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Resumen

Existen innumerables de estudios sobre bacterias y se ha demostrado que
muchas de ellas son altamente perjudiciales y mucho mas si llegan a estar en
contacto con alimentos.

Hoy la industria alimentaria Argentina se encuentra relacionada con la aparicion
de E.coli en carnes de exportacion, bateria de importancia mundial, cientifica,
econdémica y medica.

Estas bacterias pueden llegar a superficies de Establecimientos elaboradores
de alimentos, fijarse sobre los equipo, hasta formar biopeliculas o biofilms,
formando focos de contaminacion. Malas practicas en higiene o insuficientes
procedimientos de limpieza y desinfeccion estan en la mira del mundo, para la
prevencion de este flagelo.

Las medidas sanitarias especificas no solo deben tomar de manera cuenta de
la higienes en cuanto a superficies que estén en contacto con alimentos, dentro
de una planta procesadora, si no también fomentar la investigacion para
prevenir la actividad microbiana frente a organismos planctonicos vy
generadores de biofilms, este hoy es un problema directamente relacionado
con la salud publica, cada sector de la industria alimentaria deberé involucrarse
para desarrollar su propia tecnologia dependiendo de las variables propias a
SUS procesos.
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Introduccion

Los biofilms pueden formarse en todo tipo de superficies en la industria
alimentaria, incluyendo plastico, cristal, madera, metal y sobre los alimentos.
Puesto que pueden contener microorganismos patdgenos y presentar mayor
resistencia a la desinfeccion. Incrementan las posibilidades de contaminacion
del producto y de provocar infecciones alimentarias, razén por la cual se
considera que la presencia de biofiims en las superficies de contacto de la
industria alimentaria constituye un riego importante para la salud.

Los biofilms formados en las superficies que estdn en contacto con los
alimentos son la causa principal de contaminacion del producto final. Las
consecuencias de esta contaminacion pueden conducir a pérdidas econémicas
dado el necesario rechazo del producto o incluso, a enfermedades si
intervienen microorganismos patdégenos.

Por esto motivo es preciso eliminar y controlar todos los microorganismos de
las superficies en contacto con los alimentos, antes de que los contaminen y se
establezcan en un biofilms que servira de reservorio. El biofilm formado sobre
las carnes crudas y en el entorno del proceso de elaboracion (superficies,
utensillos, instrumentos...) aumenta considerablemente los problemas de
contaminacion cruzada y de contaminaciones posteriores en el proceso (Serra,
2003).

Por medio del sistema de alerta rapida para alimentos y piensos de la Unién
Europea (rasff)! que intercambia rapidamente informacién sobre riesgos para la
salud humana relacionados con alimentos y piensos con la finalidad de
asegurar los controles, para una mayor inocuidad alimentaria, se han detectado
presencia de microorganismos patégenos proveniente carnes de nuestro pais y
con esto no solo se compromete la seguridad alimentaria si no también el
status sanitario por el nivel de riesgo de nuestros alimentos.

Como se ha mencionado en el parrafo anterior,se han detectado en los ultimos
afos, la presencia de microorganismos patdégenos como salmonella spp en las
superficies carne de pollo, y recientemente en cortes bovinos la presencia de
Escherichia Coli no 0157, estas superficies no suelen ser muy formadoras de
biofilms por lo que podriamos estimar que estos microorganismos estan mas
bien relacionados con la contaminacién cruzada, ya que actualmente en la
industria carnica argentina los programas de higiene y desinfeccion se aplican
de manera obligatoria.

No obstante esta investigacién intenta demostrar que estos programas ho
contemplan correctamente el control de biopeliculas, los mismos logran resistir
a muchos tratamientos de saneamiento convencional convirtiéndose en un
potencial peligro y factor de riesgo para la inocuidad de los alimentos. Para
controlar este problema, cada industria deberia realizar una investigacion y
desarrollar su propia tecnologia dependiendo de las variables inherentes a sus
procesos.

Analizaremos los hallazgos de la bateria e coli en carnes argentinas para
determinar la presencia de Biofims y la posibilidad de resistencia que hayan
favorecido su supervivencia en los diferentes procesos a los que se sometio la
carne antes de su despacho a UE.

! EI Reglamento (CE) n® 178/2002 constituye el fundamento juridico del Sistema de Alerta Répida para
Alimentos y Piensos conocido por sus siglas RASFF ( Rapid Alert System for Food and Feed ). Los
articulos 50, 51 y 52 de este Reglamento establecen el &mbito y los procedimientos del RASFF.



http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2002:031:0001:0024:ES:PDF

Objetivos

El objetivo principal de esta investigacion es indagar la presencia de
microorganismos patdégenos especialmente Escherichia coli protagonista de los
altimos eventos a nivel nacional y su capacidad de formar biofilms con otras
MO.

Determinar si la industria frigorifica utiliza el control microbiolégico como
indicador de higiene, los patégenos mas relevantes en la formacion de biofilm,
su control y remocion.

Relacionar el Escherichia coli NO O157 con su persistencia en el medio
ambiente, y su capacidad de formar biofilms.

Describir el estado de situacion y reaccion a nivel industrial frente a estos
microorganismos emergentes (Escherichia coli 0157 y NO 0157),
responsables de contaminar alimentos. Medidas de intervencion para reducir la
carga bacteriana en carnes.

Hipotesis

1. EIl Escherichia coli es capaz de formar biofilms provocando contaminacion
en carnes argentinas;

2. La industria cérnica posee autocontroles para Escherichia coli 0157:h7, sin
embargo no los realiza para las E.coli NO O157;

3. La Escherichia coli NO 0157 es mas resistente y tiende a convivir en
comunidades bacterianas (biofilms);

4. La reaccion y accion en el nivel industrial no contempla la formacion de
biofims como responsables de la contaminacion y su control queda
reducido a los procesos de higiene.



Materiales y métodos

Para la realizacién de esta investigacion se utilizo material documental y de
investigacion de diferentes técnicos y especialistas en el tema a nivel nacional
e internacional.

Se evaluaron los rechazos realizados en la Union Europea de carnes
argentinas, asi como también los informes de las empresas involucradas.

Todas los Establecimiento analizados rednen condiciones higiénicas sanitarias
y se encuentran habilitados por SENASA, poseen estandares sanitarios que
avalan su exportacion a diferentes destinos de exportacion, en el marco de esta
investigacion, se constato in situ los procedimientos de higiene, asi como sus
procesos e intervenciones.

Se utilizo la encuesta para determinar en la poblacién de establecimientos de
produccion primaria exportadores los procedimientos microbiolégicos
empleados y la tecnologia utilizada.

Se analiza la normativa vigente nacional.

Se analiza validaciones estadisticas para comprobar la actividad bacteriana
dentro de una industria carnica.

Esta Investigacion corresponde a un disefio cuantitativo y descriptivo.



Marco tedrico.
1. Definicion
Los biofims son comunidades complejas de microorganismos que crecen
embebidos en una matriz organica polimérica auto producida, y adherida a
una superficie viva (biofilms de mucosa) o inerte que pueden presentar una
Unica especie microbiana o un abanico de especies diferentes.?
Podemos encontrar Biofilms en todos los medios donde existan bacterias,
en el medio natural, clinico o industrial. Solo necesitan un entorno hidratado
y una minima presencia de nutrientes, porque pueden desarrollarse sobre
superficies hidréfobas o hidréfilas biéticas o abiéticas.?
Es en las ultimas dos décadas donde ha ido creciendo la percepcion de que
las bacterias no se encuentran en el medio ambiente en una forma libre
como las estudiamos frecuentemente en el laboratorio si no que podemos
encontrarlas en su gran mayoria formando parte en los biofiims que
definimos anteriormente.
Estos dos estados que pueden adoptar las bacterias se diferencian en su
forma y es necesario redefinir o incluir esto en su definicién. Asi seria que
un biofilms es una comunidad microbiana sesil* caracterizada por células
gue estan unidas irreversiblemente a un sustrato o interfaz o entre si,
embebidas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares
autoproducidas y que exhiben un fenotipo diferente al de las mismas células
en forma plancténicas con respecto a la tasa de crecimiento y a la
transcripcion de genes®. Es de suma importancia esta nueva definicién ya
que existen poblaciones que cumpliendo con las caracteristicas de la primer
definicion no asumen el fenotipo del biofilm, estas poblacion “no-biofilm” son
las que podemos ver creciendo en la superficie de un agar, y tienen un
comportamiento “varadas” en wuna superficie y no presenta las
caracteristicas fenotipicas ni de resistencia inherentes a las biopeliculas
verdaderas.

