y detergente 27 1,13* 0,86 0,79 1,47
Amonio cuaternario 25 0,77* 0,96 0,37 1,17

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo Unico.

TABLA 29. ANOVA. Para zona de trabajo en cocina. Detergentes frente a bacterias Baird-Parker adheridas.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cm2).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,75* 0,77 0,43 1,07
Tensioactivos 25 0,79* 1,14 0,32 1,26
Lejia y detergente 27 0,70* 0,72 0,42 0,99
Amonio cuaternario 25 0,43" 0,84 0,08 0,78

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo Unico.

TABLA 30. ANOVA. Para zona de trabajo en cocina. Detergentes frente a biofilm de bacterias Baird-Parker.
Los resultados expresan la media de unos resultados que sélo pueden tomar dos valores 0 6 1.

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,60** 0,50 0,39 0,81
Tensioactivos 25 0,84** 0,37 0,69 0,99
Lejia y detergente 27 0,33* 0,48 0,14 0,52
Amonio cuaternario 25 0,60** 0,50 0,39 0,81

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significaciéon p<0,05.
* Grupo inferior.

** Grupo medio.

*** Grupo superior.
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El numero de enterobacterias totales, hallado en el sumidero del lavamanos del
lavabo, presenta diferencias estadisticamente significativas para el limpiador
que solo contiene tensioactivos y jabdn. Los recuentos para este limpiador son
mas altos que para el resto de desinfectantes utilizados. En cambio, los
recuentos de enterobacterias adheridas o de formacion de biofilm no son
diferentes, segun las pruebas estadisticas llevadas a cabo con ellos, como se
puede apreciar en las Tablas 31, 32 y 33.

TABLA 31. ANOVA. Para sumidero del lavabo. Detergentes frente a enterobacterias.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 o).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 24 0,78* 1,16 0,29 1,27
Tensioactivos 23 1,50** 1,26 0,95 2,05
Lejia y detergente 27 0,70* 1,17 0,24 1,17
Amonio cuaternario 24 0,40* 0,97 -0,01 0,81

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo inferior.
** Grupo superior.

TABLA 32. ANOVA. Para sumidero del lavabo. Detergentes frente a enterobacterias adheridas.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 c).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 24 0,46* 1,03 0,03 0,90
Tensioactivos 23 0,32* 0,56 0,08 0,56
Lejia y detergente 27 0,33* 0,86 -0,01 0,67
Amonio cuaternario 24 0,30* 0,83 -0,05 0,65

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo Unico.

TABLA 33. ANOVA. Para sumidero del lavabo. Detergentes frente a biofilm de enterobacterias.
Los resultados expresan la media de unos resultados que sélo pueden tomar dos valores 0 6 1.

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 24 0,38* 0,49 0,17 0,58
Tensioactivos 23 0,65* 0,49 0,44 0,86
Lejia y detergente 27 0,41* 0,50 0,21 0,61
Amonio cuaternario 24 0,38* 0,49 0,17 0,58

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significaciéon p<0,05.
* Grupo Unico.
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En las Tablas 34, 35 y 36, se analizan los datos obtenidos respecto a la
efectividad de los diferentes desinfectantes frente al grupo de bacterias
capaces de crecer en medio de cultivo Baird-Parker y reducir el telurito de
potasio. Se aprecian propiedades desinfectantes similares en los cuatro tipos
de limpiadores para bacterias tanto libres como adheridas. La situacion cambia
cuando hacemos referencia a la formacion de biofilms. En este punto resulta el
limpiador control el mas efectivo para prevenir la formacién del biofilm, siendo
el limpiador control un producto cualquiera que se utilizase en cada casa como
limpiador habitual del hogar. Si obviamos este limpiador aleatorio, el mas
efectivo contra la formacién de biofilms vuelve a ser el que combinacion de lejia

y detergente.

TABLA 34. ANOVA. Para sumidero del lavabo. Detergentes frente a bacterias de Baird-Parker.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 sz)_

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,93* 0,88 0,57 1,29
Tensioactivos 22 1,14* 0,85 0,77 1,51
Lejia y detergente 24 0,91* 0,91 0,53 1,30
Amonio cuaternario 24 0,87* 0,95 0,47 1,27

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacion p<0,05.
* Grupo Unico.

TABLA 35. ANOVA. Para sumidero del lavabo. Detergentes frente a bacterias de Baird-Parker adheridas.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cm?).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,72* 0,76 0,40 1,03
Tensioactivos 22 0,93* 0,85 0,55 1,31
Lejia y detergente 25 0,61* 0,79 0,28 0,93
Amonio cuaternario 24 0,78* 0,96 0,37 1,18

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacion p<0,05.
* Grupo Unico.

108



Resultados

TABLA 36. ANOVA. Para sumidero del lavabo. Detergentes frente a biofilm de bacterias de Baird-Parker.
Los resultados expresan la media de unos resultados que s6lo pueden tomar dos valores 06 1.

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 25 0,24* 0,44 0,06 0,42
Tensioactivos 22 0,68"** 0,48 0,47 0,89
Lejia y detergente 24 0,38** 0,49 0,17 0,58
Amonio cuaternario 24 0,63 0,49 0,42 0,83

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo inferior.

** Grupo medio bajo.

*** Grupo medio alto.

**** Grupo superior.

En el andlisis de datos llevado a cabo con los recuentos de enterobacterias
obtenidos en la zona donde se coloca el jab6n de manos en el lavabo no se
han encontrado actividades desinfectantes diferenciales por lo que respecta a
enterobacterias totales o adheridas en esta zona. Si las hay frente a la
formacion de biofilms. Otra vez el desinfectante control vuelve a ser el que
mejor previene la formacion de biofilms, mientras que el limpiador que sélo
contiene tensioactivos y jabén es, de igual modo que en ocasiones
precedentes, el significativamente menos eficaz en este aspecto (Tablas 37, 38
y 39).

TABLA 37. ANOVA. Para zona del jabén en el lavabo. Detergentes frente a enterobacterias.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cm2).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 23 0,36* 0,90 -0,03 0,75
Tensioactivos 25 0,54* 1,04 0,11 0,97
Lejia y detergente 28 0,44* 0,92 0,08 0,79
Amonio cuaternario 27 0,24* 0,80 -0,07 0,56

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo Unico.
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TABLA 38. ANOVA. Para zona del jabén en el lavabo. Detergentes frente a enterobacterias adheridas.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 o).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 23 0,27* 0,76 -0,06 0,60
Tensioactivos 25 0,51* 1,05 0,07 0,94
Lejia y detergente 28 0,14* 0,42 -0,02 0,30
Amonio cuaternario 27 0,19* 0,67 -0,07 0,45

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo Unico.

