Revista Venezolana de Cienciay Tecnologia de Alimentos. 2 (1): 187-201. Enero-Junio, 2011
http://www.rvcta.org

ISSN: 2218-4384 (version en linea)

© Asociacion RVCTA, 2011. RIF: J-29910863-4. Deposito Legal: ppi201002CA3536.

Valoracion de desinfectantes mediante el método dilucion-neutralizacion

en cepas de Salmonella spp. aisladas en plantas de beneficio porcino

Assessment of disinfectants by dilution-neutralization method in strains of
Salmonella spp. isolated of pork slaughterhouse

Andrea Paola Rodriguez Trivifio', Andrés Camilo Correa Nafiez*, Martha Cecilia Suar ez Alfonso?,

Jairo Humberto L 6pez Var gas™

'Departamento de Ciencias parala Salud Animal, Facultad de Medicina Veterinariay de Zootecnia,
Programa Zootecnia, Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota
*Departamento de Ciencias parala Salud Animal, Facultad de Medicina Veterinariay de Zootecnia,
Programa Medicina Veterinaria, Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota.
3Instituto de Cienciay Tecnologia de Alimentos (ICTA), Seccién Carnes,

Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota.

* Autor para correspondencia: jhlopezv@unal.edu.co

Aceptado 07-Julio-2011

Resumen

La sailmonelosis es una enfermedad muy importante, causante de problemas de salud publica ya
gue produce fiebres entéricas, gastroenteritis, bacteriemia, infecciones localizadas y estado de portador
cronico, ademas se han informado como fuentes de contaminacion los huevos, las carnes y la leche,
tres de los aimentos més importantes consumidos por las personas. Por tal razon es importante
determinar en la industria de los alimentos la susceptibilidad de Salmonella spp. a los desinfectantes,
con € fin de contribuir a elaborar programas de prevencién y control de este microorganismo,
haciéndose necesaria la evaluacion de su accion en cepas de Salmonella spp., en especia sobre aquellas
transmitidas por los alimentos, ademés se debe medir la eficacia de los tipos de desinfectantes mediante
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€l ensayo cuantitativo de suspension parala evaluacion de la actividad bactericida, en especia cuando a
futuro se tenga como objetivo, evaluar e uso de desinfectantes en cepas de Salmonella spp. aisladas de
plantas de beneficio porcino. Asi que una vez se seleccionen las plantas de beneficio porcino objeto de
la medicion, en éstas se debe aislar una cantidad representativa de cepas de Salmonella spp., para
someterlas a los diversos tipos de desinfectantes. El objetivo de la presente revision es comparar la
eficacia de tipos de desinfectantes que cuentan con un principio activo de amonio cuaternario y éacido
peracético. Esperando que en futuros ensayos, por € método a nivel in vitro se puede comprobar la
eficacia de los mismos.

Palabr as claves: desinfectantes, planta de beneficio porcino, Salmonella spp.
Abstract

The salmonellosis is a very important disease, cause of problems of public health since it
produces enteric fevers, gastroenteritis, bacteremia, located infections and state of chronic carrier, in
addition the eggs, the meats and milk, three of the most important foods consumed by the people have
inquired like contamination sources. For such reason is important to determine in the industry of foods
the susceptibility of Salmonella spp. to disinfectants, with the purpose of to contribute to make
programs of prevention and control of this microorganism, becoming necessary the evaluation of its
action in stocks of Salmonella spp., especially on those transmitted by foods, in addition is due to
measure the effectiveness of the types of disinfectants by means of the quantitative test of suspension
for the evaluation of the bactericidal activity, especially when to future like objective, is going away to
evauate the disinfectant use in stocks of Salmonella spp. isolated of pork slaughterhouse. So once they
are selected the pork dlaughterhouse object of the measurement, in these is due to isolate a
representative amount of stocks of Salmonella spp., to put under them the diverse types of
disinfectants. The objective of the present revision is to compare the effectiveness of types of
disinfectants that count on active principle of quaternary ammonium and peracetic acid. One hopes that
in future tests, by the standard in-vitro method can check their effectiveness.

Key words: disinfectants, pork slaughterhouse, Salmonella spp.