La formacién de biofilms es una estrategia adaptativa de los
microorganismos ya que su mayor fortaleza es la de proteger a los
microorganismos de la accion de los agentes externos, incrementa la
posibilidad de nutrientes para su crecimiento, facilita el aprovechamiento del
agua, reduciendo la posibilidad de deshidratacion y posibilita la
transferencia de material genético, todas estas son las circunstancias que lo
transforman en resistentes y aumentan sus capacidades de supervivencia.
Es por eso que los métodos habituales de desinfeccion o el uso de
antibioticos no siempre son efectivos.

2. Proceso de formacién
El desarrollo en biofilm es una forma habitual de crecimiento de las bacterias
en la naturaleza. En la actualidad se considera que en condiciones ambientales

Z Costerton,1995-,Davey y 0"toole,2000; Kraigsley et en el, 2002; JW Costerton dirige el Centro de
Ingenieria del Biofilm en la Universidad del Estado de Montan. Este centro fue fundado en el afio 1990
para recoger y estudiar diversas y sorprendentes apreciaciones que iban descubriendose, por parte de
equipos multidisciplinarios de ingenieros , biologos quimicos y especialistas del medio ambiente.

* Milleret 1987;Marshall 1992; Fletcher 1988.

* Sesil: sésil adj. bot. Dic. de cualquier rgano que carece de pie o soporte.

® Donlan y Costerton 2002



adecuadas, la mayoria de los microorganismos son capaces de formar
BIOFILMS. (Donlan,2002; Lasa et al.2009).

Ademas, dependiendo de la cepa implicada, las micro colonias pueden estar
compuestas de 10 — 25% de células y de 75 — 90% de matriz SPE®. Los
biofilms contienen “canales de agua” que permiten el transporte de nutrientes,
metabolitos y sefiales quimicas que las células secretan en respuesta al
aumento de la densidad poblacional y que interfieren en el desarrollo del
biofilms (Tenke et al., 2006).

En la actualidad es bien conocido el sistema de comunicacion entre las
bacterias por medio de secrecion de pequefias moléculas difusibles. Varios
estudios recientes indican que la formacion de biofilm es regulada por la
expresion de genes dependientes de la densidad poblacional y controlada por
sefializacion célula-a-célula en un mecanismo denominado “quorum sensing”’
En un creciente niumero de cepas bacterianas se evidencia ese tipo de
comunicacién en el cual las bacterias pueden sentir cambios en el medio y
coordinar la expresion genética a favor de la supervivencia de toda la
comunidad. El “quorum sensing” regula varias funciones tan diversas como la
movilidad, expresion de factores de virulencia, esporulacion, produccion de
antibiéticos, intercambio de material genético ademas del desarrollo de la
biopelicula®.

; BRSNS o) s
Figura 1. Eventos en el desarrollo de una biopelicula (Balaban et al. 2007).
(1) Absorcién/Adhesion reversible (2) Adhesion irreversible y produccién de SPE (3) Formacion de microcolonias (4)

Desarrollo de estructuras tridimensionales y maduracion de la biopelicula (5) Dispersion de células.

® SPE: sustancia polimérica extracelular
’ (Jiang y Pace, 2006)
8 (Jiang y Pace, 2006; Sauer et al., 2007).



i. Fases

1. Fase 1: Absorcion
La etapa Inicial del proceso (Figura 1) de formacion del biofilm es la adherencia
de una célula sobre una superficie, esta adherencia depende de los factores
ambientales, como la temperatura y el pH, y de factores genéticos que afectan
a la motilidad, la sensibilidad ambiental y presencia de determinadas proteinas
en la superficie de la célula en cuestion
En bacterias gram negativas (pseudomonas aeruginosa, Escheriquia coli,
salmonella enterica) , se ha visto la presencia de flagelos y fimbrias importantes
para la etapa de adherencia primaria.
La adhesion de la bacteria a la superficie es un proceso rapido que se produce
entre 5y 30 segundos.

2. Fase 2y 3: Adhesion a la superficie.
La adhesion de la bacteria tiene lugar en dos fases; una primera fase
reversible, seguida de una irreversible. La primera es una unién debil de una
bacteria, en este momento la bacterias siguen presentando movimiento y
puede ser eliminadas facilmente con una buena limpieza.
La fase irreversible es dependiente del tiempo y resulta de anclaje a la
superficie de los apéndices bacteriano, caso de que existan y/o de la
produccion por parte de las células bacterianas inicialmente adheridas al SPE.
En esta etapa las bacterias forman la matriz de exopolisacarido para establecer
un contacto fisico entre ellas y la superficie. Una vez establecido, las células
bacterianas se multiplican dando lugar a microcolonias y posteriormente al
biofilm. En este periodo de adhesion las bacterias cambian su fenotipo y llegan
a ser basicamente diferentes a su forma planctonica. Este cambio implica la
expresion de genes especificos, se producen cambios y alteraciones en su
morfologia y cambia su tasa de crecimientos®.
En una biofilm maduro, la mayor parte de su volumen esta ocupado por una
matriz laxa (75-95%) alrededor de pocas bacterias (5-25%), que proporcionan
la cubierta gelatinosa y deslizante a la superficie colonizada, con un
considerable volumen de agua disponible™.
Para la unién irreversible entre la célula y la superficie es necesario un tiempo
de contacto minimo. Este periodo es usualmente corto y varia en funcion de la
disponibilidad de nutrientes, temperatura y presencia de antibiéticos. Varios
estudios indican que las uniones irreversibles necesitan para formarse entre 20
min. y cuatro horas a una temperatura de entre 4 y 20° C. *
3. Fase 4.Crecimiento y maduracion.

Una vez que la bacteria se ha adherido a la superficie, comienza a dividirse y la
células bacterianas hijas se extienden alrededor del sitio de unién, formando
una microcolonia similar a como sucede durante el proceso de formacion de
colonias en las placas de medios con agar. *2
Si las condiciones son adecuadas para un crecimiento suficiente del biofilm se
desarrollara una estructura organizada. A este proceso se le denomina
“maduracion”.

® Donlan y Costerton, 2002

10 Chmielewsky y Frank, 2003
1 Fuster i Valls, 2006

2 Kumar y Anand, 1998)



Este desarrollo y maduracién del biofilm depende de los factores como la
disponibilidad de nutrientes, la diversidad microbiana de la comunidad, la
disponibilidad del agua y el transporte celular.
A medida que madura el biofilm, se va adaptando a la presencia de nutrientes,
al oxigeno y a los cambios poblacionales, formando microcolonias discretas
separadas por canales de agua. La densidad estructural de la matriz se
incrementa en el nlcleo mientras que las capas superiores permanecen
porosas. Las bacterias con un metabolismo mas activo permanecen en la
superficie de la matriz, cerca de los canales de agua. Los canales de agua
permiten la dispersion y el intercambio de sustancias organicas. Los nutrientes
se atrapan y concentran en la matriz del biofilm y se mueven por esta difusion.
El numero de bacterias viables se reduce con edad del biofilm, asi en un biofilm
joven se han detectado cerca del 80% de células bacterianas viables y tan solo
un 50% en un biofilm maduro.*®

4. Fase 5: Dispersion de células colonizadas.
Finalmente, algunas bacterias de la matriz del biofilm se liberan del mismo para
poder colonizar las nuevas superficies cerrando el proceso.
La liberacion de las bacterias desde la biopelicula es lo que menos se conoce
se puede deber a modificaciones internas en la estructura del biofilm o
producirse por actuacion de fuerzas fisicas.™
El desprendimiento de bacterias del biofilm provocando por la accién de
fuerzas fisicas ha sido estudiado con mayor detalle.