TABLA 39. ANOVA. Para zona del jabén en el lavabo. Detergentes frente a biofilm de enterobacterias.
Los resultados expresan la media de unos resultados que sélo pueden tomar dos valores 0 6 1.

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 23 0,17 0,39 0,01 0,34
Tensioactivos 25 0,44** 0,51 0,23 0,65
Lejia y detergente 28 0,29** 0,46 0,11 0,46
Amonio cuaternario 27 0,19** 0,40 0,03 0,34

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo inferior.

** Grupo medio.

*** Grupo superior.

De igual modo que en el sumidero del lavamanos del lavabo para el grupo de
bacterias capaces de multiplicarse en medio de cultivo Baird-Parker y reducir el
telurito, en la zona donde se situa el jabén de manos del lavabo, no se aprecian
diferencias de recuento para los diversos productos utilizados. Por lo que
respecta a la valoracion de la capacidad inhibicion de formacion de biofilms de
este grupo de microorganismos, en este caso, tampoco se aprecian diferencias
estadisticamente significativas de unos limpiadores respecto a otros,
probablemente debido a los bajos recuentos que presenta la zona (Tablas 40,
41y 42).
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TABLA 40. ANOVA. Para zona del jabén en el lavabo. Detergentes frente a bacterias de Baird-Parker.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cm?).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 26 0,73* 0,88 0,38 1,09
Tensioactivos 26 1,01* 0,87 0,66 1,36
Lejia y detergente 26 1,03* 1,00 0,62 1,43
Amonio cuaternario 28 0,64 0,84 0,31 0,96

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significaciéon p<0,05.
* Grupo Unico.

TABLA 41. ANOVA. Para zona del jabén en lavabo. Detergentes frente a bacterias Baird-Parker adheridas.
Los resultados expresan la media de los logaritmos de los recuentos para cada sensor (3,14159 cm?).

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 26 0,56* 0,85 0,22 0,91
Tensioactivos 26 0,65* 0,88 0,29 1,00
Lejia y detergente 26 0,56* 0,75 0,26 0,86
Amonio cuaternario 28 0,57 0,84 0,24 0,89

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significaciéon p<0,05.
* Grupo Unico.

TABLA 42. ANOVA. Para zona del jabon en lavabo. Detergentes frente a biofilm de bacterias Baird-Parker.
Los resultados expresan la media de unos resultados que sélo pueden tomar dos valores 0 6 1.

Detergentes N Media  Desviacion tipica Intervalo de confianza para la media al 95%
Limite inferior Limite superior
Control 26 0,12* 0,33 -0,02 0,25
Tensioactivos 26 0,27* 0,45 0,09 0,45
Lejia y detergente 26 0,23* 0,43 0,06 0,40
Amonio cuaternario 28 0,25* 0,44 0,08 0,42

Prueba de homogeneidad de medias realizado mediante la prueba de Duncan; nivel de significacién p<0,05.
* Grupo Unico.

A continuacion se muestran las graficas con los recuentos medios por
centimetro cuadrado. Son graficas tridimensionales en las que en el techo de
cada barra se cruzan las tres variables de interés, que son:

» Grupo bacteriano.

» Superficie estudiada.

» Recuento obtenido por centimetro cuadrado.
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La primera gréafica, Grafica 10, es ligeramente diferente ya que no pretende
comparar efectividad en diferentes superficies sino contrastar la eficacia de
cada uno de los limpiadores incluidos en el estudio. Por ello la variable
superficie ha sido sustituida por desinfectante. En la comparacién, cuyos
resultados se muestran graficamente bajo estas lineas, se observa que la
utilizacién continuada del producto comercial que contiene amonio cuaternario
permite obtener recuentos inferiores al resto. Al contrario, el que esta formulado
exclusivamente con tensioactivos, provoca menores reducciones bacterianas

para todos los grupos bacterianos estudiados.

GRAFICA 10. Recuentos medios por
desinfectante.
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El limpiador control presenta recuentos medios para las enterobacterias en la
cocina de 90 ufc/cm? mientras que en el sumidero del lavabo alcanzan cotas
menores, rondando las 55 ufc/cm?. Los recuentos de bacterias capaces de
crecer y reducir el telurito de potasio en medio de cultivo Baird-Parker son a
penas 20 ufc/cm? en la cocina y estan por debajo de 10 ufc/cm? en el lavabo
(Grafica 11).

GRAFICA 11. Recuentos medios con limpiador
control.
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Como se ha comentado en la primera grafica el producto que sélo contiene
tensioactivos es el desinfectante menos eficaz de los probados. Como se
puede ver en la Grafica 12, tanto en las zonas de estudio de la cocina, como en
el sumidero del lavabo, las enterobacterias se hallan en recuentos que rondan
las 90 ufc/cm?. Los microorganismos capaces de crecer en medio de cultivo
Baird-Parker y reducir el telurito de potasio se encuentran en la zona de
preparacion de alimentos entorno a las 50 ufc/cm?. En el sumidero de la cocina,
punto generalmente muy contaminado, este grupo microbiano tiene recuentos

que rondan las 30 ufc/cm?.

GRAFICA 12. Recuentos medios con limpiador
con tensioactivos.
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Los recuentos medios, después de una semana de utilizacién del producto que

combina lejia y detergente, para las enterobacterias presentes en la cocina se

encuentran entre 90-100 ufc/cm?, como se puede ver en la Grafica 13. En

medio Baird-Parker el crecimiento de colonias fue sensiblemente inferior al de

enterobacterias, hallandose en la mayoria de los puntos por debajo de la

veintena de bacterias viables por centimetro cuadrado.
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GRAFICA 13. Recuentos medios con lejia y
detergente.
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El producto que contiene amonio cuaternario en su formulacion es el que
presenta menores recuentos medios después de su utilizacion “in situ” de todos
los productos que se han analizado en este estudio. Asi, si no tenemos en
cuenta los valores de enterobacterias encontrados en la cocina, que son
valores practicamente iguales para todos los productos, vemos que las barras
de la Grafica 14 son, todas, mucho mas pequenas que en las tablas
precedentes.

GRAFICA 14. Recuentos medios con limpiador
con amonio cuaternario.
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5. DISCUSION.
5.1. Estudio casas.

Diversos estudios senalan que en el hogar se producen mas toxiinfecciones
que en el total de las otras fuentes de toxiinfeccion (Hilton y Austin, 2000;
Andénimo, 1998 a).

Segun (Scott y Bloomfield, 1993) una superficie que supere el recuento de 10?
CFU/cm? tiene una contaminacién elevada, ya sean Unicamente bacterias de
origen entérico o con otras bacterias potencialmente patégenas. Mientras que
(Ak y cols., 1994) en otro estudio consideraron como elevados niveles que
superaran 3.9*10? CFU/cm? del TVC.