INTRODUCCION productiva y con un incremento de las

resistencias antimicrobianas debido

La Salmonella spp. es uno de los
mayores problemas de la industria de los
alimentos, debido a que afecta su inocuidad,
incrementando e riesgo de ocasionar
infecciones aimentarias en humanos, y la
transmision de cepas multirresistentes a través
de los aimentos. El aumento de las infecciones
por Salmonella spp. consecuencia del consumo
de alimentos de origen animal contaminados, se
ha relacionado con la diseminacion del
microorganismo a lo largo de la cadena

principdmente a wuso de antimicrobianos
adicionados en los aimentos de origen animal
(Padungtod y Kaneene, 2006; Moras Yy
Rostagno, 2010). La limpieza y e uso de
desinfectantes es la base principal para prevenir
la contaminacion (Nielsen et al., 2001), sin
embargo, €l uso no controlado de desinfectantes
también ha mostrado aumento en la resistencia
microbiana a estos agentes (Little et al., 2008).
Los programas de prevencion y control
de Salmonella spp. en paises como Dinamarca



lograron reducir la prevalencia del 3,5 % en
1993 @ 0,7 % en & afio 2000 en todos | os casos
humanos (Lo Fo Wong et al., 2002), de ahi la
importancia de emplear planes efectivos que
incluyan la evauacion de desinfectantes para
contrarrestar de manera efectiva la presencia de
Salmonella spp., en especia en la cadena
porcicola.

El riesgo en la salud publica es debido a
la posibilidad de consumo de aimentos de
origen anima contaminados con Salmonella
spp., dependiendo esto de multiples factores,
tales como, €l nivel de infeccion adquirido en la
granja  porcina,  higiene  durante €
procesamiento de la cana en € frigorifico, las
condiciones de dmacenamiento y de
distribucion de la carne vy, finamente, la
manipulacion de la carne de cerdo ma cocida
por el consumidor (Boyen et al., 2008).

La informacion acerca de las
consideraciones técnicas sobre e uso de
desinfectantes para cepas del género Salmonella
Spp. €s poca y aln es mas escasa en relacion
con las cepas aisdladas en la cadena productiva
porcina colombiana lo que constituye una
necesidad de estudio e investigacion. Para la
valoracion de desinfectantes se puede utilizar €
método de dilucion-neutralizacion de acuerdo
con las técnicas normalizadas (AENOR, 2006;
ICONTEC, 2007). Los productos pueden
ensayarse Unicamente a una concentracion igual
o inferior a 80 % utilizando un neutralizante;
para detener la actividad bactericida durante el
ensayo. El desinfectante debe demostrar una
reduccion logaritmica no inferior a 5 unidades
(10~°) durante minimo 5 min a temperatura de
20 °C (Alvarez-Alcantaraet al., 2001).

El objetivo de esta revision fue dar a
conocer la evaluacion de la eficacia de diversos
desinfectantes de uso comin que cuentan con
un principio activo de amonio cuaternario y
&cido peracético en plantas de beneficio, sobre
cepas de Salmonella spp. aisladas a partir de
muestras de origen porcino.
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REVISION DE LA LITERATURA
1.- Generalidades

La samonelosis es una enfermedad
causada por bacterias del género Salmonella
Spp., algunos de estos microorganismos se
encuentran exclusivamente adaptados a un
hospedero como es e caso de Salmonela
Typhi, Salmonella Paratyphi A y Salmonella
Paratyphi C, adaptados al hombre, Salmonella
Abortus ovis, a los ovinos, Salmonella Abortus
equi, a los equinos y Salmonella Gallinarum y
Pullorum, a las aves (Caffer y Terragno, 2001,
Barrow y Freitas-Neto, 2011).

Las serovariedades que no tienen
preferencia por algin hospedero en especial,
pueden infectar tanto al hombre como a los
animales. En este grupo se encuentrala mayoria
de las serovariedades zoondticas responsables
de la samonelosis no tifoidea (Caffer y
Terragno, 2001; Uribe y Suarez, 2006). Los
microorgani Smos responsables de enfermedades
zoondticas son un problema de salud publica de
gran impacto econdémico, siendo una de las més
importantes enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA), ocasionando gastroenteritis,
bacteremia y posterior infeccion localizada
(Pegues et al., 2006).

Cuando se produce € sacrificio de
animales clinicamente sanos, |0s serotipos que
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portan, a nivel intestinal, pasan a las canales y
persisten en productos que se consumiran sin
previa coccion, asi como aquellos sometidos a
coccion insuficiente (di Pietro et al., 2004;
Barreto-Argilagos et al., 2010). En Estados
Unidos, la salmonelosis no tifoidea ha generado
1,4 millones de infecciones anuales (WHO,
2005) de tal forma que a analizar estos datos se
observa el gran impacto de esta enfermedad en
la salud humana siendo de amplia distribucién,
en paises como Dinamarca (Nielsen et al.,
2001), Nueva Zelanda (Wong et al., 2009),
Colombia (Uribe y Suérez, 2006), Estados
Unidos (Pegues et al., 2006), Gran Bretafia,
Vietnam y México (Boyen et al., 2008), entre
otros. En consecuencia, la disminucion de la
presencia de este microorganismo en las plantas
de beneficio contribuye a la calidad de
producto final y la inocuidad alimentaria como
base fundamental de la competitividad de la
cadena porcicola; y cabe destacar que en la
dinamica de la cadena productiva es necesario,
ademés de lainclusion de practicas orientadas a
la salud y bienestar de los cerdos, précticas que
no afecten e medio ambiente y la salud de la
comunidad (Ojhay Kostrzynska, 2007).