Principales procesos que permiten
liberacion celular son:

EROSION

Eliminacion continla de pequefias porciones
(M

MUDA

Liberacién rapida y masiva (2)

ABRASION

Desprendimiento debido a la colision de
particulas de liquido (3)

Grafico realizado por R.R

1) Se ha observado que la tasa de erosion se incrementa al aumentar el
espesor del biofilm y la friccién en la interfaz liquido biofilm.

2) La muda, sin embargo, resulta ser un proceso mas aleatorio que la erosion y
se cree que resulta del agotamiento de los nutrientes u oxigeno dentro de la
estructura de biofilm.

13 Euster i Valls. 2006
4 Donlan 2002



3) Los biofilm que se forman en tuberias, filtros entornos cargados de
particulas suelen estar sujetos a la dispersion por abrasion.*®

El modo de dispersion influye, aparentemente, en las caracteristicas fenotipicas
de los microorganismos. Los agregados erosionados desde el biofilm por
fuerzas fisicas mantienen ciertas caracteristicas del fenotipo del biofilm, como
las propiedades de resistencia antimicrobiana, mientras que las bacterias que
ha sido dispersada como resultado del crecimiento normal del biofilm pueden
revertir rapidamente al fenotipo plancténico. °

Figura 1. Formacién de la biopelicula de Aspergillus
niger por crecimiento sobre poliéster: (A) 0 horas,
(B) 4 horas, (c) 10 horas, (D) 18 horas, (E) 24 horas;
(F) 120 horas de crecimiento.

% Donlan 2002
% Donlan 2002



i. Acondicionamiento.
La capacidad de unirse a diversos plasticos, cristal y metales, depende de las
proteinas especificas de su cubierta y de los apéndices motrices. Los estudios
muestran que el acero inoxidable puede ser susceptible como el plastico®’.
La accion del aire y la humedad sobre el acero inoxidable, poco a poco crea
una capa de 6xido de cromo sobre el que se pega la suciedad organica. Asi se
pre-acondiciona el sustrato para la adhesion de las bacterias.
El biofilm puede adherirse a cualquier tipo de superficie, gracias a que
previamente entra en contacto con materia organica presente en el agua. En la
interfase agua/superficie se deposita una capa organica, que cambia las
propiedades quimicas y fisicas de la superficie y mejora las posibilidades de
fijacion de las bacterias.

2 Y,

\

e ‘éa '7 “ Q Lo

Micrografia electrénica de biofilmes de S. pneumoniae sobre una superficie de
vidrio. Las flechas rojas sefialan material filamentoso que une las células de

neumococo entre si y a la matriz extracelular. Fuente: J. Bacteriol. 2006; 188:7785-
7795. Autora de la fotografia: Miriam Moscoso.

17 pedersen, 1990
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ii. Maduracion

El biofilm brinda una tranquilidad de ambiente, favorece el crecimiento y la
divisién de células y permite iniciar la fabricacién de una mezcla de polimeros
polianionicos, limosa y pegajosa, que excreta al exterior para mantener unidas
las células, entre ellas y con la superficie.

El glicocalix de material polimérico se excreta desde la pared celular bacteriana
en una formacion radicular que recuerda a la de una arafia. Su estructura a
partir de grupos de polisacaridos neutros o portadores de cargas eléctricas, que
suman a la adherencia la capacidad de actuar como un sistema de intercambio
iGnico para atrapar y concentrar los nutrientes que encuentre.



iii. Cooperacion entre especies.
En los biofilm naturales conviven microorganismos compatibles. Cooperativos o
al menos comensales. La concentracion de células alcanzada en su seno no
permite coexistencia de organismos antagonicos.
Las combinaciones viables entre organismos dependen de la buena parte del
colonizador primario, esto es, del que llega primero, que es el que selecciona
cuales de los “visitantes casuales” de otras especies o cepas se quedan en “su”
biofilms.
Podemos dar como ejemplo el caso de la Listeria monocytogenes, con cepas
muy patdgenas como la listeriosis humana, aunque infrecuente, tiene una
mortalidad muy alta (20-30%), si bien hay normas muy exigentes en cuanto a la
presencia de L.monocytogenes en alimentos en la industria frigorifica como asi
en alimentos que se comercializan listos para consumo humano y hay que
vigilar muy bien la higiene de las instalaciones de las instalaciones para
cumplir ese requisito. Esta especie puede formar biofilms en solitario, pero
lentamente y con la matriz delgada. Pero también puede instalarse en los
biofilms de pseudomonas fluorescens, por ejemplo, una especie deteriorativa y
frecuente en plantas refrigeradas, que produce rapidamente biofilms gruesos.
El mismo numero de L.monocytogenes por cmz2, instalado solo o acompafado,
representa soluciones bien distintas para el encargado de la higiene, ya que
las pruebas de los productos de limpieza y desinfeccion suelen hacerse con
biofilms de una sola especie.

4.- Factores que influyen en el desarrollo del biofilms

Las
propiedades de
las superficies
de contacto.

La
disponibilidad
del agua

El tiempo de
contacto

Factores

Las

La composicion caracteristicas
dela de la superficie
comunidad bacteriana
microbiana

La
disponibilidad

de nutrientes




a. Propiedades de las superficies de contacto.

El tipo de sustrato influye en las caracteristicas de la unidén. Las bacterias
tienden a unirse a las superficies hidréfilas uniformemente en una capa,
mientras que en el caso de las superficies hidréfobas tienden a unirse en
grupos (Fuster i Valls, 2006.
En algunos trabajos ha demostrado que las bacterias quedan retenidas en las
imperfecciones de las superficies, ademas, las superficies rugosas son mas
faciles de limpiar y acumulan suciedad permitiendo que las bacterias vuelvan a
multiplicarse (Gonzéalez, 2005)
El acero inoxidable se usa frecuentemente como material para la cocina y en
las instalaciones industriales porque resisten los golpes, a la corrosién dura
mucho tiempo y es de sencilla fabricacion, ademas de ser estable, inerte y de
facil limpieza. A escala microscopica se observa, sin embargo que el acero
presenta diminutas oquedades que permiten una mayor retencion de bacterias
por el incremento del numero de puntos de adhesion demostraron que los
niveles de higiene en las superficies de contacto podian verse disminuidos con
el uso de provocar que la superficie se deteriorase. Los defectos en las
superficies pueden actuar como punto de retencién de microorganismos, lo que
hace que las bacterias supervivientes puedan volver a multiplicarse y formar un
biofilms (Fuster i. Valss, 2006)

ii.  Tiempo de contacto
Un mayor tiempo en contacto entre las células y el sustrato permite que se
establezca un mayor numero de uniones haciendo la adhesion irreversible, y
por tanto, factores como las condiciones ambientales, tipo de microorganismos,
sustrato y presion en el caso de superficies de trabajo o utensillos, pueden
también influir de manera importante en la mayor posibilidad de formacién de
biofilms. (Pérez Rodriguez et al, 2008)

iii.  Caracteristicas de la superficie celular.
Las caracteristicas de la superficie celular como los flagelos, Pili, proteinas de
adhesion y capsulas ejercen también su influencia. Los Pili actian como un
velcro para anclar las bacterias a algunas superficies y también actian como
quimiorreceptores, dirigiendo la bacteria hacia algunos sitios especificos. La
perdida de estos apéndices cambia las propiedades de superficie de la
bacteria, lo que pueda provocar una menor capacidad de adhesion.

iv. Disponibilidad de nutrientes
La disponibilidad de nutrientes ejerce una influencia mayor sobre la estructura y
composicién de biofilms.

v. Composicién y diversidad microbiana
Los biofilms multiespecies son mas gruesos y estables frente al stress
ambiental que los monoespecies. Esto se atribuye a la secrecion combinada
de las distintas sustancias poliméricas extracelulares resultantes de los
diferentes microorganismos (Chmielewsky y Frank, 2003)

vi. Disponibilidad del agua.
La disponibilidad de agua es un factor crucial para la viabilidad del biofilms.
Una humedad relativa en torno al 90-100% posibilita el desarrollo del biofilm, la
mayoria de ellos se encuentran en ambientes acuosos como pueden ser los
sistemas de conduccion o tuberias de las industrias lacteas. Sin embargo,
también se han encontrado en valores de 70-80% pueden ser suficientes para
permitir el desarrollo de biofilms. La temperatura es un factor determinante
también y a la vez relacionado con la humedad relativa.



