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INTRODUCCION

La carga de enfermedades de
transmision alimentaria (ETA)
wmmnmees @S CONSiderable

Dl TRANSH I SIGHN ALIMENTARA:
ESTiMHACIONES DE LA OHE

Cada afio, las ETA:

afectan a casi provocan la pérdida de
L o
Enferviedaes de ? 10 |33 mnlI
transmls na |memar|a de cada m : on es
personas de anos de vida saludable

Las ETA pueden ser mortales, especialmente en menores de 5 afos

Perjuicios: sanidad,
comercio, turismo y tid

0
sector industrial. 420000 m 1/3

muertes de ellas en nifios

LAS ETA SON PREVENIBLES.

Para mas informacion: www.who.Int/foodsafety/es P
#iSafeFood rganizacion

Fuente: Carga mundial de enfermedades de transmisién alimentaria: b Y und|a| de Ia salud
estimaciones de la OMS. 2015, :




L+D esencial: eliminar microorganismos y suciedad (produccion
segura)

Clave: superficies disenadas higienicamente (accesibles, lisas, planas,
duras, sin grietas ni espacios muertos), para higienizacion efectiva*®
(Gibson y cols., 1999). DesgaSte.

Imprescindible control Plan L+D. Frecuencia: segun nuestra fiabilidad.
Evaluaciones analiticas eventualmente necesarias (contaminacion
residual, o presencia de biofilms, no percibidas visualmente).

Ahorro (€): anticipar resultados via apreciacion visual (inmediatez);
ayuda con productos que “delatan” contaminacion.



Donde
Estamos?

de provecho”.”Y qué hace?”.“Nada, pero en cama no se
queda’.

;CON SENTIDO?

* Lo mismo hacemos con nuestras superficies, las hacemos
madrugar y luego no nos importa lo que pase.

» Fabricantes, inspectores, auditores, cientificos... :inicio
(BIBLIOGRAFIA:“L+D industrias alimentos’: ...)
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LOGICA

Método o razonamiento en el que las ideas o la sucesion
de los hechos se manifiestan o se desarrollan de forma
coherente y sin que haya contradicciones entre ellas



INTRODUCCION

LOGICA

D

=

Cuidado!: insuficiente preocupacion inicial exigida (analisis,

inspecciones preoperativas...)
Excesiva?

Devenir jornada: utiles y equipos se cargan: trabajo reiterado
sobre superficies sucias.

Escrupulosa asepsia inicial carece de sentido sin acompanarse
de vigilancia posterior y sistematica de regeneracion.

Mantener vigilancia suciedad acumulada al operar. Planificar
limpiezas periodicas (o reposicion).
Indagaciones analiticas: conocer situacion.



ENSAYO:
Evolucion de la contaminacion de superficies

durante los procesos productivos en PyMEs
del sector carnico

J.C. Alvarez Gurrea, Susana Sanz Cervera, J.J. Rodriguez Jerez




ENSAYO: PLANTEAMIENTO

* Supervision operativa inicial L+D, y tales actividades, o recambio
de utiles por limpios, durante jornada.

* Evaluacion (varias jornadas) contaminacion inicial superficies
contacto PyMEs carnicas (matadero ovino, matadero porcino, sala
despiece porcino, sala despiece bovino y 2 industrias embutidos)

 Evaluacion durante desarrollo actividades (matadero ovino, salas
de despiece porcino y bovino y una industria).

» Control visual simple, y no simple (“Biofinder” -burbujeo
persistente, mas intenso cuanto mayor contaminacion-).Analisis.




ENSAYO: RESULTADOS

Supervision de procesos de limpieza y desinfeccion

Limpieza estandarizada (utiles, equipos, suelos, paredes bajas), pero sin
rutina elementos no diarios: acimulo suciedad (cuadros luz, cables, techos,
ventiladores, toberas secaderos, etc. -contactos indirectos-). Limpieza
eventual, no regulada (auditorias...).

Algun elemento diario, por naturaleza o inadecuado estado, problematico.
P. e. suelos se hacen permeables: posible residencia biofilms.