2.- Cadena productiva porcicola

Los porcinos pueden estar en contacto
con la bacteria a través de fuentes externas,
como las personas, roedores, piensos, agua,
entre otras. Una vez introducida, la bacteria
puede extenderse en la granja o empresa y
Ilegar a la carne de cerdo en la cadena hasta €l
consumidor (van der Gaag y Huirne, 2002).

La cadena productiva porcicola tiene sus

respectivas fases:
e Pre-beneficio
e Beneficio

e Post-beneficio
2.1.- Pre-beneficio

Las fases que involucran € pre-beneficio

son: la produccion primaria y transporte de
cerdos hasta la planta de beneficio. En la
produccion primaria, dentro de la granja los
cerdos son susceptibles a las infecciones en una
amplia gama de | os serotipos de Salmonella que
constituyen una fuente potencial de exposicion
humana hacia la enfermedad. Una vez
infectados los cerdos son un importante
reservorio y fuente para la introduccion y
transmision de Salmonella en las explotaciones
porcicolas. La diseminacion del
microorganismo en la granja se ha relacionado
con la excrecion de Salmonella en heces
(Dickson et al., 2002). Si la Salmonella entraen
una piara de cerdos, hay una posble
transmision de la enfermedad y esto se daen la
mayoria de los casos, debido a los intensos
contactos entre los cerdos de diferentes
corrales. Ademas, los cerdos con frecuencia
circulan entre los corrales, lo que también
ayuda a la propagacion de la enfermedad (De
Sadeleer et al., 2009). Asi que € numero de
fuentes potenciales de infeccion por Salmonella
es interminable. Se han observado fuentes de
contaminacion incluso en los roedores, agunos
insectos, las aves y otros animales, los seres
humanos y alimento contaminado (Dickson et
al.,, 2002; Funk y Gebreyes, 2004), siendo
excretores activos o pasivos de Salmonella
dentro de la explotacion.

En la etapa final de engorde o acabado
el anima en promedio deberia de tener un peso
vivo de 100 a 110 kilogramos
aproximadamente. Al momento del trasporte
los animales estan expuestos a varios puntos
con riesgo de infeccién por Salmonella, ademés
se debe tener en cuenta que algunos animales
ya pueden venir excretando la bacteria desde la
granja (De Sadeleer et al., 2009). Se ha
demostrado por una serie de estudios que un
numero considerable de cerdos son portadores
de Salmonella cuando llegan a las plantas de
beneficio (Dickson et al., 2002); durante €
transporte, los cerdos son sometidos a muchos
factores de estrés, por gemplo, € ruido, los
olores, la mezcla con cerdos ‘desconocidos de
otras granjas, ademas de factores tales como,



las atas densidades de poblacion, la larga
duracion del transporte, € cambio de la
temperatura ambiental y un cambio general de
medio ambiente (Lo Fo Wong et al., 2002). Se
considera que € estrés afecta la ecologia
bacteriana del tracto gastrointestinal y la
inmunidad del animal, lo que resulta en un
aumento de Salmonella (Rostagno et al., 2003;
Rostagno, 2009).

2.2.- Beneficio

La fase de beneficio dentro de la planta
involucra los siguientes procedimientos:

Insensibilizacién y sangria. En este
punto las posibilidades de contaminacién de las
canales con Salmonella son muy bagas o se
limita a las bacterias que ya estan en € animal
en e momento de aturdimiento o la
contaminacion con cuchillos que no han tenido
un buen proceso de limpieza y desinfeccion
(Dickson et al., 2002).