5. Formacion de Biofilms por patdgenos alimentarios
A pesar de que la mayoria de las especies bacterianas tienen la capacidad de
formar biofilms, algunos géneros lo forman mas facil y rapidamente que otros,
como es el caso de la Pseudomonas, Listeria, Enterobacter, Flavobacterium,
Alcaligenesm, Staphylococcus, y Bacilus (lee Wong, 1998).
Si bien son numerosas las especies susceptibles de formar biofilms en la
industria de produccion de alimentos se citan a continuacion algunas de
especial importancia en relacion con la seguridad alimentaria. (Gonzalez, 2005)
i.  Listeria monocytogenes
ii.  Salmonella spp

iii.  Escherichia coli
iv.  Pseudomonas spp.
v.  Campylobacter jejuni
vi.  Bacilus spp.
vii.  Staphylococcus aureus

I. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes es un patégeno con capacidad de proliferacion en entornos
frios y himedos, ideales para la formacion de biofilms tanto mono como
multiespecificos (Chmielewsky y Frank, 2003). Las cepas de Listeria presentan
gran facilidad para adherirse a superficies vivas e inertes y requieren solo un
corto espacio de tiempo para la union. Para iniciar la adhesion, utiliza flagelos,
pilis y proteinas de membrana. Se ha observado que Listeria muestra mayor
adhesion cuando esté en la fase de mayor actividad metabdlica (Gonzalez
Ribas,2005).

Estudios sobre este patégeno han demostrado que puede llegar a formar
biofilm en maquinas loncheadoras y en otros utensilios de acero (Keskinen et
al. 2008). Este hecho pone de relevancia los biofilm como un factor de
importancia en la contaminacion cruzada.

Las bacterias del genero listeria son bacilos gran positivos, regulares no
esporulados, moviles anaerobicos facultativos.

ii.Salmonella spp.

Entre las zoonosis de etiologia bacteriana mas importantes, la salmonelosis
ocupa un lugar destacado, debido tanto a sus multiples formas clinicas como a
las repercusiones que en materia de Salud Publica tiene la aparicién de brotes
de esta enfermedad. Segun datos de la European Food Safety
Authority (EFSA), Salmonella spp. es el primer causante de brotes de
toxiinfeccion alimentaria en la UE en los dultimos afios (EFSA, 2009).
Varios estudios han demostrado que Salmonella se puede adherir y formar
biofilms en superficies que se encuentran en las plantas de procesado de
alimentos y entre las que se incluyen plastico, cemento y acero (Joseph et
al., 2001; Chmielewsky y Frank, 2003). Esto se debe a que posee estructuras
de superficie, como la SEF 17 fimbria, que le facilitan la adhesion a las
superficies inanimadas, proporcionando a las células cierta capacidad de
resistencia frente a fuerzas mecanicas (Gonzalez Ribas, 2005).
Estudios recientes han demostrado que Salmonella, E. coliy muchas otras
enterobacterias producen celulosa como exopolisacarido principal de la matriz



del biofilm y que la formacion de éste resulta esencial para la supervivencia de
la bacteria en el ambiente (Lasa et al., 2009).
Estudios realizados en la industria alimentaria demostraron que existen
diferencias entre los distintos serotipos de Salmonella entérica en la facilidad
de producir biofilms y en la perdurabilidad de los mismos (Vestby et al., 2009).
Al igual que el resto de las enterobacterias esta formado por bacilos cortos gran
negativos, no esporulados, anaerobicos facultativos y moviles en su mayoria.

iii. Escherichia coli

Para la formacion de biofilms, E. coli emplea flagelos, pilis y proteinas de
membrana para iniciar la adhesion. Cuando ya esté unida a la superficie pierde
sus flagelos e incrementa la produccion de sustancias poliméricas
extracelulares (Gonzalez Ribas, 2005; Houdt y Michiels, 2005). Algunos
estudios han puesto de manifiesto que cepas de E. coliO157:H7 pueden
desarrollar biofilms como resultado de una mayor produccion de
expolisacéridos y curli (Ryu et al.,2004). Ademés, se ha demostrado que la
formacion de biofilm proporciona una mayor resistencia a E. coli O157:H7
cuando se expone a soluciones de hipoclorito, uno de los desinfectantes de
mayor uso en la industria alimentaria (Wilks et al., 2005; Ryu y Beuchat, 2005).

iv.Pseudomonas spp.

Estas bacterias son muy ubicuas y se encuentran en ambientes de procesado
de alimentos incluidos desagues, suelos, superficie de carnes, frutas y verduras
y productos lacteos de baja acidez (Chmielewsky y Frank, 2003; Gonzélez
Ribas,2005).

P. aeruginosa es el modelo bacteriano en el que se han realizado la mayoria de
los estudios de formacion de biofiims y regulacion mediante quorum
sensing (Golovlev, 2002). Produce una gran cantidad de sustancias poliméricas
extracelulares lo que le permite unirse a superficies de materiales inorganicos,
como el acero inoxidable. Dentro del biofilm puede coexistir con Listeria,
Salmonella y otros patégenos formando biofilms multiespecificos mucho mas
estables y resistentes (Chmielewsky y Frank, 2003; Gonzalez Ribas, 2005).

v. Campylobacter jejuni

Aunque Campylobacter no se multiplica en alimentos, su dosis infectiva minima
es muy pequefia, es menor que cualquier otro patégeno. Ademas, la
investigacion experimental ha sugerido que Campylobacter puede tener un
mayor potencial de diseminacion durante la manipulacion de alimentos por
parte del consumidor que otros patdgenos lo que incrementa el riesgo de
contaminacion cruzada (Joshuaet al., 2006; Hanning y Slavik, 2009).
Uno de los mecanismos de supervivencia de Campylobacter spp. en el medio
ambiente es la formacion de biofilms. Se ha visto que Campylobacter es capaz
de producir estas biopeliculas tanto en ambientes acuaticos como sobre
superficies de acero inoxidable y de cristal. El microambiente creado en el
interior del biofilm, protege a C. jejuni de su inactivacion por la presencia de
oxigeno. Se ha demostrado que esta bacteria en el interior del biofilm es capaz
de sobrevivir durante una semana a 10 °C, con escasos niveles nutritivos y en
condiciones atmosféricas normales, a pesar de su sensibilidad a este tipo de
ambientes. También, se ha observado que C. jejuni desarrolla biofilms mas



rapidamente bajo las condiciones aerébicas mas estresantes (20% O2) que en
condiciones de microaerofilia (5% 02, 10% CO2), lo que muestra la capacidad
de este microorganismo de adaptar las condiciones propias del biofilm en su
beneficio, actuando como reservorio de células viables (Reuter et al., 2010).
Estos estudios ponen de manifiesto el papel que la formacién de biofilms
supone para mantener la presencia activa de Campylobacter en los ambientes
de procesado de alimentos, aumentando el riesgo de contaminacion (Murphy et
al., 2006).

vi.Bacillus spp.