Si bien segun (Kassa y cols., 2001) los organismos entéricos son
probablemente los mas significativos como organismos indicador de
contaminacion fecal en los sitios muestreados.

Los recuentos de enterobacterias obtenidos en nuestro estudio, llevado a cabo
en 250 viviendas distribuidas en cuatro grandes ciudades de Espana, nos
muestran que el desagle de la bafera y el desagle del fregadero de la cocina,
con 70 y 150 ufc/cm? respectivamente, son los puntos méas contaminados por
este grupo bacteriano. Esto se puede deber a que son puntos que permanecen
humedos durante muchas horas a lo largo del dia y en los que ademas se
acumulan restos de materia organica. En la cocina el crecimiento microbiano se
podria ver alentado debido a que las temperaturas medias en esa estancia son
mas elevadas que en el resto de la vivienda. Ademas muchos de los alimentos
que alli se procesan, especialmente los crudos, son inoculadores de
enterobacterias y otros tipos de bacterias. Y es que segun (Scott y cols., 1982)
probablemente la comida es la principal fuente de introduccién de
contaminacion microbiolégica en la cocina. La cocina es, probablemente, el
lugar mas importante donde se pueden esconder y transmitir infecciones (Scott
y cols., 1984).
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En los otros tres puntos muestreados los recuentos son significativamente
menores (nNo superan en ninguin caso las 20 ufc/cm?) por lo que en principio no

constituirian un riesgo para la salud.

Estos resultados son coincidentes con los obtenidos por (Rusin y cols., 1998)
encontraron que el entorno de la cocina estaba mucho mas contaminado con
coliformes fecales y totales que el lavabo, lo que sugiere la extension del riesgo
en el hogar es sumamente mayor en el entorno de la cocina. La presencia de
estas bacterias entéricas en el fregadero lavamanos y en el tirador de la nevera
y congelador indica un riesgo potencial de contaminacion de los alimentos si
los manipuladores son portadores o estan infectados con patégenos entéricos
(Roels y cols., 1997).

Los recuentos de enterobacterias de las otras tres superficies estudiadas
entran dentro de lo permisible y en principio no supondrian un riesgo para la
salud.

En cuanto a enterobacterias con capacidad de adhesién a la superficie si bien
no son importantes en cuanto a nimero, ya que en ninguno de los puntos
estudiados alcanzan las 4 ufc/cm?, si lo son en cuanto al riesgo que suponen,
ya que eliminar estas bacterias requerird un mayor esfuerzo. Si el tratamiento
de limpieza y desinfeccidén no se hace segun el protocolo establecido,
probablemente estas bacterias quedaran alli pudiendo formar a posteriori un
biofilm con el riego que ello implica. Incluso hay quien indica que a pesar de los
programas convencionales de limpieza, las bacterias adheridas pueden
sobrevivir y proliferar en las superficies de los equipos que tratan alimentos
(Austin y Berferon, 1995).

El crecimiento de biofilms en los entornos de procesado de alimentos
proporciona una mayor oportunidad para la contaminacion microbiana del
producto procesado, lo que incrementa el riesgo de transmision de
enfermedades (Frank y Koffi, 1990; McCarthy, 1992; Ronner y Wong, 1993).
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En cuanto a la presencia de biofilm formado por enterobacterias, este se halla
mayoritariamente en las dos zonas mas humedas. Zonas donde los recuentos
microbianos son mas elevados que en los otros puntos y, por tanto, mas
susceptibles de permitir la formacion de aglomerados bacterianos. Estos
resultados son coincidentes con (Scott y cols., 1982) quienes encontraron que
las enterobacterias se hallaban muy frecuentemente en lugares hiumedos
donde solian estar en nimeros muy grandes y eran el microorganismo

predominante.

A estos dos puntos de recuentos elevados se le suma uno de escasa
relevancia por numero de enterobacterias viables, pero que claramente la tiene
en la formacion de biofilms. Es el tirador de la puerta de la nevera, que tiene un
indice de formacion de biofilm de entorno al 40 %. Esta elevada formacion de
biofilms sobre esta superficie puede deberse al hecho de que en muchas
ocasiones se toca mientras se esta manipulando alimentos y por tanto con
restos de estos y con las manos humedas. Esto provoca que los
microorganismos que se depositen sobre el tirador de la puerta del frigorifico se
puedan ver protegidos y nutridos por restos de materia organica. Esa
proteccion seria frente a la limpieza, en primer término, limpieza que en
muchos casos ademas no va acompanada de desinfeccion como en otras
superficies. Y frente a la deshidratacién, en segundo término, lo cual permitiria

a una parte de esas bacterias adherirse primero y formar un biofilm después.

Una limpieza inadecuada de las superficies promueve la acumulacién de
suciedad y, en presencia de agua, contribuye al desarrollo de los biofilms
bacterianos que pueden contener microorganismos patégenos (Boulange-

Peterman y cols., 1993).

El espacio temporal para el desarrollo de un biofilm es generalmente corto y

varia en funcion de la temperatura y disponibilidad de nutrientes (Holah, 1995).

Los recuentos de bacterias capaces de crecer en medio de cultivo Baird-Parker
y reducir el telurito de potasio nos muestran que, el desagie de la baferay

cocina y el suelo de la entrada al domicilio, son los puntos mas contaminados
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por este grupo microbiano. Si bien, los recuentos de este grupo bacteriano en
todas las superficies estudiadas es inferior al de enterobacterias.

En el caso de la bariera, el alto recuento se puede deber a la combinacion de
humedad continuada y restos de materia organica acumulada, procedente de la
descamacion de la piel durante la ducha. En la entrada del domicilio la elevada
presencia de este tipo de bacterias se podria explicar por la introduccion de
estas desde la calle, o bien, debido a descamacién natural de la piel y con ella
la flora acompanante que iria a parar al suelo del domicilio. Contaminacién que,
por otra parte, tiene pocas posibilidades de proliferar, al descansar sobre una
superficie, generalmente seca y sobre la que se suele aplicar un proceso de
limpieza y desinfeccién con cierta asiduidad. Ademas, debido a su ubicacion,
tiene pocos visos de suponer un riesgo para la salud, ya que no hay vias
aparentes de contacto entre ella y los alimentos que se vayan a consumir en el

hogar.

Por lo que respecta a las bacterias de este grupo, con capacidad de adhesion a
la superficie, los mayores recuentos se encuentran en los dos desagues
estudiados y, por tanto, dicha capacidad de adhesién seria l6gicamente
atribuible a la mediacion del agua presente en ambas superficies. En las otras
tres zonas, los recuentos son inferiores a la unidad formadora de colonias por
centimetro cuadrado, incluso en el suelo de entrada a la vivienda, donde los
recuentos eran significativamente mas altos que en el desagtie del fregadero

de la cocina.