Escaldado, depilado. Los estudios han
demostrado que € proceso de escaldado reduce
el nimero de bacterias y la incidencia de
patdgenos tales como Salmonella, por tanto se
debe considerar como un punto critico dentro
de un sistema HACCP (Lo Fo Wong et al.,
2002; Botteldoorn et al., 2003; Pearce et al.,
2004). La temperatura del agua usada en la
operacion de escaldado debe ser de 60 °C a 65
°C lo que favorece la reduccién en e nimero de
bacterias presentes en las canades porcinas
(Dickson et al., 2002; Hernandez-San Juan et
al., 2007). Se requiere una eficiente combinacion
de temperatura y tiempo para lograr una
reduccion de una unidad logaritmica (1 10g;0)
de Salmonella spp. en e agua del tanque de
escaldado (Bolton et al., 2003). La accién
mecanica de las méaquinas de depilado puede
introducir bacterias en la superficie de la piel
(Dickson et al., 2002) ya que la rotacion de las
aspas favorece la contaminacion del equipo con
microorganismos fecales (Lo Fo Wong et al.,
2002).

Flameado. La canal sepasa a través de
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un  tand de flameado, reduciendo
significativamente con este proceso €l nivel de
la contaminacion superficial, a pesar de que las
bacterias pueden sobrevivir en los pliegues més
profundos de la piel (la base y orificios de las
orgjas) o en los foliculos pilosos (Lo Fo Wong
et al., 2002; Alban y Stérk, 2005).

Pulido. Consiste en quitar e peo
guemado, restos de piel y pezuiias del animal
(Alban y Stark, 2005). En esta etapa las
bacterias pueden ser redistribuidas en toda la
piel del animal (Lo Fo Wong et al., 2002). Se
estima que del 5 a 15 % de la contaminacion
con Salmonella de todas las canales ocurre
durante esta etapa en la linea de beneficio
(Berends et al., 1997).

Evisceracion. Es una de las operaciones
gue tiene mayor potencial de contaminacion por
Salmonella. La contaminacion fecal es dificil de
evitar durante este proceso, sin embargo, esto
solo resulta en contaminacion con Salmonella s
la canal proviene de un cerdo ya infectado
(Hald et al., 2003; Alban y Stérk, 2005), ya que
antes de la evisceracion se redliza un corte
circular del ano y € recto que son embolsados
para disminuir la contaminacion por material
fecal; también se remueven las partes del
interior del animal, como la lengua, € esbfago,
la laringe, la tréquea, los pulmones, € corazén
y €l higado (viscera roja) (Lo Fo Wong et al.,
2002; Botteldoorn et al., 2003). Los intestinos
contaminados o los ganglios linfaticos pueden
ser una fuente primaria de contaminacion de la
canal durante la evisceracion (Botteldoorn et
al., 2003), llegando incluso a suceder que se
rompan accidentalmente los intestinos y se
contaminen de material fecal las candes
porcinas (De Sadeleer et al., 2009).

Refrigeracién. Este proceso reduce la
temperatura en la superficie de las canaes
desecandola (Lawrie, 1974). La reduccion en
las poblaciones bacterianas se atribuye a la
superficie de secado, cuando la actividad de
agua cae por debgo de la minima para €
crecimiento bacteriano (Gill et al., 2000;
Dickson et al., 2002). La refrigeracion puede
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ser un punto critico, ya que evita la
proliferacion de bacterias en la cana caliente
(Bolton et al., 2002; Lenahan et al., 2009). Para
la aplicaciéon exitosa de la refrigeracion en €
control del crecimiento de patdgenos en las
canales, deben establecerse limites criticos y la
eficacia del proceso de enfriamiento debe
validarse en cada planta (Lenahan et al., 2009).

2.3.- Post-beneficio

Transformacion y distribucién. El corte
de las canales de cerdo puede resultar en
transferencia de contaminacion a partir de
equipos y cuchillos los cuales son un potencial
de contaminacion por €l contacto con la pidl, y
luego esta contaminacion puede ser transmitida
alos tgjidos comestibles (Dickson et al., 2002).
Se ha demostrado que la Salmonella se puede
transportar en cuchillos mal esterilizados. Los
cortes se realizan en las secciones habituales,
como la paleta, €l lomo, jamoén y tocino ventral,
y aun mas en pedazos mas pequefios. Las
canales deben sdlir de la sala de refrigeracion
con una temperatura interna inferior a 7 °C (De
Sadeleer et al., 2009).