Costumbre: limpiar maquina o seccién con trabajo proximo.

Secado superficies poco riguroso: encharcados (factor crecimiento
posibles restos microbianos, libres o en biofilm).

Tablas corte carne: apreciables rayaduras (a veces tonalidad oscura).
Seleccidn productos L+D: no criterios técnicos claros (Coste, amistad...)
-Registros preoperativos higiene: raro anotar anomalias (...).

-Personal L+D: cierto rigor limpieza superficies contacto, pero desconoce
significado e importancia.



ENSAYO: RESULTADOS

Resultados control superficies contacto pre-produccion

N° superf. evaluadas: visualmente (Matadero [N° superﬁcies

PORCINO, 9 Superficies x 4 dias; Matadero . . )
OVINO, 10 x 4 dias; Sala Despiece PORCINO; 12 x Sucias % Con % Limpias %
4 dias; Sala Despiece VACUNO, 7 x 4 dias; Fabrica sucie-
EMBUTIDOS A, 9 x 4 dias; Fab. EMB. B, 9 x 4 dias) dad
analiticamente (Mat. PORCINO, 9 Supfs x 4 leve
dias; Mat. OVINO, 7 x 4 dias; Sala Desp. PORCINO;
6,58 % 9 x 4 dias; Sala Desp.VACUNO, 6 x 4 dias; Fab.

EMB.A, 8 x 4 dias;

superfs. | wryyYy
mal

secadas | \V/

16! 7,14 162 7,14 192 8572

SUAL TRAS APLICAR BIOFINDER pyERES X Y] 202 90,17

ANALITICA: aerobios mesofilos |0+ 532 16> 851 162 86,17

ANALITICA: enterobacterias 24 1,06 5° 2,66 181 96,28

I: Sucias: peliculas grasa o restos secos ylo restos organicos > mm y/o restos < | mm en cantidad superior a 2
2: Suciedad leve: | o 2 leves motas (< | mm) de residuo orgdnico.

3: Sucias: Burbujeo claro espuma blanca tras aplicar espray

4: Sucias: aerobios mesdfilos > 50 ufc/cm2; Enterobacterias: > 5 ufc/cm2.

5: Suciedad leve: aerobios mesdfilos 10 a 50 ufc/cm2; Enterobacterias:| a 5 ufc/cm2. (Decision 2001/47 1/CE)

Tabla: Resultados inspeccion visual y analitica superficies higienizadas de contacto directo



ENSAYO: RESULTADOS

Resultados control superficies contacto pre-
produccion (cont.)

Listeria monocytogenes

» Un positivo de 58 (1,72 %): tabla de desp|
porcino (estriacion).

Salmonella

* Ningun caso de 58.




ENSAYO: RESULTA

Resultados control de superficies de contac
produccion (en proceso)

Muestreo visual . e

Muestreo visual simple

* Acumulo importante suciedad en casi todos casos (guantes
malla, tablas corte, cuchillos, mesas apoyo carnes o
embutidos). También a menudo charcos en mesas o tablas.
Excepcion: ganchos colgado canales y visceras en linea
sacrificio cordero.

Muestreo visual tras aplicar Biofinder

* Una vez iniciada produccion, aun con minutos, siempre
burbujeo de espuma blanca en todas superficies contacto.



ENSAYO: RESULTADOS

Resultados control superficies de contacto en proceso (cont.)

Andilisis laboratorio: A las 3,5-4,5 h de procesado

» Catalogacion previa segun posibilidad acimulo contaminacion superficies
y utiles durante jornada (si un solo uso, no la hay, ni si reposicion
periodica del util, o lavado en continuo o frecuente, ni si uso por periodo
corto, etc.). Tras esto, analisis se centran en superfs. con riesgo evidente:

Matadero porcino: no hay superficies conflictivas.

Matadero cordero: 2 tipos superficies conflictivas: ganchos colgado
canales y visceras rojas.

Sala despiece porcino: 3 tipos: guantes metalicos, tablas despiece y mesas
colocacion de carnes a despiezar.