El principal interés de estudio de este grupo era obtener una indicacion del
recuento de Staphylococcus aureus en los cinco puntos analizados ya que,
como indican (Jablonsky y Bohach, 1997), Staphylococcus aureus es un
importante patégeno alimentario, y la intoxicacion estafilococica es una de las

causas mas prevalentes de gastroenteritis en el mundo.

El esquema de distribucién de este microorganismo es similar al encontrado
para todo el grupo bacteriano capaz de crecer en medio de cultivo Baird-Parker

y reducir el telurito de potasio. Los recuentos mas altos se encontraron en el
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desagle de la banera y en el suelo de entrada a la vivienda, si bien estos sélo
alcanzaron el recuento medio de 5 ufc/cm? en el desagiie de la bafiera, siendo
este el punto mas contaminado por Staphylococcus aureus de 10s cinco
estudiados. Las causas para justificar esta distribucién no se estiman muy
diferentes de las que se consideraron para todo el grupo. Los riesgos que
implica esta distribucion no parecen merecer mas consideracién que la
recomendacién de practicar una adecuada limpieza y desinfeccion de estos
puntos, ya que Staphylococcus aureus necesita crecer hasta alcanzar
concentraciones de 10° ufc/g para producir la toxina y provocar la enfermedad
(Bergdoll, 1989). Si bien no hay que olvidar que esta presente y ante un
eventual cambio de condiciones (mayor humedad y nutrientes o descuido en la

desinfeccién) podria multiplicarse o llegar a los alimentos.

La presencia de biofilms formados por microorganismos de este grupo
bacteriano es més importante que en el caso de las enterobacterias y se
distribuyen de manera mas homogénea en los puntos estudiados de la
vivienda, si exceptuamos el desague del fregadero de la cocina, donde la
frecuencia de aparicion es significativamente mayor. Esta amplia distribucion
de biofilms formados por este heterogéneo grupo de bacterias capaces de
crecer en medio Baird-Parker y reducir el telurito de potasio se debe
principalmente a la resistencia frente a la desecacion que presentan muchas de
estos microorganismos. En algunos casos se explica por su facilidad para la
agregacion. Un ejemplo de ello es Staphylococcus aureus, a quien 15 minutos
de aire secante no reduce significativamente su recuento en las superficies,
posiblemente debido a su estructura grupal, Io que corrobora su tolerancia
frente a las condiciones secas (Kusumaningrum y cols., 2003), y en otros por lo
heterogéneo del grupo que le confiere una mayor resistencia a los factores de
estrés como indican (Kumar y Anand, 1998).

Si bien hemos encontrado que en las zonas secas los recuentos de bacterias
libres y adheridas son mayores para las bacterias capaces de multiplicarse en
Baird-Parker y reducir el telurito de potasio que el de enterobacterias, por lo
que queda demostrado que son mas resistentes a la desecacion que las
enterobacterias.
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Segun estos investigadores, los biofilms formados por varias especies
diferentes, son mas gruesos y estables frente al estrés ambiental que los
biofilms monoespecificos. La estabilizacion de los biofilms mixtos posiblemente
se deba a la produccion de diferentes sustancias poliméricas extracelulares
resultantes de la actividad de diferentes especies de microorganismos
(Chmielewski y Frank, 2003). Estos dos factores explicarian por qué los
microorganismos que son capaces de crecer en el medio de cultivo Baird-
Parker son capaces de mostrar tantos biofilms en todos los puntos estudiados.
La disponibilidad de agua y materia organica, serian las causas que explicasen
porque el desagle del fregadero de la cocina tiene un indice de formacién de

biofilms significativamente superior al resto de puntos, ya altos de por si.

El hecho de que este grupo bacteriano tenga tanta facilidad para formar
biofilms es preocupante, en cuanto a que los biofilms son dificiles de eliminar
una vez se forman en una superficie. Segun Frank y Koffi (1990) la formacion
de biofilms y el subsiguiente desprendimiento de los mismos sobre alimentos,
puede suponer una importante fuente de contaminacion en alimentos y

provocar importantes brotes de enfermedades transmitidas por alimentos.

5.2. Identificaciones.

Las comparaciones de perfiles llevadas a cabo entre las diferentes superficies
de la vivienda analizadas, para cada uno de los dos grupos bacterianos,
muestran que la microbiota es genuina de cada una de ellas. Ni siquiera la flora
media de la vivienda es comparable, en cuanto a perfil de especies residentes,
a ninguna superficie concreta. Estos resultados son fruto de la precision de las
identificaciones, que alcanzo el nivel de especie. Si nos hubiéramos quedado
en el género el andlisis estadistico, probablemente, no hubiera mostrado
diferencias significativas entre cada uno de los puntos estudiados, ya que los
géneros predominantes acaparan porcentajes importantes de las bacterias

identificadas.
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Lo mismo se puede decir de las identificaciones llevadas a cabo con las
bacterias que habian crecido en medio de cultivo Baird-Parker y habian sido
capaces de reducir el telurito de potasio. El género claramente predominante
en todos los puntos es Staphylococcus, un andlisis de Chi cuadrado con los
resultados mostrados por géneros probablemente no hubiera encontrado
diferencias significativas entre las superficies estudiadas.

El hecho de que identificando hasta la especie nos muestre diferencias
significativas en cada una de las superficies estudiadas se podria deber a que
a pesar de que los microorganismos que pueblan cada una de las superficies,
por lo general, son evolutivamente proximos entre ellos, las diferentes
condiciones que se dan en cada una de estas superficies estudiadas
provocarian que algunas especies predominasen en numero sobre otras ya
que entre ellos se establece un ecosistema de desplazamiento por
multiplicacion. Aquellos a los que las condiciones fisico-quimicas le sean
propicias tendran mayor capacidad de multiplicaciéon y acabaran por desplazar,

eliminar, a los que no sean capaces de multiplicarse en tasa elevada.

En el global de la vivienda, entre los microorganismos que las tiras comerciales
de identificacion “ID 32E” y “ID 32GN” son capaces de identificar, se hayan en
mayor numero, Pseudomonas spp., Pseudomonas fluorescens, Enterobacter
cloacae y Pantoea spp. por este orden de importancia. Entre ellos acaparan el
70%, aproximadamente, de las bacterias de este grupo encontrados en el
hogar. Se sabe desde hace tiempo que las Pseudomonaceas son
tremendamente abundantes. Scott y cols., (1982) encontraron

Pseudomonaceas en el 91% de los hogares en una 0 mas superficies.