Consumidor. Se han realizado pocos
estudios para determinar la presencia de
Salmonella spp. en la manipulacién de la carne
porcina por parte del consumidor, sin embargo,
se considera importante educar a consumidor
acerca de cOmo almacenar y cocinar la carne de
cerdo (Van der Gaag, 2004). En estudios sobre
la percepcion de los consumidores hacia la
carne porcina, Bryhni et al. (2002) encontraron
que la caracteristica sensoria méas importante al
momento de consumir carne de cerdo, fue €l
sabor unido ala gran variedad de platos que se
pueden preparar con esta carne, teniendo en
cuenta ademés caracteristicas como la
jugosidad, la ausencia de mal sabor y mal olor.
Webb y O’Neill (2008), afirman que el
consumo de carne de cerdo se ve afectado por
factores tales como: los hébitos aimenticios, e
vegetarianismo o la preferencia hacia €
consumo de carne bovina. En lacarne de cerdo

de buena calidad, se mangan, por parte del
consumidor aspectos, tales como, la grasa de
cobertura, €l precio, € sitio de origen y € lugar
de compra. Por otra parte, la etiqueta debe
permitirle a consumidor obtener informacion
precisa sobre precio, peso, fecha de elaboracion
0 empacado y sitio de origen, siendo € ultimo
factor para el consumidor la calidad nutricional.

3.- Desinfectantes

Los desinfectantes constituyen la
primera medida de control microbiano,
reduciendo la carga de contaminacion en
objetos animados e inanimados (Rutala 'y Cole,
1984), ademéas de prevenir la transmision de
enfermedades a humanos y otros animales
(Poss, 1998). Las propiedades de los
desinfectantes varian de acuerdo con €
principio activo. Mientras algunos
desinfectantes son eficaces contra determinados
microorganismos, otros no; agunos son
bactericidas y otros bacteriostéticos (da Costa,
1990). Estos generamente son productos
guimicos, pero también pueden ser agentes de
tipo fisico o0 biolégico que destruyen
microorgani Smos patégenos.

Existen diferentes clases de
desinfectantes incluyendo fenoles, compuestos
de amonio cuaternario (QAC, ‘Quaternary
Ammonia Compounds'), haldgenos, agentes
oxidantes, compuestos clorados y alcoholes
(Stringfellow et al., 2009). Los desinfectantes
actian sobre los microorganismos en diferentes
puntos objetivo resultando en la destruccién de
la membrana, inhibicién metabdlicay lisis de la
célula (Maillard, 2002). En su mayoria, los
desinfectantes que se utilizan en e campo de la
Sanidad Animal son productos quimicos
antimicrobianos o0 biocidas relativamente
potentes y generalmente toxicos, que se aplican
sobre las superficies contaminadas, mientras
gue los que se utilizan en la industria
agroadimentaria son por lo genera menos
toxicos y también menos concentrados (Kahrs,
1995).



El uso normal de desinfectantes en la
industria alimentaria ser realiza de acuerdo con
la recomendacion internacional en principios de
higiene de los aimentos, en donde se define
gue la desinfeccion es “lareduccion, por medio
de agentes quimicos y/o métodos fisicos, del
nimero de  microorganismos en €
medioambiente, a un nivel que no comprometa
la seguridad de los aimentos o idoneidad’
(FAO/WHO, 2003). Esto se logra mediante
compuestos quimicos o  formulaciones
denominados  desinfectantes.  Segin la
normativa de la Union Europea (EP y CEU,
1998), los desinfectantes pertenecen a la
categoria de “agentes biocidas’, que también
incluyen conservantes, pesticidas y sustancias
antiincrustantes. Por razones de seguridad
alimentaria, 1os desinfectantes se utilizan en las
superficies para el mantenimiento de la higiene
en los corrales, plantas de beneficio, industria
aimentaria y los locales de equipo, tiendas,
entre otros, y se aplican a canaes y productos.

Los desinfectantes utilizados para
destruir las bacterias afectan mudltiples
componentes celulares, asi que tienen
‘multiples sitios objetivos dentro de la célula
microbiana  (Maillard, 2002), ‘contienen
sustancias quimicas antibacterianas con una
concentracion suficiente para lograr afectar a
multiples microorganismos en lugar de células
individuales (Gilbert y McBain, 2003). A
diferencia de los antibidticos, que afectan un
proceso fisiolégico, los desinfectantes afectan a
los componentes celulares (por gemplo,
proteinas, ADN, ARN y componentes de la
pared celular) a través de interacciones
fiscoquimicas 0 de reacciones quimicas
(McDonnéll y Russell, 1999).