Sala despiece bovino: 3 tipos: guantes metalicos, tablas despiece y mesa
colocacion de carnes tras despiece.

» Fabrica Embutidos |:2 tipos: picadora y mesa caida productos embutidos

e Fabrica Embutidos 2: picadora y mesa caida productos recién embutidos.



ENSAYO: RESULTADOS

Resultados control superficies de contacto en proceso (cont.)

Analisis laboratorio: A las 3,5-4,5 h de procesado

* Errores estandar recuentos de a. mesofilos y enterobacterias: muestran la
variabilidad de datos.

» Causas posibles: distintas cargas microbianas de carnes trabajadas en

distintos dias, diferentes puntos de apoyo en tablas y mesas, etc.




ENSAYO: RESULTADOS

Resultados control superficies de contacto en proceso (cont.)

Aerobios mesofilos (ufc/cm?2)

120000
100000
80000
60000
40000
20000 i
é 0 ¥ I!
val or méxi mo Gancho Gancho Tabla corte Mesa apoyo Guante de Tabla corte Cinta mévil Guante malla Picadora Masa caida
colgado canal colgado viscera carnes malla apoyo post- embutido
SU Perf Iim PiaS roja corte fresco

o Matadero ovino Sala despiece porcino Sala despiece vacuno Fabrica embutidos
Decision
2001/471/CE  Tabla: Valores medios por superficie de contaminaciéon a media jornada, y errores estandar.
Aerobios mesofilos.



ENSAYO: RESULTADOS

Resultados control superficies de contacto en proceso (cont.)

Enterobacterias (ufc/cm?)
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ENSAYO: RESULTADOS

RESUMEN RESULTADOS EN PROCESO (MEDIA JORNADA):

» Matadero ovino: contaminacion muy baja.
 Salvo para este caso, situacion muy preocupante.

* Presencia de L. monocytogenes esporadica, 2,66 %
positivos (2 tablas despiece , teflon transporte carne y
mesa inoxidable de caida embutidos).

» Tablas plasticas corte: hendiduras por cuchillos y
machetas. Dificil limpieza, reservorio microorganismos.

superficie Salmonella (sobre 100 cm?).




ENSAYO: RESULTADOS

Comparativa media jornadal/ final jornada en
sala despiece vacuno

|* Datos técnicamente interesantes, pero sin margen
de maniobra (a media jornada si posibles medidas).

,i e Contaminacion creciente al transcurrir jornada
(esperado, incluso si no se aporta contaminacion
adicional, dada la capacidad de reproduccion
microbiana en ausencia de circunstancias lesivas).




ENSAYO: RESULTADOS
Comparativa media jornadal final jornada en
sala despiece vacuno (cont.)

Comparativa de valores medios de contaminacion a mitad y a final de
jornada para 3 superficies Sala Despiece Vacuno (aerobios meséfilos,
ufc/cm?2)

400000 363078
350000
300000
250000
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150000
100000
50000
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ENSAYO: RESULTADOS
Comparativa media jornada/ final§s
sala despiece vacuno (cont.) &

Comparativa de valores medios de contaminacion a mitad y a final de
jornada para 3 superficies Sala Despiece Vacuno (enterobacterias, ufc/cm2)
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ENSAYO: CONCLUS%S

Conclusiones y Recomendaciones

[ -
* Inspeccion visual (con o sin revelador): datos aproximados (< €).
» Biofinder: excelente para inspeccion y concienciacion

e PyMEs :L+D mejorable (formacion). A medida. Atencion a superficies no de
acero inox., (tablas corte, lamas, etc.).

e Asegurar secado completo.

* Programa para elementos no diarios (enchufes, cables, tubos, techos...).
(“En la mayoria de empresas, muchas superficies sin contacto directo sin plan
de limpieza efectivo. Oportunidad para biofilms si humedad”). (Navia, 2010)

* Jornada: acumulo detectable visualmente (gotas sangre devienen charcos, etc.).
Analisis: elevadisima carga a. mesofilos al transcurrir, alta enterob. EVALUAR

* Media jornada a jornada completa: notable crecimiento y/o acumulacion.

