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1. Glosario

Beneficio de animales Conjunto de actividades que comprenden el sacrificio y

faenado de animales para consumo humano?.

Bactericida: Antimicrobiano que ejerce una accion letal para las bacterias?.

Calidad Es el conjunto de propiedades y caracteristicas de un producto, de un

proceso o de un servicio®.

Carne Es la parte muscular y tejidos blandos que rodean al esqueleto de los
animales de las diferentes especies, incluyendo su cobertura de grasa, tendones,
vasos, hervios, aponeurosis y que ha sido declarada inocua y apta para el consumo

humano?l.

Carne contaminada Aquella que confiere sustancias o elementos naturales o
artificiales, u organismos vivos extrafios a su composicion normal, adquiridos durante
su sacrificio, almacenamiento y transporte, en tal magnitud o concentracién que alteren

sus caracteristicas propias®.

Desinfeccion Es la destruccion de microorganismos en objetos inanimados, que
asegura la eliminacion de las formas vegetativa pero no la eliminacion de esporas

bacterianas?.

Desinfectante Agente quimico utilizado en el proceso de desinfeccion de objetos,

superficies y ambiente®.

Inocuidad Es la garantia de que un alimento no causara dafio al consumidor cuando

el mismo sea preparado o ingerido de acuerdo con el uso a que se destine’.
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Limpieza Es la eliminacién por accibn mecanica, con o sin uso de detergentes, de la
materia organica y suciedad de superficies, objetos o ambiente. El agente basico para

este proceso es el detergente?.

Planta de beneficio animal (matadero) Todo establecimiento en donde se
benefician las especies de animales que han sido declarados como aptas para el

consumo humano y que ha sido registrado y autorizado para este fin?.
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* SEmweio *

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA

EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DEL PROTOCOLO DE DESINFECCION

UTILIZADO EN UNA PLANTA DE BENEFICIO DE AVES UBICADA EN BOGOTA

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la efectividad del protocolo de
desinfeccién utilizado en las diferentes superficies de una planta de beneficio avicola
ubicada al sur de la ciudad de Bogota, este se realizd a partir de 10 muestras tomadas
de superficies que entran en contacto directo con €l producto, a partir de estas se
aislaron varios microrganismos y se seleccionaron Bacillus licheniformis y Klebsiella
oxytoca para la aplicacion del método de dilucién neutralizaciéon propuesto en la norma
técnica colombiana 5150 de 2003, el cual permitié valorar la actividad de dos sustancias

desinfectantes, el hipoclorito de sodio y el peréxido de hidrogeno.

En los resultados obtenidos se observo que el hipoclorito de sodio presentd menor

actividad bactericida en todas las concentraciones evaluadas, lo cual esta relacionado
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con el uso constante de esta sustancia en las actividades de desinfeccion de la planta,
ya que al no aplicar protocolos de rotacion de desinfectantes los microorganismos van
creando mecanismos de defensa para resistir la accidbn de estos antimicrobianos;
mientras que el peroxido de hidrégeno al 10 y 15 % en los dos tiempos de contacto
presentd una mayor disminucion de la viabilidad bacteriana, por tanto este fue incluido
en el protocolo propuesto para optimizar los procedimientos actuales ya que demostro

ser efectivo para ser utilizado en esta planta.

PALABRAS CLAVES

Desinfectante, viabilidad bacteriana, resistencia bacteriana, hipoclorito de sodio,

peréxido de hidrogeno.

Estudiantes. Paula Fernanda Oliveros, Katherinne Andrea Moreno
Docente. Lucia Constanza Corrales Ramirez
Institucién. Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Fecha. 17 de agosto de 2018
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2. Introduccioén

En la industria de los alimentos la elaboracién y aplicacion de un plan de
saneamiento basico que incluya un programa de limpieza y desinfeccion, es
indispensable para garantizar la calidad e inocuidad del producto final, lo cual se ve
reflejado en la salud de los consumidores, ya que cuando estos protocolos no se
aplican de una manera eficiente se desarrollan las ETAs (enfermedades transmitidas
por alimentos), las cuales ocurren por la ingestion de un alimento contaminado que

provoca efectos nocivos en la salud.