3.1.- Compuestos de amonio
cuaternarios

La actividad de estos compuestos y sus
propiedades fisico-quimicas, estén
determinadas por la longitud de sus cadenas
guimicas, por lo que son méas eficientes contra
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agentes Gram-positivos que frente a Gram-
negativos. Algunos autores manifiestan que los
compuestos de amonio cuaternario dodecil son
mas eficaces que los de cadenas hexadecil y
octadecil. Por tanto es imprescindible conocer
mejor e comportamiento de estos agentes en
cepas de campo no estandarizadas de ovinos y
porcinos (Rueda et al., 2003). Con respecto a
modo de accion, éstos tienen propiedades
tensoactivas pero son compatibles con
compuestos anionicos, estos son de mayor
eficacia a pH neutro o ligeramente acaino. Su
capacidad biocida esta en lafacilidad de romper
la membrana celular donde se ligan
irreversiblemente a los fosfolipidos, €
mecanismo de accion es através de un grupo de
cabeza cationica hacia €l exterior y las colas
hidrofébicas se insertan en la bicapa lipidica
causando la reorganizacion de la membrana y
pérdida de componentes intracelulares;, de la
misma manera se liga a las proteinas de la
membrana, deteriorando la permeabilidad
selectiva. Una caracteristica comun de los QAC
es su capacidad de causar fugas y dafios en la
membrana celular, principalmente debido a su
adsorciéon en grandes cantidades en la
membrana bacteriana. (loannou et al., 2007).

3.2- ElI é&cido peracético (PAA,
‘Peracetic acid’)

Es un peréxido del acido acético, fuerte
agente oxidante con una actividad bactericida
rapida frente a una serie de organismos
vegetativos 'y  esporas. También es
micobactericida, virucida 'y  fungicida
Lamentablemente e acido peracético es
COIrosivo para acero, cobre, otros metales y
componentes como la goma natura y sintética
(Fraise, 1999). Se puede inferir que e modo de
accion se basa en la liberacion de oxigeno
activo y funciona como otros perdxidos y
agentes oxidantes. Es probable que los enlaces
sensibles sulfhidrilo y azufre en las proteinas,
enzimas y otros metabolitos sean oxidados y
gue reaccionen en los dobles enlaces. Se ha su-
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gerido que e PAA interrumpe la funcién
quimiosmatica de la membrana citoplasmatica
y las lipoproteinas de transporte a través de la
dislocacion o rotura de las paredes celulares.
Entonces, podria ser eficaz contra las
lipoproteinas de la membrana externa, o que
facilita su accion contra las células Gram-
negativas. Intracelularmente e PAA también
puede oxidar enzimas esenciales, afectando las
vias bioquimicas vitaes, € transporte activo a
través de membranas y deteriorar los niveles
intracelulares de soluto. Su accién como
desnaturalizante de proteinas puede ayudar a
explicar sus caracteristicas como esporicida y
ovicida. Una ventgja adicional del PAA es que
inactiva la catadlasa, una enzima conocida para
la descomposicion de los radicales libres
hidroxilo (Kitis, 2004).

El efecto biocida de PAA en bacterias
fijadas a las superficies (microorganismos
sesiles) es bien conocido; se ha informado que
es mas eficiente contra agunas cepas de
Mycobacterium chelonae que los aldehidos. Sin
embargo, se desconoce el efecto del PAA en los
depdsitos  biolégicos, y en particular, su
capacidad para fijar o para eiminar las
biopeliculas de los materiales (Henoun-Loukili
et al., 2004).

4.- Principios delos métodos de prueba

La actividad in vitro es importante ya
gue permite que los desinfectantes sean
seleccionados teniendo en cuenta su actividad
en contra de patdgenos. La mayoria de las
pruebas hechas en  antibidticos son
determinadas por la medida de concentracion
minima inhibitoria (MIC, ‘Minimum Inhibitory
Concentration’). Los desinfectantes se eligen
por la superficie de aplicacion y su amplio
espectro bactericida contra agentes patogenos.
Aungue las pruebas de inhibicibn minima no
son relevantes para determinar  las
concentraciones estandar para desinfectantes
esta medida tiende a ser usada. La rapidez de la
actividad bactericida puede ser mediday expre-

sada como un valor D o tiempo para alcanzar
una reduccion de cinco unidades logaritmicas
(5 logap) de una suspension de bacterias (Fraise,
1999).

Suspension/pruebas de portador. Las
condiciones del contacto entre el desinfectante
y €l organismo tienen un impacto significativo
en la actividad del desinfectante. Las dos
condiciones principales en pruebas in vitro son
una mezcla de desinfectante y organismos en un
liguido medio (prueba de la suspension) y la
aplicacion de un desinfectante a una superficie
contaminada con organismos (la prueba del
portador). En la prueba de la suspension, e
desinfectante se diluye en agua estéril de dureza
estandar y la suspension bacteriana puede
prepararse en agua peptonada, solucion salina,
en caldo o amacenador intermediario. Las dos
soluciones son entonces mezcladas y, después
de la neutralizacion del agente activo, de la
suspension se crea un subcultivo donde se
establece la actividad bactericida. En la prueba
del portador, la suspension bacteriana se aplica
a un portador superficie (por gemplo, una
cubeta de pléstico o de acero inoxidable) y se
dga secar, luego de esto e desinfectante se
agrega al portador y la actividad es determinada
por la neutraizacion, donde se redlizar4 un
conteo en cultivo (Kampf et al., 2003).