De estos microorganismos cabe destacar Enterobacter cloacae dada su
capacidad patogénica. Microorganismo, por tanto, al que hay que prestar
especial atencién y de cara al cual deberian enfocarse los sistemas de
higienizacién en el hogar. Este microorganismo adquiere su mayor
protagonismo en el tirador del retrete, donde es el microorganismo de este
grupo mas abundante. Ello indica que preparar alimentos después de una mala
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o nula limpieza de las manos al terminar de deponer implicaria un alto riesgo

de que este microorganismo pasara a los alimentos.

Salmonella es la causante de muchos de los brotes por intoxicacion alimentaria
causados en el hogar, si bien el presente estudio no ha encontrado la bacteria.
Estos resultados son coincidentes con los de (Scott y cols., 1982). Segun estos
autores no esperaban encontrar Salmonella en gran nUmero en un muestreo de
250 casas. Los casos de enfermedad por Salmonella enteritidis han sido
frecuentemente atribuidos al consumo de huevos crudos o poco hechos (Hayes
y cols., 1999). Por lo que no necesariamente se debe encontrar en las
superficies analizadas ya que la via de llegada del patégeno al huésped suele
ser directamente por un alimento que lo contenga o bien mediante la
contaminacion cruzada entre alimentos y no entre superficies y alimento. Sin
embargo esta ultima via no cabe desestimarla por completo ya que, como
apunta Cogan (2002), aunque los niveles de contaminacion en las superficies
por Salmonella suelen ser bajos incluso en esos numeros puede ser suficiente
para el crecimiento seguido de contaminacion cruzada con alimentos
cocinados.

Segun Tierney y cols. (2003) E. coli se aisla con mayor frecuencia que
Salmonella de los sitios muestreados y se encuentran en mayor proporcion
ambos en las muestras del fregadero, el escurridor y la superficie alrededor del
grifo. En el estudio llevado a cabo por Kassa y cols. (2001) en 70 restaurantes
no se encontraron aislamientos de los patdégenos mas frecuentes (Salmonella,
Shigella, Campylobacter, E. coliO157:H7, Yersinia 'y Vibrio) pero si se aislaron
bastantes bacterias del grupo Aeromonas-Plesiomonas, que se sabe causan
gastroenteritis. Estos resultados apuntan en la misma direccion que los
obtenidos en el presente trabajo. Si bien, no se han encontrado bacterias de la
especie Aeromonas hydrophila, la principal causante de gastroenteritis del
género, si se han aislado e identificado especies proximas como Aeromonas

sobriay Aeromonas salmonicida spp. salmonicida.

La elevada presencia en todas las superficies estudiadas de Pseudomonas
fluorescens, a la que, en cambio, no se le conocen cuadros de patogeneicidad
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en personas sanas es digna de tener en cuenta. Por lo que se propone como
microorganismo de referencia a la hora de evaluar la eficacia de los productos
desinfectantes destinados al uso domeéstico. Ya que como apunta Jeffrey
(1995) no todos los productos desinfectantes utilizados en el hogar son
completamente eficaces contra Pseudomonas spp. e incluso diferentes cepas
de la misma especie de bacterias pueden tener resistencia diferencial.

Por lo que respecta al género Pantoea, decir que es un género en el que no se
conocen especies patdogenas y por tanto no supone riesgo alguno en personas
sanas. Nunes y cols. (2001) proponen la utilizacion de una especie del género
(Pantoea agglomerans) como inhibidor competitivo de patégenos presentes en
peras. Una linea interesante de estudio futuro seria, aprovechando la enorme
presencia de Pantoea spp. encontrada en el presente trabajo, el propiciar su
desarrollo en el hogar, con el fin de eliminar flora patégena. Ello se podria llevar
a cabo mediante siembras de esta bacteria después de la limpieza y
desinfeccion.

La produccién de quitinasas por hongos como Trichoderma o bacterias
(principalmente de la especie Pantoea agglomerans) ha demostrado ser un
mecanismo importante de antagonismo contra los hongos con pared celular
formada por quitina como Rhizoctonia solana, Aspergillus i Penicillium (Chet y
cols., 1990)

Las especies que cabe destacar por frecuencia de aparicion entre aquellos que
habian crecido en medio de cultivo Baird-Parker reduciendo el telurito de
potasio pertenecen la mayoria, como ya se ha dicho al género, Staphylococcus
y son:

Staphylococcus hominis

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus warneri

Staphylococcus saprophiticus

Staphylococcus spp.

Staphylococcus cohnii ssp. cohnii

vV V. V V V V V

Staphylococcus haemolyticus
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No se conoce patogeneicidad en ninguno de ellos para personas sanas. Sin
embargo todos ellos han provocado casos de infecciones oportunistas en
personas inmunodeprimidas. Muchos de ellos tienen relacién directa con el
hombre, ya que a pesar de que la superficie de la piel es hostil a la
supervivencia y crecimiento de muchas bacterias debido a su sequedad, bajo
pH (8-5) y sustancias inhibitorias (lisozima que destruye el peptidoglucano). A
pesar de estos factores algunas bacterias pueden sobrevivir en la piel, crecer y
formar la microbiota normal ya que las glandulas sudoriparas y sebaceas
excretan agua, aminoacidos, urea, sales y acidos grasos que sirven como

nutrientes a estos microorganismos Mateos, 2003.

Cabria destacar la mayor presencia de Staphylococcus aureus en el suelo de la
entrada del domicilio. Unica superficie donde tiene cierta relevancia, en
porcentaje, suponiendo practicamente el 5% de los microorganismos de este
grupo. Sin embargo esta frecuencia, en una superficie donde los recuentos
medios para este grupo de bacterias rondan las 10 ufc/cm? y donde la
contaminacion cruzada con alimentos es practicamente imposible, resta
importancia a la presencia de la bacteria. Se podria indicar, por tanto, que S.
aureus no supone un riesgo lo suficientemente importante como para
considerar un cambio de pautas dirigidas a la consecucién de un alto nivel de
higiene en el domicilio. Incluso a pesar de que hemos encontrado la bacteria en
el 25% de las 250 viviendas analizadas. Resultados comparables con el 31%
de los 201 hogares examinados encontrados por Scott y cols. (1982) pero
discrepantes, a la vez, con el mismo autor, quien afirma que S. aureus tiende a
predominar en lugares de contacto con la piel humana como el retrete, grifos,

toallas.

Aunque la mayoria de los microorganismos encontrados mas frecuentemente
en las 201 casas muestreadas pertenecian a especies no patégenas la
mayoria de los hogares estaban contaminados con enterobacterias o
pseudomonaceas Yy otras especies potencialmente patbgenas como S. aureus
(Scott y cols., 1982).
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5.3. Estudio desinfectantes.