Segin la OMS en su nota descriptiva del mes de octubre de 2017 53,
aproximadamente el 70% de las diarreas son producidas por la ingestion de alimentos
contaminados con microorganismos 0 sus toxinas, se estima que cada afio enferman
en el mundo unos 600 millones de personas por esta misma causa. Ademas, se indica
que los alimentos implicados con mayor frecuencia son los de origen animal, en

particular la carne y los huevos.

En las plantas de beneficio avicola a diferencia de otro tipo de industrias de
alimentos la materia prima de la que se parte, en este caso las aves, traen consigo gran
variedad de microorganismos que son los que probablemente se distribuyen por las
instalaciones de la planta y si no son eliminados efectivamente terminan siendo parte

del producto final.

Lo que se realizd con este proyecto fue la evaluacion de la efectividad del protocolo
de desinfeccion empleado en una planta de beneficio avicola ubicada en la ciudad de

Bogota, este se elabord para asegurar la inocuidad de este alimento, a través de la
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prevencion de la contaminacion microbiolégica que se puede presentar en las
diferentes etapas del proceso, teniendo en cuenta que esta fase es un punto critico de
la cadena productiva que debe ser controlado para obtener carne de pollo y
subproductos que cumplan con las condiciones de calidad sanitaria que garanticen su

aptitud para el consumo humano.

El método de dilucién neutralizacidén propuesto en la norma técnica colombiana 5150 de
2003, permitié valorar la actividad del hipoclorito de sodio y el peréxido de hidrogeno,
demostrando que el hipoclorito de sodio tiene menor actividad bactericida, lo cual esta
asociado con las malas préacticas en el empleo de esta sustancia, que favorece el
desarrollo de mecanismos mediante los cuales las bacterias logran evadir la accion de

los desinfectantes.

A patrtir de los resultados obtenidos se propuso un nuevo protocolo de desinfeccion el

cual proporciona los siguientes beneficios:

- Previene la contaminacién de la carne de pollo en la etapa de procesamiento y
los problemas relacionados que puedan afectar la salud del consumidor.

- Reduce las pérdidas de producto ocasionadas por alteracion microbioldgica.

- Evita el desperdicio de los desinfectantes al tener control sobre las dosificaciones.

- Protege la salud de los manipuladores de estas sustancias, ya que el uso
indiscriminado e inadecuado puede ocasionar enfermedades.

- Optimiza los tiempos de ejecucion de las actividades de limpieza y desinfeccion.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar la efectividad del protocolo de desinfeccion utilizado en las diferentes
superficies que se encuentran en las areas de procesamiento de una planta de

beneficio avicola ubicada en Bogota.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar los microorganismos aislados a partir de las superficies de
diferentes areas de la planta de beneficio.

e Determinar la eficiencia del desinfectante en uso en la planta de beneficio de
aves mediante el método de dilucion neutralizacién propuesto en la norma
técnica colombiana 5150 de 2003.

e Aplicar el método de dilucion neutralizacion para la evaluacion de la eficacia
de otro desinfectante no empleado en esta industria.

e Proponer un protocolo de desinfecciéon basados en los resultados obtenidos

para optimizar los procedimientos actuales.
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4. Antecedentes

Los procesos de desinfeccion han sido desarrollados y aplicados desde hace mucho
tiempo, inicialmente de forma empirica sin tener idea de cudl era el principio o sobre
qué estaban actuando dichas sustancias quimicas, o cual era el fundamento de un
proceso fisico como la aplicacion de calor sobre diferentes elementos, simplemente
observaban que cuando hacian uso de estos se reducian las enfermedades, se
conservaban los alimentos, se frenaban los procesos de descomposicion, entre otros,

gue fueron la base de los desinfectantes y de los procesos de desinfeccion.