Limpio/sucio. La presencia de materia
organica puede eercer efectos sobre la
actividad de un  desinfectante.  Los
desinfectantes tienden a tener una variacion en
la susceptibilidad frente a efecto neutralizante
de la materia organicay esta por lo tanto es una
parte importante de la evaluacion de
desinfectantes. EI método mas frecuentemente
utilizado es e de suspension y pruebas de
portador en condiciones limpias y sucias.
Regularmente para condiciones limpias se
utiliza solucion de albumina de suero bovino y
en condiciones sucias se usa € mismo suero
bovino mas eritrocitos lavados de ovea, donde
la concentracion fina debe estar alrededor de
10 % simulando la presencia de carga organica
para el tratamiento control de suciedad, también




se lleva un registro en limpio y en condiciones
de suciedad las cuaes pueden ser comparadas
(ICONTEC, 2007).

5.- Método de dilucién-neutralizacion

El aidamiento y la serotipificacion se
realiza segun la norma SO 6579 (1SO, 2002),
las colonias sospechosas deberan  ser
resembradas en el respectivo agar del cua se
obtengan y sembrarse en agar tripticasa soya
(TSA, ‘Trypticase Soy Agar’) para su posterior
confirmacion mediante € sistema automatizado
VITEK® 2 (bioMérieux, Francid). La
serotipificacion de los aislamientos se debe
redlizar mediante la identificacion de los
antigenos somaticos O y flagelares H, de
acuerdo a esquema White — Kauffmann — Le
Minor (Grimont y Weill, 2007).

El principio se basa en la concentracion
minima bactericida (CMB) ensayada capaz de
reducir en cinco unidades logaritmicas (5 10g10)
una suspension de bacterias en 5 minutos de
contacto con el desinfectante a 20 °C. Para ello
los procedimientos més utilizados son los test
in vitro cuantitativos con microorganismos en
suspension y entre ellos e método de dilucion-
neutralizacion, € cua establece s un
desinfectante quimico que forma wuna
preparacion homogénea fisicamente estable
cuando es diluido y en agua tiene una actividad
bactericida, para estos existe un neutralizante
especifico (Alvarez-Alcantaraet al., 2001).

Para el ensayo es necesaria una muestra
del producto a evaluar en su concentracion mas
ata. Las soluciones de ensayo deben preparase
a tres diferentes concentraciones para tener
concentraciones en intervalos activos y no
activos, este método parte de una suspension
bacteriana donde deben gustarse vaores de
1,5x10% UFC/mL y 5,0x10° UFC/mL mediante
un diluyente (ICONTEC, 2007). El recuento se
realiza mediante la preparacion de diluciones
seriadas, de estas se escogen las diluciones 10°®
y 107 de donde es tomada una muestra de 1,0
mL de cada dilucion por duplicado y seinocula
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utilizando la técnica de vertido en placa o de
siembraen placas.

Para la prueba con € neutralizante, €
desinfectante se hace reaccionar con una
suspension bacteriana en condiciones normales,
la reaccion es detenida con la sustancia
neutralizante (Espigares et al., 2003). La
evaluacion de la actividad bactericida de los
neutralizantes debe ser realizada bago las
normas UNE-EN 1040 (AENOR, 2006) y NF
T72-150 (AFNOR, 1995).

Los neutralizantes requieren  una
validacion, por lo general mediante la mezcla
del desinfectante durante 10 minutos a 20 °C, a
continuacion, se mezcla y se adiciona a una
suspension bacteriana, donde transcurridos 5
minutos, se mezcla la muestra, y €l recuento se
redliza mediante siembra en placa por
duplicado donde se efectiia € recuento de las
placas y se determina € numero de unidades
formadoras de colonias (UFC), y este se
compara con € inéculo inicial. No debe haber
una reduccion mayor a 50 % en e ndmero de
bacterias comparado con € indculo inicial. La
prueba del neutralizante también puede ser
utilizada para probar la influencia de sustancias
interferentes, tales como materia organica,
jabon o iones (Alvarez-Alcéantara et al., 2001;
AENOR, 2006; ICONTEC, 2007).