Como norma general de los cuatro productos probados, en las cuatro
superficies diferentes, el producto limpiador en cuya formulacion cuenta
exclusivamente con tensioactivos, como agente funcional, es el que menos
reduccion en recuento provocaba en todos los grupos microbianos estudiados.
En cambio, el limpiador que ademas contiene amonio cuaternario, conseguia
mayores reducciones que el resto sobre todo en unidades formadoras de
colonias libres y adheridas. Sin embargo, la maxima efectividad frente a los
biofilms era conseguida por el producto que combina de lejia y detergente. Lo
cual nos indica la manera de proceder en diferentes superficies, una vez
conocida la forma en que se presenta el tipo de contaminacion que sustenta, ya
que como indica Bloomfield (2003), la reevaluacién de las practicas habituales
y la promocioén de la mejora de la higiene en el entorno doméstico pueden tener
un impacto significativo en reducir las enfermedades infecciosas. Las
superficies del hogar desempenan un papel importante a la hora de la
transmision de infecciones, especialmente infecciones alimentarias. Si bien hay
autores que proponen que la desinfeccion de otras partes de los pisos incluido
lavabos son innecesarias (exceptuando graves enfermedades infecciosas)
(Borneff, 1989). Afirmacion que, después de realizar el presente trabajo, no
podemos compartir ya que queda demostrado que la utilizacién regular de
productos de limpieza efectivos disminuye considerablemente los recuentos de
las superficies en las que se aplican.

El sumidero del fregadero de la cocina y la zona de preparacion de alimentos
de la misma son dos zonas donde la contaminacidn por enterobacterias es
elevada y por ello interesante de cara a contrastar la diferente actividad
bactericida de los desinfectantes. Los resultados muestran que, excepto para
los biofilms formados por enterobacterias, los diferentes productos estudiados
presentan efectividades similares a la hora de disminuir los recuentos de este
grupo de microorganismos. Esto podria ser debido a que son zonas donde

conviven agua, materia organica y temperatura adecuada para el desarrollo de
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microorganismos, durante muchas horas al dia, lo que unido al alto niumero de
biofilms que se forman en ese entorno lo convierte en un buen reservorio. Esto
provoca que, incluso después de una desinfeccion diferencial entre los diversos
productos estudiados, se recontaminase rapidamente, alcanzando valores de
microorganismos similares a los que habia antes de la desinfeccion en pocas
horas. De este modo, no se podria apreciar esa actividad germicida diferencial

al no tomarse la muestra justo después de la aplicacion.

En la misma linea apunta la investigacién llevada a cabo por Scott y cols.
(1982) en la que indica que el fregadero, los sifones de desagule y alrededores
actian como reservorios donde las bacterias se pueden multiplicar. En el
mismo sentido las pruebas con detergente y agua caliente no muestran una
reduccion significativa de la flora doméstica. En cambio el hipoclorito y los
desinfectantes fenélicos producen una desinfeccion que dura al menos 3 horas.
Asi estos dos ultimos alcanzan altos niveles de desinfeccion pero a las 3 horas
se reestablecen los niveles de contaminacion previos en la mayoria de los
puntos (Scott y cols., 1984). Si bien segun Tierney y cols. (2003), quienes
comprobaron que cuando se utilizaba un limpiador al menos una vez al dia el
recuento de aerobios meséfilos nunca superaba 10* CFU/cm?. En cambio, en
cocinas donde el agente limpiador se utilizaba menos de una vez a la semana
los niveles microbianos superaban 10° CFU/cm? en el caso del grifo y 107
CFU/cm? en el caso del fregadero. Por tanto la recontaminacioén adn
produciéndose necesita mas de las tres horas indicadas por Scott y cols.
(1984). Nuestros resultados avalan el fenédmeno de la recontaminacion pero en
ningun caso hasta los valores encontrados Tierney y cols. (2003). Los valores

maximos de nuestros recuentos no superan en ningun caso los dos logaritmos.

Cuando bacterias como S. aureus u otras bacterias oportunistas tienen que ser
eliminadas, se recomienda el uso de trapos y bayetas impregnadas con
desinfectante y desechables, ya que segun Kusumaningrum (2003) durante la
limpieza, los microorganismos se transfirieron desde las superficies hasta las
telas de limpieza y la eliminacién de las bacterias en las telas de limpieza
requiere mayores cantidades de hipoclorito que en las pruebas en suspension.
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Este aspecto debe tenerse en cuenta de cara a la utilizacion de los utensilios
de limpieza, sobre todo trapos y bayetas, los cuales en ocasiones pueden
facilitar el transito de los microorganismos que se encuentran en estas zonas
contaminadas a otras donde se manipulan alimentos y que en circunstancias
normales serian seguras. Scott y Bloomfield (1993) encontraron evidencias de
transferencia de contaminacién hacia y desde la bayeta a la superficie.

La evidencia del laboratorio y de los estudios en el hogar muestra que el uso de
desinfectantes, de la manera indicada, puede producir una mayor reduccion en
la frecuencia de aparicion de superficies contaminadas que las conseguidas
por las limpiezas exclusivamente a base de detergente (Anénimo, 2002 a). Si
bien, en algunas de ellas, como la del fregadero de la cocina, el uso de
desinfectante tiene un efecto muy efimero, ya que, la relativa susceptibilidad de
un microorganismo a cada desinfectante varia en funcién de la fase de
crecimiento en el que este se halle, incluso para desinfectantes con

mecanismos de accioén similares (Luppens y cols., 2002).

Segun estos mismos autores, un factor que tiene una gran importancia en la
efectividad de los desinfectantes usados en este estudio fue la gran proporcion
de células muertas en la fase de muerte de la cinética de crecimiento
bacteriano. Estas células muertas pueden, sin embargo, seguir reaccionando
con los desinfectantes, por ejemplo con secuestro del principio activo del
desinfectante a la membrana, como pasa con el cloruro de benzalconio, o bien
mediante la liberacién de enzimas todavia activos que reaccionen con el
desinfectante, como puede ser la catalasa frente al per6xido de hidrégeno. De
esta manera, las células muertas protegen a las vivas en suspension. Estos
fendbmenos se producen, sobre todo, cuando el porcentaje de muertas supera
el 90%. Es en la fase de crecimiento estacionario es donde las bacterias son
mas susceptibles a la accién desinfectante.