» Eventual presencia L. monocytogenes superficies en proceso, 2,66 %. Otros
autores altos porcentajes. Martiny cols. 201 1) 1 1% (10 de 85) en industrias fuet, y
Thevenot y cols. (2005) , | 3 plantas embutidos, sup. limpias 5%, 47% durante jornada.

e Salmonella: no hallada



ENSAYO: CONCLPSEO$

Recomendaciones particularizadas:

-Mataderos

» Cordero: sin problematica (contacto minimo en colgado). Riesgo: manos
manipulador (asegurar lavado muy frecuente) y cuchillos, contacto de parte
de piel en fase de desuello con carne y rotura del tracto digestivo.

* Porcino: riesgo: roturas o desprendimientos tracto intestinal (esencial
lavado final canales)

-Salas Despiece

» Riesgos (asegurada reposicion cuchillos): tablas corte, superficies
colocacion carnes y guantes. Sin costumbre de lavado, cambio o vuelta
tablas durante jornada (...). Mesas apoyo: perforar al maximo para evitar
encharcamientos, y secar y desinfectar eventualmente. Gran importancia:
cambios guantes metalicos durante jornada. Manos

* _-Fabricas embutidos

» Picadoras: pulverizar con alcohol u otros a media jornada. Mesas caida
embutido, secar y pulverizar (recomendable y posible fregado y aclarado).
Asegurar perforacion de mesas para evitar encharcamientos. Manos



ENSAYO ADICIONAL

r .‘ * . ||
J.C. Alvarez Gurrea, Susana Sanz Cervera, ).J. Rodriguez Jereéz ="

Evaluacion de contaminacion en
superficies de corte mediante
DEM (Microscopia de
Epifluorescencia Directa).
Aplicacion espray revelador



ENSAYO ADICIONAL: DEM

INTRODUCCION

* DEM: Microscopia de epifluorescencia directa: ldonea examen
adhesion celular/ formacion biofilms. Deteccion selectiva y especifica.
Cuantificacion mediante sistemas informatizados analisis imagenes.

» Tablas plastico: aparente/ muy adecuadas para alimentacion. Uso
industrial extendido: material referencia superficies corte.

* Pero... rapido deterioro: piques, ralladuras... Sin L+D adecuada y

repulido frecuente: restos organicos y contaminacion: diseminacion

Ocular
Filtro selector
de longitud de Filtro de

onda W jongitud de
De iluminacién onda emisién
Fuente

de luz
(!i 3
1
3 Espejo

Dicroico

Objetivo

Muestra con marca " e 9:%
L)
fluorescente &“/\7@



ENSAYO ADICIONA

Introduccion

EL PROBLEMA DE LOS BIOFILM:®

Potenciales fuentes persistentes de contaminacion (Van Houdt y Michiels, 2010). Al mismo
tiempo pueden ocasionar reduccion del flujo de liquidos, de la transmision de calor,
pérdidas energéticas, bloqueo de poros de membranas y corrosion de metales (Sharmay
Anand, 2002). Pueden darse sobre casi todas las superficies y medio ambientes.

Fases desarrollo (Chmielewskiy Frank, 2003) :

A. Acondicionamiento (ataque inicial a la superficie)

B. Adsorcion vy fijacion: Bacterias se unen a superficies (flagelos, adhesinas, pilis...) y
sintetizan matriz EPS para contactar (polisacaridos o glicoproteinas de glucosa,
fructosa...; frecuente: proteinas libres, fosfolipidos y acidos nucleicos o teicoicos).
Tiempo adhesion segun especie y sustratos. Luego se multiplican. En adhesion cambian
fenotipo (expresion genes especificos, cambios morfoldgicos y en tasa crecimiento).

C. Evoluciéon y maduracion: Biofilm maduro: simple capa células en polimero poroso o
multiples capas de microcolonias embebidas en polimeros extracelulares. Matriz EPS
ayuda al anclaje y estabiliza frente a adversidades (biocidas, desecado...)