En la antigliedad, en la Odisea se describe el empleo del azufre 800 afios A.C como
un quimico aplicado en los lugares donde habia cadaveres para descontaminar, este
mismo producto fue empleado para desinfectar superficies y utensilios contaminados
después de la epidemia de la peste humana en Europa, y también en 1754 se usaron

vapores de azufre sobre personas y objetos durante la epidemia de la peste bovina®.

En Italia en 1429 se emplearon los derivados de mercurio en la lucha contra la sifilis,
pero fue finalmente Koch quien demostré la utilidad de esté sobre los microorganismos;
otras sustancias de importancia fueron, la sosa la cual ha sido usada desde hace
mucho tiempo sobre materia organica demostrando resultados muy positivos como
desinfectante®, y los alcalis, de estos los de mas antiguo empleo en la desinfeccién son

los derivados de la cal.

También en la antigiiedad se propusieron como desinfectantes los acidos fuertes y

los acidos organicos como el vinagre, ya que estos evitan la degradacion de las frutas y
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vegetales. En este caso fue Van Leeuwenhoek en 1676 quien comprobé que el vinagre

de vino inmovilizaba las bacterias de una muestra tomada de la bocab®.

El quimico sueco C.W. Scheeldeen en 1774 descubrid el cloro, pero su utilidad como
desinfectante se conocié décadas después. En 1854 se empled en Inglaterra en la
lucha contra la epidemia de célera. En 1792 se descubrié el hipoclorito calcico, el cual
fue el origen del hipoclorito sodico que servia igual como desinfectante, este se usé en
Inglaterra en 1897 en la epidemia de fiebre tifoidea y luego fue Gtil en la desinfeccién de

las manos’.

En 1822 un farmacéutico francés expresd que el cloruro de sodio servia como una
sustancia desinfectante, ya que la misma eliminaba el mal olor de los cadaveres e
indicé que el uso de esta podria servir para evitar las enfermedades®. Asi mismo en
1867, Lister descubrié que el fenol o acido carbdlico actuaba como desinfectante, por
tanto este fue incorporado en diversas practicas®. Y asi sucesivamente con el paso de
los afios se han ido encontrando nuevos productos desinfectantes de gran importancia
no solo en las industrias de alimentos, sino también en el ambito clinico y domiciliario,
todo enfocado en el control de las enfermedades ocasionadas por la presencia de

diversos microorganismos patdgenos.

Adicionalmente y relacionado con los procesos de desinfeccion, desde hace varios
afios se empezo a tener en cuenta la resistencia a desinfectantes en las industrias, esto
se puede evidenciar en lo expuesto por Sundheim et al® en el afio 1998, quien la
definio como la capacidad de sobrevivir a una exposicion corta a desinfectantes. En

este mismo trabajo se mostraron diferentes frecuencias de resistencia a desinfectantes
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gue contenian compuestos de amonio cuaternario; en un estudio realizado por ellos
mismos en el afio 1992 demostro que alrededor del 13% de 200 estafilococos aislados
de la industria alimentaria Noruega, eran resistentes a este tipo de desinfectantes, y
gue ademas las cepas resistentes dieron un total de 16 perfiles de plasmidos diferentes,
lo que llevo a pensar que el desarrollo de resistencia a desinfectantes en la industria
puede estar asociado a una adquisicion de mecanismos genéticos por parte de los

microorganismos?©.

También demostraron que, de 30 cepas seleccionadas al azar entre 600 cepas de
Pseudomonas, aisladas de canales de aves de corral congeladas, estas podrian crecer
en altas concentraciones de desinfectante, siendo este un dato muy importante para
esta investigacion teniendo en cuenta que las Pseudomonas son uno de los principales
grupos responsables de la alteracion de productos carnicos almacenados

incorrectamente en condiciones de aerobiosis?9.