Bacillus spp. es capaz de sobrevivir durante aquellos procesos que utilizan
calor y acumularse en las tuberias y en las juntas de estos entornos de
procesado de alimentos. Incluso si los fluidos calientes fluyen continuamente
sobre estas superficies durante mas de 16 horas, Bacillusy otras bacterias
termorresistentes son capaces de formar biofilms (Chmielewsky y Frank, 2003;
Gonzéalez Ribas, 2005).

vi. staphylococcus aureus

Las bacterias de genero Staphylococcus son microorganismos ubicuos dificiles
de eliminar que colonizan ambientes dispares formando parte de la microbiotica
habitual de la piel, la garganta y las fosas nasales de sus hospedadores
vertebrados. Es un coco gran positivo aerobio o anaerobio facultativo que
produce fermentacion lactica y es catalasa y coagulasa positivo. Posee
numerosos factores de virulencia, en su mayoria componentes de la pared
celular, y una variedad de exoproteinas que facilitan la colonizacién de nuevos
hébitats.

Es un importante patégeno alimentario, y la intoxicacion estafilocécica es una
de las mas prevalentes de gastroenteritis en el mundo.

Desarrollo de la investigacion

Hipotesis 1.El Escherichia coli es capaz de formar biofilms
provocando contaminacion en carnes argentinas

Generalidades.

Escherichia coli pertenece a la Familia Enterobacteriaceae y es parte de
la flora anaerobia facultativa del tracto intestinal del hombre y de los animales.
La mayoria de las cepas son comensales, aunque algunas pueden causar
diarrea y fueron clasificadas en seis categorias segun su patogenicidad,
manifestaciones clinicas y caracteristicas epidemiolégicas: enterohemorragico
(EHEC), enteropatégeno (EPEC), enterotoxigénico (ETEC), enteroinvasivo
(EIEC), enteroagregativo (EaggEC), y de adherencia difusa (DAEC) (Scheutz et
al., 2005).

Algunos tipos de E.Coli son capaces de producir una toxina similar a la
producida por el género shigella, denominandose a este grupo de E. Coli
productores de toxina shiga o STEC (shiga toxin-producing E.Coli), las mas




conocida es la Escherichia coli O157:H7 que produce una de las zoonosis
alimentarias mas frecuentes e importantes en el hombre debido a la gravedad
de los cuadros clinicos y al niumero de afectados sobre todo por consumo de
carne vacuna pudiendo suponer un grave riesgo para la salud publica.

Escherichia coli y su relacion con el bioflims

Para la formacion de biofilms, E.coli emplea flagelos, pilis y proteinas de
membranas para iniciar la adhesién. Cuando ya estd unida a la superficie
pierde sus flagelos e incrementa la produccion de sustancias poliméricas
extracelulares (gonzalez,2005) Estudios han encontrado que algunas cepas de
e.coli O157:H7 pueden desarrollar biofilms como resultado de una mayor
produccion de exo-polisacaridos y Curli (Ryu et al.,2004). Ademas, se ha
demostrado que la formacion de biofilms proporciona una mayor resistencia a
E.coli O157:H7 cuando se expone a soluciones de hipoclorito, uno de los
desinfectantes de mayor uso en la industria alimentaria (Ryu y Beuchat,2005).

MONOLAYER MICROCOLONES MATURE BrOFLM

A. P aorupinosa

Grafico: El desarrollo de biopeliculas en los organismos gram-negativos.

Esta figura se describen los modelos actuales de las primeras etapas en la formacion de biopeliculas en tres de los
mejor estudiados organismos modelo, P. aeruginosa, E. coli y V. cholerae. (A) En P. aeruginosa, se requiere de los
flagelos para llevar la bacteria a las proximidades de la superficie, y LPS media en las interacciones tempranas, con
una posible funcion adicional para las proteinas de la membrana externa (OMP). Se requiere la produccién de
moléculas de sefializacion célula a célula (acil-HSLS) para la formacion de la biopelicula madura. Alginato también
puede jugar un papel estructural en este proceso. (B.)

En E. coli, se requiere la natacion flagelo mediada tanto para acercarse y moviéndose a través de la superficie.
Interacciones organismo-superficiales requieren pili de tipo | y el exterior

proteina de membrana Ag43. Por Ultimo, la EPS conocido como acido colanico se requiere para el desarrollo de la
biopelicula de E. coli arquitectura normal. (C) V. cholerae, como E. coli,

utiliza los flagelos de acercarse y distribuidas en la superficie. Los pili MSHA, y posiblemente una o mas proteinas de
membrana externa no identificados, son necesarios para

unién a la superficie. Esta unién superficial inicial parece estar estabilizada por EPS. La formacién de la biopelicula
madura, con su asociado en tres dimensiones

estructura, también se requiere la produccion de EPS. VPS se refiere a los EPS producidos por V. cholerae.

Escherichia coli contexto Argentina

Argentina es el pais con mayor incidencia de SUH a nivel mundial (13.9/10000
ninos menores de 5 afnos), el principal agente causal es Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) (Rivas et al 2006).



Desde el 30 de mayo de 2012 hasta el 31 de Octubre de 2013 la Unién
Europea ha rechazado 38 embarques de carne de bovinos (fresca y
refrigerada) de cortes anatomicos de alta calidad (cortes Hilton) exportados
desde Argentina por hallazgo de Escherichia Coli verotoxigenica, de diferentes
establecimientos carnicos, la informacion expedida por las autoridades
Europeas dice que fue las cepas halladas corresponden a NO O157.

En 2012, entr6 en vigencia la Norma ISO 13.136:2012 para la deteccion,
aislamiento y caracterizacion de STEC (0157, O111, 026, 0103y O145). En la
introduccibn de esta metodologia microbiolégica se define como
potencialmente patdégenos a todos los serotipos de STEC. EIl criterio
microbiologico en evaluacion estableceria que ante la deteccion de los genes
stx + eae, aggR y aaiC, se debe realizar el aislamiento y la caracterizacion del
microorganismo. Si se identifica un serotipo de E. coli (stx positivo + eae, aggR
0 aaiC) asociado con enfermedades severas (colitis hemorragica y sindrome
urémico hemolitico) se procede al rechazo del lote.

Actualmente la Argentina se encuentro realizando tareas de estudio para
determinar cepas y su grado de riesgo para el consumidor.

Discusién y Conclusion.

Esta demostrado que existe una problematica vinculada a la Escherichia coli a
nivel nacional provocando pérdidas econOmicas a la industria carnica
Argentina.

Podemos ver que es altamente probable de acuerdo a la literatura cientifica
gue la bacteria pueda formar biofilms imposibilitando su remocion.

Hipdtesis 2. La industria carnica posee autocontroles para
Escherichia coli O157:h7, sin embargo no los realiza para las
e.coli NO 0O157;

Generalidades

Existen en la actualidad 193 establecimientos habilitados por SENASA
faenadores de carne bovina (grafico 1 RR), y 193 establecimientos
elaboradores de hamburguesas y chorizos (productos de alto riesgo) de los
mismos 31 plantas de faena exportan con destino Union Europea.

El total de los establecimientos debe cumplir con la CIRCULAR 3834/2004
(actualmente en vigencia) donde se establecen medidas de control para la
mitigacion del riesgo de aparicién de E.Coli 0157:H7 en los alimentos de Origen
Animal con caracter preventivo en plantas de faena (E.coli genérica), sobre
media reses, en recortes, trimming y en carne picada.

En el afio 2004 el Instituto Nacional de Alimentos (INAL) realiza una revision de
la bibliografia y la normativa nacional e internacional sobre la materia, a fin de
elaborar recomendaciones, tomando en consideracibn antecedentes
internacionales tales como los del: Codex Alimentarius, USDA/FSIS, ICMSF,
FDA, FAO, Union Europea, Health Canada's, Espafia, Australia y Nueva




Zelandia, Reino Unido y ANVISA (Brasil) elaboraron la Resolucion Conjunta
79/2004 y 500/2004, esta incluye la deteccion de la bacteria Escherichia Coli O
157:H7, entre otras, en productos como carne picada y preparados a base de
carne picada tales como chacinados frescos embutidos o no embutidos y otras
preparaciones a base de carne picada (albondigas, empanadas, pasteles,
arrollados o similares). Incluye el art. 156 tris, sustituye art 255 y 302 del
Codigo Alimentario Argentino el método analitico utilizado es USDA/FSIS;

Grafico 1 |
Distribucion Geogréfica de Establecimientos Habilitados Por SENASA.