Frente a la formacion de biofilms de enterobacterias si se aprecia una mayor
eficacia preventiva del limpiador que combina lejia y detergente frente al resto.
Esta eficacia es fruto de la combinacion de ambos productos. De este modo,
una explicacién para esta mayor eficacia seria que el detergente facilitaria la
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penetracion de la lejia en la matriz de microorganismos, mediante la
disminucién de la tension superficial del biofilm y una vez dentro, la lejia
exhibiria alli su actividad letal frente a las bacterias que lo forman. Otra posible
explicacion seria que el detergente actuaria eliminando la suciedad y materia
organica, lo que permitiria la accion desinfectante de la lejia, ya que no se veria

inactivada por la presencia de materia organica interferente.

Respecto a las bacterias del otro grupo de interés en este trabajo los diferentes
productos probados muestran efectividades desinfectantes desiguales, siendo
el limpiador que contiene amonio cuaternario el que obtiene recuentos
significativamente menores que el resto y por tanto se puede considerar mas
eficaz en la finalidad que persigue. Todo ello seria un indicativo de que este
producto es el que mejor se comporta frente a todas las bacterias presentes en
una superficie determinada. Sin embargo, esta mayor eficacia desinfectante
sOlo se puede apreciar aqui dada la menor capacidad de este grupo microbiano

para recontaminar la zona entre dos procesos consecutivos de desinfeccion.

Los recuentos de biofilms muestran, de igual modo que ocurria con los
formados por enterobacterias, que es la combinacién de lejia y detergente la
mas eficaz para su minimizacién. Al igual que para las enterobacterias las
explicaciones podrian ser que, o bien, el detergente facilitaria la penetracién de
la lejia en la matriz de microorganismos, mediante la disminucion de la tension
superficial del biofilm y una vez dentro, la lejia podria actuar frente a las
bacterias que lo forman, o bien, que el detergente actuaria eliminando la
suciedad y materia organica, lo que permitiria la accién desinfectante de la
lejia, ya que no se veria inactivada por la presencia de materia organica

interferente.

En el caso del grupo de bacterias, que se hallaban en el sumidero del lavabo,
capaz de crecer en medio de cultivo Baird-Parker y reducir el telurito de potasio
se aprecia que todos los productos desinfectantes utilizados tienen una eficacia
similar en cuanto a reduccién del recuento de células viables y en cuanto a
reduccion del numero de células con capacidad de adhesion. La inhibicion de

formacion de biofilms se muestra, sin embargo, mas fuerte con la utilizacion de
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unos productos respecto a otros. Asi, el desinfectante que mas reduccidn
consigue es el desinfectante control. Los recuentos de biofilms obtenidos
después de su utilizacion son significativamente menores que los alcanzados
con el resto de productos estudiados, seguido del producto que conjuga la
eficacia del detergente y la lejia. Lo mismo ocurre para los recuentos de
biofilms de enterobacterias hallados en la zona del jab6n de manos del lavabo.
El analisis de estos datos indicaria que muy probablemente el desinfectante
control utilizado en los lavabos de la mayoria de las viviendas es la lejia.
Recordemos que la eleccién del desinfectante control se dejaba al libre
albedrio de las personas encargadas de la limpieza de la vivienda y que estos
domicilios habian sido seleccionados por ser representativos del
comportamiento medio espanol. En Espana la lejia es el producto desinfectante
mas utilizado (Oset, 2001).

Viendo los resultados obtenidos, se podria calificar dicha decisibn como
correcta, cuanto menos en eficacia desinfectante. El hipoclorito sodico (lejia
doméstica) se recomienda, especialmente en Estados Unidos, para la
desinfeccidn de la cocina por su accion biocida a baja concentracién y por su
disponibilidad (Kusumaningrum y cols., 2003). En la misma linea Borneff y cols.
(1988 b), comentan que cuando el limpiador tradicional se sustituye por uno
que contiene hipoclorito, las cadenas de transmision de la infeccidon se ven
interrumpidas. Por ello se recomienda a los fabricantes de limpiadores que
suplementen estos con desinfectantes. Ademas las personas encargadas de la
higienizacién del hogar deberian estar adecuadamente aleccionadas sobre la

manipulacién correcta y eficiente de esos productos.

En ambos casos el limpiador convencional, que no tiene ni amonio cuaternario

ni hipoclorito, es el mas facilita la formacién de biofilms.

Sin embargo, para el grupo de bacterias capaces de multiplicarse en medio de
cultivo Baird-Parker y reducir el telurito, en la zona donde se situa el jabon de
manos del lavabo, no se aprecian diferencias estadisticamente significativas de
recuentos de biofilms para los diversos productos utilizados. Esto seria mas
atribuible a los bajos recuentos que presenta la zona, lo que impediria que
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hubiesen diferencias, entre productos, resenables estadisticamente, que a una
efectividad similar.

Ayliffe y cols. (1966) quien demostré que cerca del 90% de la contaminacion
del suelo podia ser eliminada con una limpieza a base de agua y jabon
exclusivamente, pero que cuando quedaban asi, la contaminacién volvia a
niveles de antes de la limpieza en unas pocas horas. También demostraron
que aunque la contaminacion podia ser reducida en mayor grado por la accién
de los desinfectantes la recontaminacién a niveles de prelimpieza/desinfeccion
sucede en un corto periodo de tiempo. Llegaron a la conclusién de que la
practica diaria o semanal de desinfectantes como parte de una rutina de
limpieza consigue poco y no debe, por tanto, ser promovida. A su vez en el
estudio de Scott y cols., (1984) sobre los efectos de la aplicacion diaria de
desinfectante durante un periodo de 3 dias, no se encontr6 evidencia de ningun
efecto sustancial o acumulativo en términos de frecuencia sobre la cantidad de
superficies catalogados como higiénicos. Ambos estudios muestran resultados
discordantes con los obtenidos en el presente trabajo, puesto que se han
encontrado efectividades diferenciales segun el principio activo de los
productos de limpieza utilizados, lo que demuestra una persistencia en el
tiempo de la efectividad del producto.

Los consumidores deben estar informados de los riesgos que existen y las
medidas preventivas frente a esos riesgos (Tierney y cols., 2003), ya que los
principios holisticos para la higiene y la salud publica han contribuido
substancialmente al incremento en la expectativa de vida en mas de 30 afos y

en la calidad de vida desde el principio del siglo XX (Anénimo, 1998 b).

Un nivel adecuado de higienizacion se puede alcanzar econémicamente y con
la debida consideracion a la contaminacion al medio ambiente (Holah, 1995).
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CONCLUSIONES.

Los sensores de superficie pueden utilizarse para discriminar los niveles

de contaminacién microbiana en las diferentes areas domésticas.

La utilizacion de sensores de superficie es el sistema mas sencillo y
econoémico para la determinacion de la contaminacién microbiana de las
diferentes superficies domésticas. Permitiendo determinar la

contaminacion real de la superficie.