Otro factor que hace algun tiempo se empezé a estudiar es la relacion entre el uso
constante y por afios del mismo desinfectante y la resistencia generada por los
microorganismos. Oren et al'! junto con sus investigadores realiz6 un estudio donde
demostré que en los ultimos 5 afios, el 0,2-3,1% de los pollos de engorde han sido
positivos a Salmonella, ellos indican que las razones de esta tendencia nunca han sido
aclaradas, pero asocian esta resistencia con el uso repetido de los productos
elaborados por la misma empresa, afirmando que: “Los tipos de antibiéticos que se
utilizan cominmente en la industria avicola, y en muchas granjas, son de la misma

marca del desinfectante que se utiliza durante afios”!. Esto relaciona el uso de
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materiales similares para la elaboracion de estos dos tipos de productos que cumplen

funciones diferentes.

Con respecto a la normatividad, las distintas crisis alimentarias que se han generado
han sensibilizado aiin mas a productores y consumidores de las condiciones que deben
cumplir los alimentos, por lo que cada vez son mas exigentes las normas para asegurar
que el consumo de estos no genere ningun riesgo para la salud. Por esta razon,
muchos paises han fortalecido y establecido nuevas reglamentaciones que aseguren

inocuidad.

La documentacion de cualquier programa de desinfeccién se deberia regir con base
en los principios generales de higiene de los Alimentos del Codex Alimentarius. Este fue
creado en 1963 por la FAO y la OMS y consiste en una recopilacion de normas
alimentarias, codigos de practicas y otras recomendaciones, cuya aplicacion busca

asegurar que los productos alimentarios sean inocuos y aptos para el consumo??.

Basandose en estos coédigos internacionales el ministerio de salud crea
reglamentacion para la aplicacion de las BPM en Colombia. El principal es el decreto
3075 de 1997 actualmente modificado por la resolucion 2674 de 2013, en el cual se
establece la necesidad de un programa de limpieza y desinfeccién. En este decreto se
indica que: “Los procedimientos de limpieza y desinfeccion deben satisfacer las
necesidades particulares del proceso y del producto de que se trate. Cada
establecimiento debe tener por escrito todos los procedimientos, incluyendo los agentes

y sustancias utilizadas, asi como las concentraciones o formas de uso y los equipos e
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implementos requeridos para efectuar las operaciones y periodicidad de limpieza y

desinfeccion”3.

5. Marco referencial

5.1Principales patdogenos en la carne de pollo

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) han sido reconocidas como un
importante problema de salud publica a nivel mundial, la mayoria son infecciones
ocasionadas por bacterias, virus o0 parasitos que se encuentran adheridos a los
alimentos o a las superficies que se encuentran en contacto, ocasionando serios
problemas de contaminacion y numerosas pérdidas econémicas por los productos que

se desechan.

Los productos carnicos al ser ricos en nutrientes, proporcionan un entorno adecuado
para la proliferacion de diversos microorganismos, deteriorantes y patégenos. Debido a
la variedad de estudios que se han realizado sobre el tema, hay una lista de
microorganismos que histéricamente se han asociado a brotes por el consumo de

carnicos, destacando la carne de res y de pollo.

Dentro de estos microorganismos se incluyen: Salmonella, E. coli O157:H7 y no-
0157 productoras de toxina shiga (STEC), Listeria, Campylobacter, Clostridium

perfringens y Yersinia'4.

Con relacion a la calidad microbioldgica de la carne de pollo, se debe tener en cuenta

que la demanda mundial de carne de pollo se ha incrementado en los ultimos afios
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debido a su precio comparativamente bajo con otras carnes y por ser ademas una

excelente fuente de proteina®®.

Es importante entender que “Las poblaciones bacterianas en las canales de pollo,
estan determinadas por el tipo de poblaciones de bacterias presentes en el tracto
gastrointestinal de las aves, asi como de las bacterias que se adhieren en el proceso de
sacrificio y después de el™8, por lo que la calidad de la carne se puede ver afectada en

todas las fases del proceso.