La actividad de un desinfectante
depende del tipo de microorganismo que se
pretenda combatir, de su modo de
reproduccion, de su resistencia en € medio
ambiente y de las sustancias quimicas
utilizadas. Ademas de esto la eleccion debera
estar guiada a espectro de su actividad, su
eficacia y su sensibilidad a la inactivacion en
presencia de materia organica (Markey y
Quinn, 2005). Otros puntos a tener en cuenta
son e tiempo de contacto requerido,
temperatura Optima, su actividad residual, su
actividad corrosiva, los efectos ambientales y €
costo del producto a utilizar.

Los biocidas pueden egercer efectos
bacteriostaticos y bactericidas, aunque el
mecanismo de la accion es diferente. Con la



196

actividad bacteriostética generamente se
presenta una cierta lesion metabdlica que es
reversible sobre retiro o la neutralizacion del
biocida (Denyer, 1995) mientras que en los
resultados de la accion bactericida € dafio es
irreparable e irreversible en una estructura o en
una funcion celular vital. La accion biocida se
puede dar a través de las interacciones fisico-
guimicas con las estructuras microbianas,
reacciones especificas con moléculas bioldgicas
o0 alteracion de algunos procesos metabdlicos o
energeticos.

Las etapas entre el biocida y la bacteria
presentan una serie de interacciones las cuales
son: la captacion de biocida por la céula,
particién/paso del agente a punto (S) objetivo,
la concentracion de biocidas en € punto ()
objetivo y dafio a los puntos. Al iniciar la
migracion del agente de la fase acuosa a una
asociacion con la superficie celular este proceso
se define como “la captacion” (Denyer, 1995).
La afinidad de un biocida con una célula puede
ser determinada por |as isotermas de absorcion,
gue también pueden proporcionar informacion
de la disponibilidad de sitios de destino
(loannou et al., 2007). Este proceso es regulado
por las caracteristicas fisicoquimicas de la
célula y del biocida, y se puede modificar
posteriormente por los cambios en
caracteristicas celulares causados por la
absorcion del biocida

El dafio puede manifestarse de las
siguientes maneras: 1) Interrupcion de lafuerza
motriz de protones transmembrana que
conduce a un desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa y la inhibicién del
transporte activo a través de la membrana; 2)
Inhibicién de la respiracién o las reacciones
catabolicas/anabolicas; 3) Interrupcion de la
replicacion; 4) Pérdida de integridad de la
membrana y la sdida de componentes
esenciales como €l potasio intracelular, fosfato
inorganico, pentosas, nucledtidos y
nucledsidos, y las proteinas;, 5) Lisis y 6)
Coagulacion del materia intracelular (Denyer y
Stewart, 1998).

6.- Factores que condicionan la seleccion de
los desinfectantes

Para la eficacia de un desinfectante se
ha de tener en cuenta, la concentracion del
producto y la dosis recomendada por e
fabricante, ya que se puede producir una
toxicidad involuntaria a sobrepasar 1os limites
de efectividad (Rueda et al., 2003). Al
identificar el agente causante del brote de
enfermedad, se debe elegir un desinfectante de
comprobada eficacia contra € mismo. La
naturaleza de los agentes infecciosos y las
condiciones donde se produce la contaminacion
microbiana son importantes en la seleccion y
uso del producto desinfectante (Markey vy
Quinn, 2005).

Otros aspectos a tener en cuenta para la
seleccion de un agente biocida es la necesidad
de seguir las siguientes sugerencias. bgja o nula
accion corrosiva, amplio espectro microbiano,
soluble, no manchar, no dgar olor, no afectar
ropa y materiales, ser eficaz, mostrar accion
duradera con poder residua, ser de fécil
preparacion y manejo, poseer amplio espectro
antimicrobiano, ser soluble y estable en agua, y
ser de bgjo costo (da Costa, 1990).

CONCLUSIONES

e Paratener un control de la metodologia
es necesario la estandarizacion del
método, donde se tendran registradas las
cantidades de desinfectantes, tiempos de
contacto con e  microorganismo,
distintas concentraciones y resultados de
las pruebas.

e Es necesario para redizar € método
tener en cuenta € principio activo del
desinfectante, la cantidad de sustancias
interferentes y la superficie donde va a
actuar.

e En la utilizacibn del método, la
evauacion de los desinfectantes debe
hacerse teniendo en cuenta las distintas



concentraciones, ademas de los tiempos
de contacto recomendados por las
normas.

e Teniendo en cuenta € impacto de la
Salmonella spp. sobre la salud humana
se debe priorizar un control sanitario en
las plantas de beneficio porcino,
buscando e establecimiento de futuros
estandares en la metodologia de la
evaluacion de desinfectantes,
brindandole a la industria y a los entes
gubernamentales y de control, la
informacion para contribuir a garantizar
lainocuidad de los alimentos destinados
parael consumo humano.
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