Noa Norts -« Chaoo - Formosa

3 Faanadores S Faenadores

Noo Sur » - Corrientes - Misiones
3 Faenadores s Faenadores
Cuyo e - Entre Rios
S Faenadores 27 Faenadores
Cordoba e —* Santa Fe

21 Faenadores 32 Faenadores

La Pampa - San Luis & . Metropolitana

B Faenadores 34 Faenadores

Pitogonia Norte o ' P 5 Buence Aires Norte

7 Faenadores

8 Faenadores

Patagonia Sur & —e

7 Faenadores

* Bugnos Alres Sur

14 Faenadores
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Sin embargo no existe en la actualidad marco regulatorio para el E.coli NO
0157. De los 193 Establecimientos habilitados para faena 31 estan habilitados
a exportar a la Union Europea.

Encuesta de autocontroles

Se realizO una encuesta sobre los controles de VTEC a todos los
establecimientos Faenadores (CICLO1) para conocer el estado de situacion,
autocontroles y los peligros biolégicos que eran contemplados en el mismo, de
estos resultados se determiné la necesidad de realizar un monitoreo
pormenorizado.



La misma fue realizada en el 2012 luego de los primero 12 rechazos de
Europa.

ENCUESTA ANEXO |I.
RESULTADOS. ANEXO Il

Discusion y Conclusion

En un contexto regional donde existen 31 plantas de faena con habilitacion
para exportar con destino Unién Europea, solo 9 realizan autocontroles para
detectar la presencia de E.coli no 0157, esto representa solo 9,30% del total,
considerando escasos los recursos empleados por la industria para su
deteccion. Asi mismo no existe normativa que legisle sobre estos serogrupos
especificos.

No obstante las 386 plantas habilitadas a nivel nacional por SENASA hacen
controles de Escherichia coli O157: h7. EI CAA incluye en el art. 156 tris, y art
255 y 302 los métodos microbioldégicos para la deteccion de esta cepa
altamente patdgena en productos carnicos.

De acuerdo a lo expresado la segunda hipotesis formulada es afirmativa,
existe en la actualidad un marco regulatorio para una cepa especifica de E.coli
(0157), sin embargo no hay bases para establecer en los controles la
busqueda y deteccion de las NO 0157, quedando a criterio 0 a una estrategia
comercial la busqueda y las acciones contra estas bacterias emergentes y
consideradas patogenas.

HIPOTESIS 3: El Escherichia coli NO 0157 es mas resistente y
tiende a convivir en comunidades bacterianas (biofilms);

1.-Generalidades.

El Escherichia coli no O157 pertenece al grupo de E. coli verotoxigenicos
(VTEC) con capacidad de sintetizar citotoxinas denominadas verocitotoxinas o
shiga toxinas (karmali et al 2003),una forma de diferenciar VTEC es mediante
la serotipificacion, que a menudo es el punto inicial de la caracterizacion. El
serotipo O157:h7 es el mas aislado en casos de SUH, seguido por el O145H,
aunque también se han aislado los serotipos 026, 091, 0103,0104, 0111,
0113 entre otros. Debido a que el serotipo no es necesariamente indicativo de
la virulencia, estas cepas se pueden clasificar en patotipos segun los factores
de virulencia que poseen y la enfermedad clinica que producen vy
alternativamente se pueden agrupar en O157 y no O157. (Nataro J, et al 1998)

Los factores de virulencia criticos del VTEC son las verotoxinas VT1y VT2 que
producen muerte celular en los tejidos de los 6rganos afectados (rifion,
intestino, higado, pancreas y sistema nervioso central). Otros factores de
virulencia importante para el VTEC son: una adhesina llamada intimina
(codificada por el gen eae).

Los genes vtl y vt2 se encuentran codificados en fagos que se insertan en el
cromosoma bacteriano, lo que facilitara la transmision horizontal de la
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2. Reservorios animales y vias de transmision.

La mayoria de los brotes se producen por el consumo de alimentos
contaminados, carne mal cocida, vegetales de hoja y agua contaminados,
leche no pasteurizada, frutas, salames, mayonesa y yogurt.

En el dltimo tiempo, Fremax y cols (2008) en numeros estudios reflejan la
importancia del medioambiente como fuente de contagio, también en Argentina
han corroborado que el bovino es el principal reservorio de VTEC (Padola
2004, Meichtri EC 2004; Mercado EC, Rodriguez SM 2004; Parma 1998).

Se establecid que la prevalencia de VTEC en bovinos de pastoreo de la Pampa
humeda es del 32.8% mientras que en animales de feedlot la prevalencia de
VTEC asciende al 63% (Parma, 2004)

3. VTEC en el medio ambiente.

Diferentes estudios de Franz y cols (2007) asi como de LeJeune y cols. (2001)
presentan datos que confirman la presencia de VTEC no —0157 en el medio
ambiente, y su capacidad de adaptacion ante condiciones adversas. La
supervivencia de Ecoli 0157 frente a condiciones de estrés en medios acidos y
diferentes temperaturas ha sido estudiada por muchos investigadores, pero
poco se conoce sobre el efecto de estrés en otros serotipos.

4. VTEC en acero inoxidable.

Ryn y Beuchat (2008) han estudiado los efectos del biofilm en el acero
inoxidable asi como su resistencia al cloro. La contaminacion cruzada de los
alimentos puede ocurrir en plantas procesadoras de alimentos y durante la
posterior manipulacion y preparacion.

El E.coli O157 puede formar biofilm en el acero inoxidable, la E.coli es
conocida por producir exo polisacaridos que pueden provocar una barrera
fisica (Grant, WD, IW Sutherland, y JF Wilkinson. 1969) protegiendo las
células del estrés ambiental, esta estructura actia como un anteadhesivo
afectando la union de las células en la superficie del acero inoxidable.
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necesarias para

enfermar al ser

_____



El acero inoxidable es moderadamente hidrofilo, el apego y el desapego de los
E.coli 0157 estan conectados por la hidrofobicidad, carga superficial y la
produccion de capsulas (Hassan et al, 2003).

Por otra parte el cloro, se usa como desinfectante para matar patdégenos y
alterantes microorganismos en los alimentos asi como para controlar la
formacion de biofilm, sin embargo este estudio deja en observancia que el
tratamiento con cloro a concentracion alta 300ppm no elimina el Ecoli, si
disminuian rapidamente dentro del minuto, posteriormente se mantenian
constante, esto podria indicar que las células situadas mueren inmediatamente
como resultado del contacto con el cloro libre, pero las células de abajo
sobrevivieron debido al retardo en su difusion.

5. Estrategias de supervivencia: Formacion de biofilms no-0O157

Ya hemos hablando en el principio del trabajo de la definicién y los patégenos
capaces de formar biofilms en medios nutricionalmente deficientes (agua, suelo
y superficies inertes), a lo cual podemos decir que los biofilms son
comunidades bacterianas que viven adheridas a superficies mediante fimbrias
y exo polisacéridos producidos por la mismas bacterias, esta comunidad esta
posiblemente compuesta por bacterias de diferentes géneros y especies
implicando una interaccion coordinada de muchas células al unisono siguiendo
una serie de etapas definidas y dependientes de las condiciones
ambientales.(ver marco teorico).

La fimbria curli junto con la celulosa son los componentes mayoritarios de la
matriz extracelular del biofilm. Parma y cols. (2009) hicieron 14 aislamientos
VTEC respecto a su fenotipo curli mediante cultivo en placas de Rojo Congo,
las muestras fueron tomadas en medioambiente de tambo y mostraron
diferentes fenotipos relacionados con el lugar de aislamientos, por ejemplo
hisopados de superficies solidas presentaron fenotipo productor de fimbria,
mientras que los obtenidos del agua de los bebederos de los animales y del
suelo de corrales no la expresaron, aun cuando todos los aislamientos poseian
la informacién genética para hacerlo. Entonces la expresion de determinado
fenotipo de fimbria curli estaria determinada por la superficie disponible para
adherirse. La baja prevalencia de VTEC en muestras ambientales podria
deberse en parte a la capacidad de formar el biofilm.