A la carne de pollo se han asociado histéricamente los microorganismos
anteriormente nombrados y segin Castafieda et al'’ también se han encontrado:
Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Pasteurella multocida, Riemerella

anatipestifer, Staphylococcus aureus y Vibrio spp.

Aunque recientes estudios demuestran que “en caso de la carne de ave, Salmonella
spp y Campylobacter spp, son las causas mas comunes de ETAs vinculadas, mientras
que L. monocytogenes es un problema grave asociado a productos procesados de

carne de ave™l’.

La contaminacion de las canales de las aves puede provenir de la flora propia de la
piel del animal, microorganismos provenientes de las plumas que por contigiidad
durante el sacrificio pasan a la carne o por el contacto que tienen las canales con los

contaminantes durante el procesamiento®®,

En la industria alimentaria se emplean los microorganismos indicadores para obtener
informacion sobre las condiciones de higiene en las que se proces6 el alimento, para
establecer criterios microbioldgicos e incluso determinar la vida atil del producto; como

26



lo indica Pérez!® los indicadores que con mayor frecuencia se asocian a la carne de
pollo son mesdfilos, psicrotrofos, estafilococos coagulasa positivo, Clostridium sulfito

reductor y enterobacterias.

5.2 Desinfectante y caracteristicas de un desinfectante ideal

Los desinfectantes son sustancias quimicas empleadas principalmente sobre
superficies inanimadas, con el objetivo de destruir los organismos patégenos, las

caracteristicas de un desinfectante ideal son las siguientes:

-Eficacia: que tenga accion sobre variedad de microorganismos, tanto bacterias
Gram negativas como Gram positivas, de igual forma segun lo sefialado por Medina y
Valencia'® deben también destruir la mayoria de esporas flngicas y esporas

bacterianas.

-Estabilidad: esta se relaciona directamente con la materia organica, pues este no
debe reaccionar ni inactivarse en presencia de esta. Ya que “La materia organica que
puede estar presente en los equipos o superficies es capaz de reducir la capacidad

biocida de los desinfectantes, debido a su efecto diluyente”?.

-Tiempo de exposicion: siempre se busca que tenga un tiempo de acciébn menor, y
aunque ningun desinfectante puede actuar inmediatamente, el desinfectante ideal

tendra un tiempo menor de contacto si se compara con otros.

-Debe tener una capacidad de penetracion, la cual se relaciona directamente con la

eficiencia de este al destruir a los microorganismos.

27



-Facilmente solubles en agua, y arrastrables por enjuagado?, lo que indica que no
debe dejar residuos en las superficies; Ademas este no debe ser corrosivo, ni toxico

para el ser humano.

-Debe ser inodoro e incoloro, por lo que no debe tefiir las superficies a las que se

aplique.

-Econémicamente competitivos, segun Troya?® esto significa que debe haber una

relacion positiva entre costo y efectividad.

5.3Resistencia a desinfectantes

El principal mecanismo que utilizan los microrganismos para desarrollar resistencia a
los desinfectantes se basa en la formacion de biofilms; “El biofilm o biopelicula es una
capa viscosa de polisacarido extracelular, que puede desarrollarse sobre superficies
hidréfobas o hidréfilas, bidticas o abidticas, incluyendo vidrios, acero, plastico y goma,

materiales generalmente usados en el procesamiento de alimentos™.