Las superficies donde coinciden agua, materia organica, temperaturas
altas y facilidad de acceso a los microorganismos, son las mas
contaminadas de la vivienda. Algunas de estas superficies se
encuentran en la cocina y ello implica un riesgo potencial de

contaminacion cruzada con alimentos.

El uso frecuente de desinfectantes es recomendable, sobre todo, en
aquellas superficies que vayan a entrar en contacto de manera directa o
indirecta con los alimentos, para evitar contaminaciones cruzadas. De
todos modos hay que tener presente que hay supeficies dentro y fuera

de la cocina que, a pesar de desinfectarse de manera correcta, tienen
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recuentos elevados; por lo que habra que tomar medidas que impidan el

flujo de microorganismos de la superficie en cuestion a los alimentos.

La limpieza y desinfeccion con la finalidad de conseguir la esterilidad es
una entelequia. Las superficies donde las condiciones son favorables
para la multiplicacién de los microorganismos, que nunca se eliminan
completamente en la higienizacidn, van a alcanzar recuentos similares a

los que tenian previamente, en pocas horas.

Evitar la formacion de biofilms en el hogar requiere un régimen de
higienizacién mas estricto que el que se lleva a cabo en la actualidad.
Por ello, se recomiendan practicas higiénicas que impidan la llegada de
los microorganismos a los alimentos. Estas practicas pasarian por evitar
el contacto directo o indirecto de los alimentos, sobre todo aquellos listos
para comer, con las superficies que mas riesgo de albergar biofilms

presentan.

Para evitar la formacion de biofilms, ademas de la utilizacion de
productos de limpieza, requiere una mejora en las practicas y usos

higiénicos domésticos.

134



Conclusiones

8. Las zonas con mayor contaminacion en el hogar son, por este orden: el
desague del fregadero de la cocina y el desagle de la bariera, con gran

diferencia del resto de superficies estudiadas.

9. Las condiciones ambientales determinan la biota presente en una
superficie. Asi, las enterobacterias colonizan casi exclusivamente las
superficies hiumedas, mientras que las secas, aun siendo el grupo
principal, el protagonismo lo comparten con las bacterias capaces de
crecer en medio de cultivo Baird-Parker con RPF reduciendo el telurito.
Por lo que el control de humedad, en la superficie, sera el mejor sistema

para reducir o eliminar la presencia de enterobacterias.

10.Se propone la sustitucion de Pseudomonas aeruginosa por
Pseudomonas fluorescens como microorganismo de referencia en las
normas que regulan los estudios de actividad desinfectante, de aquellos
productos destinados al uso doméstico, dada su mayor presencia en

este ambito.

11. Staphylococcus aureus, a pesar de haberse encontrado en bajo
porcentaje, puede suponer un riesgo para la seguridad alimentaria, en

los hogares, si no se siguen las medidas higiénicas apropiadas.
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12.En el grupo de las enterobacterias no se ha encontrado Salmonella, si
bien, si aparecen, en proporciones importantes, Enterobacter cloacae 'y

Escherichia coli.

13.Las identificaciones obtenidas indican que muchas de las colonias que
presentaban reduccién del telurito de potasio y formacién de halo opaco,
caracteristico de las bacterias coagulasa positivas, no son

Staphylococcus aureus.
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7. PUBLICACIONES RELACIONADAS CON LA TESIS.

Debido al proceso de elaboracion, redaccién y aceptacion de patentes, no se
ha podido publicar ningun articulo hasta obtener la publicacion que se incluye a
continuacion.
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Resumen

9. RESUMEN.

Mas de la mitad de las toxiinfecciones alimentarias se producen en el hogar.
Conocer la distribucién y el tipo de la flora doméstica y los flujos de esta de
unas superficies a otras es fundamental a la hora de establecer medidas para
prevenir brotes en el futuro. Ademas, conocer la capacidad de reduccién de
recuentos en la flora microbiana de los productos limpiadores / desinfectantes
de las superficies utilizados en el hogar es capital para disefiar procesos de

higienizacién que minimicen la llegada de estos a los alimentos.

Entre los objetivos de esta tesis se encuentran la cuantificacion y tipificacion de
la flora microbiana de las superficies domésticas y la valoracion de la
efectividad desinfectante de algunos de los productos de limpieza doméstica

mas populares.

Los resultados obtenidos muestran que de todas las superficies estudiadas las
que mayor contaminaciéon microbioldgica presentan son aquellas que
permanecen humedas durante varias horas al dia: desagtie del fregadero de la
cocina y desague de la bafera. La flora predominante en estas superficies son
enterobacterias. Sin embargo en las superficies donde la humedad no esta
presente de manera constante las enterobacterias ven muy mermada su
proliferacion hasta recuentos del mismo orden de magnitud que la flora de
especies del género Staphylococcus y afines. Los Staphylococcus 'y afines
tienen, ademas, una gran capacidad de adhesién y formacién de biofilms, lo

cual complica su eliminacion.

Una vez conocida esta distribucion de la flora se procedié a valorar la eficacia
desinfectante de diferentes productos limpiadores. Los resultados muestran
que los productos destinados a la limpieza del hogar que contienen amonio
cuaternario o hipoclorito son los que consiguen una mayor disminucién de la
flora microbiana de las superficies. Si bien en las superficies humedas la
recontaminacién a partir de la flora residual es muy rapida.
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Resumen

ABSTRACT.

Households account for more outbreaks of foodborne iliness than the total of all
other sources. The knowledge of distribution, kind of microorganisms and how
they move over different surfaces are very important to control them and their
consequences. Furthermore, to study, in use conditions, the activity against
bacteria of different commercial surface cleaners and disinfectants is also very

important to design effective sanitizer process.

Quantification and identification of surfaces home microorganisms, and the
evaluation of disinfectant activity of some of the most popular domestic cleaners

are the objectives of this thesis.

Our results show that the major microbiologic counts are found in surfaces that
are permanently wet: kitchen’s and bath sink drain. Most of those
microorganisms are enterobacteria. However in dry surfaces enterobacteria
cannot grow as well as in wet surfaces. The counts of enterobacteria on those
surfaces are similar to flora related with Staphylococcus and near
microorganisms. Staphylococcus and near microorganisms could attach

surfaces and form a biofilm quickly, then, their removal will be more difficult.

After we have got the results of the distribution of the domestic flora, we began
to evaluate the activity against bacteria of commercial cleaners and
disinfectants. Our results show that those cleaners formulated with quaternary
ammonium or hypochlorite, are the most effectives to reduce the total count
bacteria over surfaces. But, on wet surfaces, the recontamination, from the
residual microorganisms, until bacterial loads detected before cleaning is

observed in a very short time.
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