Con respecto a este estudio realizado por Pharma se utilizaron métodos
basado en PCR que pueden detectar especifica y sensiblemente e.coli 0157 y
otras VTEC aun en bajas concentraciones.

5. Discusion y conclusiones

De acuerdo a diversos estudios podemos confirmar el ganado bovino como el
principal reservorio de VTEC y se han identficado los serotipos mas
prevalentes. Se ha estudiado el rol de los bebederos y de los suelos de los
corrales como vias de transmision de O157 para los animales, sin embargo el
aislamiento de VTEC en los ambientes de produccion ha sido muy bajo y no se
ha determinado si la infeccién de los animales se produce por contacto directo
(animal-animal) o por compartir un medioambiente contaminado. Los estudios
realizados por Parma y cols. Demostraron la capacidad de ciertos serotipos de
sobrevivir a condiciones estresantes como PH acido, presencia de &cidos



organicos y diferentes temperaturas, por lo tanto las estrategias de
supervivencia de VTEC en el medioambiente podrian estar relacionadas a su
adaptacién a condiciones adecuadas a través de la formacién de biofilms, esto
podria enmascarar los resultados de las pruebas de laboratorio con el
consiguiente riesgo para la salud publica, considerando que Argentina es el
pais de mayor incidencia de SUH a nivel mundial.

Es necesario seguir dilucidando cuales son los mecanismos por los que VTEC
sobrevive en el medioambiente y en los materiales en contacto con alimentos
(ejemplo: mesadas de acero inoxidable), fuera de su reservorio natural.

HIPOTESIS 4: La reaccion y accion en el nivel industrial no
contempla la formacion de biofilms como responsables de la
contaminacion y su control queda reducido a los procesos de
higiene.

1. Generalidades

Los biofilms pueden formarse en todo tipo de superficies en la industria
alimentaria, incluyendo plastico, cristal, madera, metal, y sobre los alimentos
(Chmielewky y Frank, 2003).

Hasta acd hemos demostrado a través de los trabajos cientificos que el biofilm
puede contener microorganismos patégenos y presentar una mayor resistencia
a la desinfeccion, estos incrementan las probabilidades de contaminar la carne,
(objeto de estudio) y provocar infecciones alimentarias, de esta manera
podemos decir que el biofilm es un evidente riesgo para la salud.

Es un problema en la industria alimentaria la insuficiente desinfeccion en las
superficies o en los instrumentos en contacto con alimentos por la
supervivencia de microorganismos patégenos.

En el caso de la carne, se ha detectado presencia y unién de distintos
microorganismos a las superficies carnicas, especialmente en la de pollo.

La industria alimentaria tiene programas de limpieza y desinfeccion (POES)
gue se aplican de manera obligatoria en todos los establecimientos habilitados
por SENASA por el Decreto 4238/68 Capitulo XXXI).

2. Rol de la microbiologia en la industria alimentaria.

En un establecimiento que procesa alimentos se utilizan los criterios
microbiolégicos para determinar la aceptabilidad de los alimentos. Asimismo,
su empleo estéa dirigido al desarrollo y verificacion para las medidas de control
de la higiene. En la industria carnica hay desarrollo de intervenciones
microbiolégicas para mejorar la calidad del producto, por ejemplo, la utilizacion
de acidos organicos en la carcasa, es imposible lograr una carne estéril y por
eso es favorable que exista una intervencidon microbiologica sobre las
carcasas, mas alla del plan APPCC implementado.




Otro punto a analizar es analizar todo el comportamiento higiénico de la
planta. Estoy programas deben ser armados con planes de muestreos que
sustenten el andlisis y le dé un valor estadistico a los resultados.

2.1. Acido lactico al 2%

Estudios de evidencia solida han demostrado que el acido lactico reduce el
recuento de enterobacterias de origen natural en carne y carcasas en un grado
variable. Las reducciones son en general significativas en comparacion con las
carnes no tratadas. Segun el estudio que se realizo en un establecimiento
argentino habilitado el acido lactico reduce la prevalencia de Escherichia coli
verotoxigenica en carcasas.

Con respecto a la seguridad toxicologica para las personas, el dictamen de la
efsa concluye que los tratamientos permitidos (2% a 5% p/p a temperatura de
hasta 55° aplicadas en pulverizacion o nebulizacion), no suponen ningan
problema de seguridad.

Sobre el riesgo ambiental, el sistema cientifico sefiala que la concentracion de
acido lactico en el punto de entrada al sistema de tratamientos de aguas
residuales se puede considerar insignificante, y no se considera necesario
realizar evaluacidn de riesgo ambiental (EFSA 2013)

2.1.2 Validaciones en establecimiento argentino exportador.

Este estudio se realizo en un establecimiento que tuvo rechazos en puertos
fronterizos UE de la Provincia de Cordoba.

183e aplica al 2% a temperatura ambiente (20° a 25° con una campana
pulverizadora que da un efecto neblina.

Se realiza en dos fases luego de la division de la
res y al pasar la media a despostada.

Para este estudio se tomaron muestras en tres
puntos sobre la media una con tratamiento y sobre otra media sin tratamiento
de acido lactico, para efectuar la validacion del método.

'8 Fotografias R. Roller 2013
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Resultados:

Muestra 1
(Aspersioén con acido
Lactico al 2%)
18hs de Maduracién.
T° Superficial 8.5°C
3.2cm?

Muestra 2
(Aspersion con acido
Lactico al 2%)
18hs de Maduracion.
T° Superficial 6.3°C
1.2 cm?

Muestra 3
(Aspersion con acido
Lactico al 4%)
72hs de Maduracién.
T° Superficial 3.4°C
0.6 cm?
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31 cm?
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Lactico.)

18hs de Maduracion.

T° Superficial 7.5°C
32 cm?
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1.1 cm?
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Accion del Acido Lactico Sobre E. coli
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2.1.3 Conclusiones de la aplicacidon de Acido lactico.

v' La aplicacién de Acido Lactico a una concentracién del 2% , en una solucion
en agua preparada a temperatura ambiente (20°C a 25 °C)logra disminuir la
contaminacion fecal medida con los indicadores Coliformes / E. coli
genérica entre dos y tres ciclos logaritmicos, inclusive se puede observar
claramente esta disminucién en las zonas 1 y 2 con mayor carga

contaminante.
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v' La aplicacién del acido lactico al 2% se puede extender a otras operaciones
puntuales como el rociado luego de la operacién de atado de culata para
lograr reducciones de carga bacteriana

v' Se utiliza acido lactico para la desinfeccién de guantes, utensilios y mesas
de operadores para asegurar que la carga bacteriana se mantenga
controlada, y evitar contaminaciones cruzadas

3. Intervenciones Fisicas especificas de la Industria Carnica.
3.1 Steam vacuum sobre cueros en reses.

Este sistema utiliza agua caliente,
vapor de agua y vacio para
descontaminar areas especificas
de la carcasa (Garcia B. 2006). Es
frecuente la  existencia de
manchas de restos fecales en la
carcasa, estas deben eliminarse
por un corte superficial con un
cuchillo o de manera mecéanica
con la técnica del steam
vaccuming, en este caso el agua a
82° a 85° produce una agitacion
de la superficie tratada
removiendo e inactivando las
bacterias, el vapor limpia y desinfecta de modo continuo el aparato de mano
utilizado y aumenta la temperatura del agua mientras que el vacio elimina el
agua residual y las suciedades contaminantes.

Luego de la aplicacién puede
notarse en una inspeccion
visual, una reduccion
importante de suciedad.

No se utliza de modo
permanente por lo tanto no se
considera un PCC, sin
embargo el establecimiento en
cuestion lo utiliza en el 100%
de la produccion, llegando a
resultados satisfactorios en la
reduccion de la carga
bacteriana.