Un claro ejemplo de esto, se expuso en el estudio de Dolores et al?! donde expone
gue los estafilococos coagulasa negativos (SCN) son grandes productores de biofilms y
estos constituyen el mayor componente de la microflora normal de humanos por lo que
pueden ser transferidos a los alimentos, a superficies de contacto o al ambiente de
procesamiento de los mismos productos. En el mismo estudio se determind la eficiencia
del hipoclorito de sodio frente al microorganismo Staphylococcus cohnii ya que es un
potente productor de biofilms y expusieron que este desinfectante producia un 100% de

muerte bacteriana y una disminucion en la formacion de biofilm a las 18 h.
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Existen microorganismos en los que se debe hacer mayor énfasis por ser causantes
de ETAs y ademas por encontrarse habitualmente en carnes contaminadas al ser
microorganismos zoonoticos. La S. enterica y el S. aureus son un importante problema
de salud en todo el mundo y esto se asocia con la capacidad de estos agentes

patdgenos de adherirse a Biofilms?2.

Gkana et al*?> demostré la capacidad de diversos desinfectantes como el cloruro de
benzalconio, hipoclorito de sodio (NaClO) o &cido peroxiacético frente a la eliminacion
de los biofilms formados por estos microrganismos y encontraron que el tratamiento con
NaClO (10 ppm) fracaso en la eliminacion de las células de biofilm de ambos patdégenos
en condiciones de cultivo. La resistencia de las células al cloro puede explicarse

parcialmente por la limitacion de la difusion de los desinfectantes al interior del biofilm.

En el estudio realizado por Vazquez et al’® se demostr6 la resistencia de los biofilms
a tres biocidas tradicionales (cloruro de benzalconio, &cido peracético e hipoclorito de
sodio); ademas, se evidencio que las cepas de S.aureus tenian una alta capacidad de
formacion de biofilm en superficies de acero inoxidable y alta resistencia a los
desinfectantes testeados, siendo este un importante patégeno bacteriano causante de

intoxicacion alimentaria.

Con respecto a Listeria monocytogenes este es uno de los microorganismos mas
importantes en la industria alimentaria, ya que a pesar de los tratamientos de limpieza y
desinfeccidon regulares creados para la eliminacion de este y otros microorganismos,
algunas cepas parecen persistir causando contaminacion prolongada, segun lo descrito

por Lunden et al.?* Ademas resalta que las respuestas adaptativas se desarrollan
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cuando las bacterias se exponen a concentraciones subletales de desinfectantes,
probablemente en plantas de procesamiento de alimentos como resultado de las

perturbaciones en la limpieza y desinfeccion.

La resistencia a los desinfectantes puede conducir a la adaptacion cruzada a otros
desinfectantes, aumentando la supervivencia de las bacterias, sin embargo se aclara
que esta adaptacion no parece ser de gran importancia en la supervivencia de las

células cuando el procedimiento de desinfeccion se realiza adecuadamente??,

Se ha especulado que el aumento de la resistencia puede tener un efecto sinérgico
con otros mecanismos de resistencia, con respecto a esto se pueden diferenciar dos

tipos de resistencia®®:

-Innata: Es una resistencia natural asociada a la presencia de enzimas, bombas de
flujo o diferencias estructurales en la composicién de la pared celular, caracteristicas

que determinan el espectro de actividad de los desinfectantes?6.

-Adquirida: En la cual los microorganismos pueden desarrollar resistencia a los
productos biocidas, debido a un cambio a nivel del genoma, que provoca una
mutacién?®. Por ejemplo, una mutaciéon espontanea a nivel de un cromosoma puede
otorgar a un organismo un caracter que le proporcione resistencia a una materia activa
biocida, posteriormente, al multiplicarse transmite el gen de la resistencia, este caracter

sera cada vez mas dominante en la poblacion presente?®.
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5.4Rotacion de desinfectantes

La resistencia microbiana es considerada como la pérdida de sensibilidad de un
microorganismo a un antimicrobiano al que originalmente era susceptible. “Este hecho
involucra necesariamente la aparicion de un cambio permanente en el material genético
del microorganismo que se transmite a sus descendientes, los que por este motivo

resultan también insensibles al antimicrobiano en cuestion”26,

Es por esta razén que la rotacion de desinfectantes en cualquier area industrial es
crucial, ya que se realiza con el objetivo de evitar generacion de tolerancias en la
microbiota contaminante, siempre teniendo en cuenta que la limpieza y desinfeccion
centra su atenciéon sobre aquellas superficies que contactan directamente con el

producto fabricado?’.