D. Disgregacion y dispersion: Biofilm resistente, pero ante sustancias quimicas u
adversidades pueden disgregar periddicamente particulas de biomasa (células y
nutrientes). Células liberadas pueden recomenzar desarrollo biofilm en otro lugar.



Mechanisms of Biofilm Tolerance

ENSAYO ADICIONAL DEM v

Introduccion

4 posibles mecanismos resistencia bacteriana Biofilms (Chambless, 2006):
|) Dificultar penetracion biocidas en zonas externas (amarillo),

2) Generar respuesta al estrés por algunas bacterias (verde),

3) Alterar medioambiente del biofilm como respuesta (rosa)

4) Bacterias resistentes por diferenciacion fenotipica (morado). Penetration espo R

Biofilms: Resistencia bacteriana a desinfectantes

o Ceélulas biofilm: mas resistentes que planctonicas (libres) (Bower y Daeschel, 1999).
Produccion EPS: limita eficacia desinfectante hasta |10 veces (Holah y cols., 1990).

» Resistencia multifactorial: A) matriz EPS dificulta accion antimicrobianos,
bien por limitar difusion, bien por interaccion quimica (simses y cols., 2010).
B) Ceélulas profundas biofilm disminuyen tasa crecimiento (< oxigeno y
nutrientes) (Browny cols, 1988): estado hibernacion y aumento resistencia.
C) Algunas capaces de respuestas activas de proteccion al biocida mas
eficazmente que planctonicas(van Houdt y Michels, 2010; Szomolay y cols., 2005).

* Preocupacion industria alimentaria por higiene: > empleo quimicos:
induccion a resistencia bacteriana. Bacteria aislada tras desinfeccion, mas
resistente (Langsrud y cols.; 2003).


http://aem.asm.org/content/72/3/2005/F1.large.jpg
http://aem.asm.org/content/72/3/2005/F1.large.jpg

ENSAYO ADICIONAL: DEM

PRESENTACION ENSAYO

» Se evaluan 2 tablas corte. Roja, recién retirada sala
despiece vacuno, e higienizada segun procedimiento
industria. Blanca, “retirada” sala despiece porcino.

» Metodologia visual simple
 Visual tras aplicacion de Biofinder

» DEM: cortes tablas 5x5 cm. (Tincion LIVE/DEAD®
BacnghtT'V' kit de viabilidad bacterlana -L13152; Molecular




ENSAYO ADICIONAL: DEM

« RESULTADOSY DISCUSION

« TABLA BLANCA

»  VISUAL.: Blanco: facil identificar limpio/ sucio (oscurecimiento).
Apreciacion visual: aspecto higiénico “normal”, se observa alguna linea
(erosiones cortes) ligeramente oscurecida.

» MICROSCOPIO: Se aprecian nitidas muchas ralladuras (contacto
cuchillos). Tal erosion facilita entrada suciedad y colonizacion por
microorganismos. P

Tabla corte blanca:
imagen sin tenir




ENSAYO ADICIONAL: DEM

> TINCION DAPI: Tales surcos contienen restos organicos. Lo azul,
azulado o azul-verdoso: restos o residuos de proteina. Intensidad color
depende de concentracidn proteica (mayor, color mas vivo), del enfoque (si
es claro, azul intenso, si peor, tono verdoso) y del angulo de reflexion de la
radiacion.Velos azul-verdosos o azul-verdoso-anaranjados de primer plano
(flecha roja): formaciones poliméricas de proteina con agua.

Contaminacion organica
en tabla de corte blanca
(tincion con DAPI)

Flecha amarilla: enfoque
nitido, flecha roja; enfoque
menos efectivo




ENSAYO ADICIONAL: DEM

» TINCION Live-Dead: residuos proteicos en claras
coloraciones verdes con elevada extension. Presencia de
algunos aglomerados rojizos: microcolonias microbianas que
se han ido formando en el material.

Tincion con Live-Dead de la tabla de teflon blanco,

con la presencia de restos proteicos de color
verde y acumulos microbianos de color rojo.