Se realizo una validacién de la
reduccién, se realizaron recuentos de Coliformes Totales y E. coli ufc/cm?,
sobre el cuero, antes y después de la aplicacion del Steam Vaccuum . (Cuadro 1)




Cuadro 1 Antes del Steam Vacuum |Después del Steam Vacuum
b e deCoIiformes Esc_herichia Coliformes [Escherichia Coli
muestra Coli

20-mar 120 120 6 0
21-mar MNPC MNPC 8 8
22-mar 100 100 4 3
25-mar 200 190 11 9
26-mar 180 180 8 8
03-abr MNPC MNPC 8 7
04-abr 190 160 9 7
05-abr 160 160 8 8
08-abr 140 130 7 6
09-abr MNPC MNPC 12 11
10-abr 170 160 9 7
11-abr 170 170 8 8
12-abr 190 190 9 8

Imagen de placa de Petri, antes y después del steam vaccum sobre cuero.




Se tomaron muestras ano/pecho, y capadura/peceto, antes y después de la
aplicacion del Steam vaccum, sobre dos cueros seleccionados al azar en una
superficie de 100 cms

ufc/em 2 Coliformes totales ufc/cm 2 Enterobacterias

Muestra Antes de vapor Despiies de Vapor Antes de vapor Despies de Vapor

Zona Ano 1400 10 1400 16

Zona Pecho 100 1" 160 3N

_ ufc/cm? Coliformes totales | ufc/cm? Enterobacterias

Muestra Antes de vacio/Vapor | Despies de Vacio/Vapor Antes de vacio/Vapor  Despiies de Vacio/vapor |
Zona Capadura 61 | 2 140 <22

Zona Pecero 60 <2 80 2

3.1.2 Conclusiones sobre la aplicacion de steam vaccum en cueros.

v' Los equipos steam vaccum lograron disminuir la contaminacion fecal
medida con los indicadores Coliformes / E. coli genérica como minimo dos
ciclos logaritmicos, haciendo contables también en varios casos las colonias
de placas que previo al steam vaccum, eran incontables.

v' Las BPM en la playa de faena son el pilar fundamental, siendo las
operaciones de limpieza de las medias con equipos steam vaccum un
complemento necesario, favorable, adecuado y efectivo para la higiene y
sanidad del producto

3.2 Steam Vacuum en medias reses y cuartos.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Argentina es un pais de reconocida trayectoria exportadora de carne bovina al
mundo sin embargo desde 30 de mayo de 2012 hasta el 31 de Octubre de
2013 la Union Europea ha rechazado 38 embarques de carne de bovinos



(fresca y refrigerada) de cortes anatomicos de alta calidad, exportados desde
Argentina por hallazgo de Escherichia Coli verotoxigenica.

Numerosos estudios confirman que el bovino es el principal reservorio de
Escherichia coli.

Nuestra poblacion tiene un consumo de carne en su dieta del 77% (IPCVA).

Del andlisis realizado en este trabajo, podemos decir que existen acciones en
una determinada poblacion de establecimientos carnicos. En un nivel nacional
hay controles de Microorganismos patdégenos estipulados por el Cadigo
Alimentario Argentino.

Los Establecimientos exportadores con plan APPCC (Andlisis de Peligros y
Puntos Criticos de Control) tienen en su analisis de peligros contemplados a
Listeria monocytogenes, Salmonella spp, Pseudomonas spp, Campylobacter
jejuni, Bacilus spp, Staphylococcus aureus y Escherichia coli de manera
planctonicas pero en la evaluacion de riesgo no se contempla la posibilidad de
que las mismas se relacionen formando comunidades vy adhiriéndose a
estructuras, superficies, otros organismos o sobre el alimento.

Toda la cadena de céarnica (produccion, transporte de materias primas,
procesado, almacenamiento y distribucién) tienen diversos aspectos
relacionados con el desarrollo de biofilms (Veran J y cols,2006), el principal
problema sanitario es que al resistir a muchos tratamientos de limpieza y
desinfeccién convencionales, los microorganismos alojados pueden hacerse
persistentes en la planta y comportarse como reservorios de patdégenos, que en
alguin momento pueden transferirse al alimento, antes, durante o después del
procesado.

Sabiendo que la formacién del biofilm no es un proceso aleatorio sino que
sigue una sistematica que permite su prediccion (ver Marco teodrico: fases),
gracias a la tecnologia hoy podemos conocer su morfologia, pero no su
saneamiento, por lo tanto se tiene que hablar de un enfoque preventivo no
permitiendo que pasen de la etapa de union reversible. Planes de Saneamiento
preventivos previos pueden convertirse en una estrategia de eliminacion, dando
efectividad al plan.

Aunque se identificaron importantes fuentes de incertidumbre que deberian ser
reducidas en futuros trabajos de investigacion, el presente trabajo puede ser
empleado en evaluaciones cuantitativas de riesgo del tipo “de la granja a la
mesa” para reflejar todas las fuentes de transmision de patdégenos al humano.
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ANEXO | modelo de encuesta realizada.

Relevamiento de establecimientos habilitados por SENASA relacionado a los
autocontroles de Escherichia coli verotoxigénico (VTEC/STEC) no-O157

Establecimiento N°:
1- ¢El establecimiento se encuentra efectuando analisis de autocontrol de VTEC/STEC no-

0157 en productos carnicos?
(Colocar una cruz donde corresponda)

NO|:|

Si la respuesta es afirmativa, indique los afios en que se realizaron tales autocontroles de
VTEC/STEC no-0O157 en productos carnicos, y si los mismos fueron realizados en el
laboratorio propio de la planta o en un laboratorio externo.

(Colocar una cruz donde corresponda)

2012 I:I

Laboratorio propio |:|

Laboratorio externo I:I

2-¢Sobre qué tipo de productos efectta los controles analiticos de VTEC/STEC no-0157?
(Hacer un circulo en la letra que corresponda al/los producto/s analizado/s)

a- Carcasas bovinas

b- Carne picada

c- Carne mecanicamente separada

d- Cortes bovinos

e- Otros (aclarar cudl/es a continuacion)

3-¢Cual es la frecuencia de la toma de muestra por tipo de producto, la cantidad de unidades
colectadas por cada muestra y el volumen de cada una de las unidades?

4-;Cudl es el nimero de muestras analizadas para deteccion de VTEC/STEC no-0157, en
cada tipo de producto (de acuerdo a lo respondido en 2)?



5-¢Cuél es la técnica analitica utilizada para la deteccion de VTEC/STEC no-0157?
(Hacer un circulo en la letra que corresponda al/los métodos/s utilizado/s)

a- PCR convencional

b- RT-PCR (PCR en Tiempo Real). Si utiliza RT-PCR: cuél es el equipo utilizado?
(Indicar marca y modelo)

c- Maétodos inmunoquimicos, (aclarar cuél/es a continuacion)
d- Cultivo tradicional
e- Otros (aclarar cuél/es a continuacion)

6- ¢Cual es el criterio aplicado para considerar que una muestra analizada es positiva para
VTEC/STEC no-0157? (Por favor, describir: si analiza las muestras por PCR o RT-PCR,
considera la muestra positiva cuando hay deteccién de gen/es stx, o cuando hay deteccion de
genes stx y eae, o cuando detecta un serogrupo especifico. Indicar también si procede al
aislamiento de la cepa de VTEC/STEC no-0157)

7-¢Cual es el porcentaje de resultados positivos obtenidos (de acuerdo al criterio aplicado y
descripto en 5) en cada tipo de producto analizado (de acuerdo con la respuesta a 2), y si
utilizara méas de una técnica de deteccidn, con cada técnica utilizada?



ANEXO Il

Relevamiento de Establecimientos habilitados por SENASA relacionado a los autocontroles
de Escherichia coli verotoxigénico (VTEC/STEC) no-0157
Se realiza sobre 31 plantas ciclo |

Graficos
Establecimientos que efectlian analisis deEscherichia coli verotoxigenica.

Efectua analisis VTEC/STEC no-0157
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