La limpieza y la desinfeccibn son etapas fundamentales en la higienizacion de
superficies industriales pero no siempre se consigue el resultado esperado, por lo que
la mayoria de las adaptaciones por parte de los microorganismos se relacionan con

errores en la limpieza y desinfeccion rutinaria.

La rotaciéon de desinfectantes se basaria entonces, en que cada cierto tiempo,
dependiendo del lugar, el tipo de contaminacion y la extensién de la misma, se cambia
el tipo de desinfectante creando un ciclo con dos, y preferiblemente tres productos de

desinfeccién diferentes. A pesar de la aparicion de fendmenos de adaptacion cruzada
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entre desinfectantes, nombrados anteriormente, y sin saber cOmo estos mecanismos
puedan afectar la rotacion, el sistema de rotacion continla siendo el que mejor

respuesta ofrece para evitar la formacioén de biofilms y progresiones de los mismos?2.

5.5 Factores que afectan los desinfectantes

En el desempefio de un desinfectante intervienen cuatro grupos de factores que
determinan su efectividad, seguridad y economia. Estos factores se identifican como

fisicos, fisicoquimicos, estructurales y bioldgicos?®.

Fisicos: Dentro de los factores fisicos se encuentran la concentracion, la temperatura
y el tiempo de exposicion o tiempo de accion. Cuando uno de estos factores permanece
constante, los otros dos tendran que variar en forma inversamente proporcional para
mantener una equivalencia de actividad para el producto; por ejemplo, si se da una
concentracion fija y la temperatura decrece, el tiempo de exposiciébn tendrd que
incrementarse?®. En el caso de la temperatura, el hipoclorito de sodio mantiene eficacia

a temperaturas muy bajas*®.

Fisicoquimicos: Dentro de este grupo de factores tenemos el pH o potencial de
hidrogeno, el cual es importante para cambiar la carga i6nica en la superficie de la
bacteria o bien para alterar el grado de acidez o alcalinidad del medio en que vive. El
pH determina el grado de disociacion y la efectividad del agente quimico, pues a menor

disociacion mayor permeabilidad y mayor efectividad?®.

Sustancias interferentes: La presencia de materia organica en el ambiente es un
excelente desafio al principio activo que se ensaya. En este caso, la materia organica

es oxidada y es destruida la flora bacteriana de su superficie pero no siempre se
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permite la penetracion del desinfectante dentro de su masa, donde se alojan gérmenes
infecciosos que no son exterminados, porque se ha constituido para ellos una defensa y

en esta forma se establece un reservorio.

Biolégicos: comprende puntos de vista relacionados al tipo de microorganismos y la
cantidad de ellos (carga microbiana). En este aspecto se tiene en cuenta especie del
microorganismo, presencia de formas vegetativas o el nimero de microorganismos

iniciales®0.

5.6 Hipoclorito de sodio y su mecanismo de accioén

El cloro es un agente oxidante que inactiva proteinas enzimaticas, es un potente
germicida con amplio espectro de actividad, efectivo en la eliminacién de bacterias,

esporas, hongos, virus y protozoos3'.

Los compuestos clorados tienen varias presentaciones comerciales: liquida
(hipoclorito de sodio) y solida (hipoclorito célcico), frente al uso de esta sustancia se
deben tener ciertas precauciones, ya que hay factores que pueden inhibir la accion de
este: Es incompatible con detergentes i6nicos, nunca debe mezclarse con &cidos o

alcoholes porque puede desprender gases, tiene efecto corrosivo y es decolorantes?.