ENSAYO ADICIONAL: DEM

CONCLUSION TABLA BLANCA

* Aunque con aceptable aspecto visual, existen restos
residuales de materia organica, especialmente en los
surcos, y también contaminacion microbiana.

* Si hidratamos estos agregados microbianos (mal secado,
sangres), se producira una reactivacion, extension y
apertura del biofilm: contaminacion cruzada hacia

producto, manipuladores o superficies contactadas.



ENSAYO ADICIONAL: DEM

- TABLA ROJA

» VISUAL: Rojo:A priori peor apreciacion suciedad. Muy erosionada
(perdido pulido inicial). Color superficial en algunas zonas con matices
muy levemente grisaceos. Dificil predecir con certeza su estado.

 TINCION DAPI: practicamente toda la superficie recubierta
residuos organicos. No solo con extension en el plano del material,
sino creando nitida imagen tridimensional.

e

Residuos organicos sobre tabla roja, tras tincion DAPI



ENSAYO ADICIONAL: DEM

» Zoom: en capas profundas de la suciedad aparecen
areas rojas, con estructuras puntiformes:
microorganismos proliferando en el interior de los
residuos organicos.

Tabla roja, presencia de
grandes cantidades de residuos
organicos y microorganismos

: activos en su interior.




ENSAYO ADICIONAL: DEM

» TINCION Live-Dead: no sélo hay crecimiento
microbiano en superficie, dentro de la masa de residuos

organicos tambien.

Restos de suciedad (verde)
en tabla roja, con presencia
de colonizacion microbiana
en su interior (tonos
naranja-rojizos).




CONCLUSION TABLA ROJA

* Aunque tabla roja deficiente aspecto visual (desgaste
acusado), no evidencia lo que tincion denota.

» Limpieza y desinfeccion tabla: muy deficiente, al menos en su
ultimo periodo operativo. Serio problema de higiene.

 Si hidratamos estos agregados microbianos (mal secado,
sangres), se producira una reactivacion, extension y apertura
de biofilms: contaminacion cruzada hacia producto,
manipuladores o superficies contactadas.




ENSAYO ADICIONAL: DEM

ANALITICA CONVENCIONAL (hisopado y
cultivo)

* Roja: 7,72 ufc/cm? a. mesofilos y

|,2 ufc/cm? enterobacterias.

* Blanca: 6 ufc/cm? a. mesofilos y

0,12 ufc/cm? enterobacterias.

» “Ajustadas” Decision 2001/471/CE (mataderos, salas despiece)




ENSAYO ADICIONAL: DEM

 VISUAL mediante espray “Biofinder”

 Blanca: burbujeo leve

* Roja: burbujeo muy intenso, en consonancia con DEM.
(Y no reflejado por hisopado).

‘.:"!_

Imagen tablas blanca y roja aplicado “Biofinder”.



AYO ADICIONAL: DEM

CONCLUSIONES

Tablas PE: compleja higiene. Tanto, que algunos prefieren madera (precheer y cols,
2002; Boursillon y Rietmiiller, 2005). Quiza por gran deterioro. Gohy cols. (2014): Transmision L.
monocyt. en tablas hacia pollo cocinado colocado encima: > PE que madera

Microscopia deteccion muy superior a analitica convencional: bacterias con
frecuencia ocultas en capas profundas de suciedad organica.

Evitar acumulacion carga organica. Si no eliminamos costra proteica acumulada,
no arrastraremos microorganismos en su interior: elevado riesgo (biofilms).

Imprescindible mejorar técnicas L+D.Y asegurar sustituciones durante jornada
(dar vuelta) y pulidos frecuentes.

Tras higienizar, secar bien (impedir reactivacion posibles biofilms).

Trabajo: se conjugan humedad (restos sanguineos, o agua tras L+D), suciedad y
tiempo: crecimiento y transferencia de bacterias de tabla a productos. Secar.

Biofinder: evaluacion rapidisima, permite decisiones instantaneas, facil y barato.
Fiabilidad >> que muestreo convencional.
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