Segln lo expresado por Idalina et al®* el hipoclorito de sodio puede producir
compuestos clorados carcinbgenos en el agua y ademas de la produccion de
subproductos no saludables, su eficiencia en la desinfeccidén se reduce en gran medida
por la presencia de materia organica. Por consiguiente, esto debe ser tenido en cuenta

para que el proceso de desinfeccion sea efectivo.
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5.7Pero6xido de hidrogeno y su mecanismo de accion

El peroxido de hidrogeno esta incluido en el grupo de los oxidantes, es decir que es
una sustancia capaz de ceder oxigeno. “Este compuesto produce la formacion de

radicales libres hidroxilos, que contribuyen a desestabilizar las moléculas celulares™.

Este tipo de desinfectantes al ser oxidantes actian sobre los grupos sulfhidrilos (—
SH) de las proteinas de estructura y funcion de las bacterias, al momento de oxidar
estos compuestos “los grupos sulfhidrilos libres dan lugar a puentes disulfuro, con lo
que cambia la conformacién de las proteinas que forman dichas enzimas, con pérdida

de su funcién y como consecuencia la muerte celular4.

El peroxido de hidrogeno en contacto con otros catalizadores organicos e
inorganicos, como por ejemplo la enzima catalasa (enzima presente en todos los tejidos
de los organismos vivos que cataliza la descomposicién del perdxido de hidrogeno en

oxigeno y agua), se descompone liberando moléculas de oxigeno®.

La concentracion del desinfectante es muy importante para asegurar la eficacia,
segun R.Vignoli*® utilizado en soluciéon al 3% es de escasa y breve actividad como
antiséptico, ya que es rapidamente inactivado por enzimas, por el contrario en

soluciones estabilizadas al 10% actia como desinfectante de alto nivel.

Es un desinfectante de amplio espectro de accion, es efectivo frente a bacterias,
hongos, algunos virus y esporas, los microorganismos anaerobios son incluso mas
sensibles por no disponer de actividad peroxidasa; en general, presenta mayor poder

bactericida frente a especies Gram negativas que Gram positivas*.
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5.8Método de dilucién-neutralizacion

Para valorar la actividad de un antiséptico o desinfectante, se determina su
concentracion minima bactericida (CMB). Para ello, los procedimientos més utilizados
son los test in vitro cuantitativos con microorganismos en suspension, y entre ellos el
método de dilucidén-neutralizacion, que se aplica para la valoracion de antisépticos y

desinfectantes para los que existe un neutralizante3®.

Como lo establece la NTC 5150 el principio del método consiste en tomar una
suspension de bacterias y afiadirla a una muestra preparada del producto que va a
someterse a prueba, después de un tiempo de contacto seleccionado entre uno de los
siguientes: 1 min, 5 min, 15 min, 30 min, 45 min o0 60 min + 10 s, se toma una alicuota y
se neutraliza inmediatamente la accion bactericida o se suprime mediante un método
validado. Se determina el nimero de bacterias sobrevivientes en cada muestra y se

calcula la reduccién que se ha producido en los recuentos viables?’.

El objetivo de un test biocida es la determinacidbn exacta de las células
sobrevivientes en relacion al tiempo y la concentracion del desinfectante que se esta
evaluando, es decir que mide la eliminacién de microorganismos a partir del nimero de

organismos capaces de crecer después de la exposicion al agente antimicrobial38.
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5.9Relacién de la resistencia bacteriana a antibiéticos con la resistencia a los
desinfectantes

El aumento en la incidencia de comida contaminada por patégenos ha generado un
gran costo social y econémico porque se ven involucrados los organismos de salud
publica y la industria de alimentos, lo cual demanda gran efectividad de los
desinfectantes y los agentes de limpieza, a los que se les debe controlar temperatura,

pH, tiempo de contacto, composicién, concentracion y rotacions3®

Segin Huet A et al*® concentraciones reducidas de los productos quimicos
denominados biocidas, pueden hacer que la bacteria Staphylococcus aureus elimine las
sustancias quimicas toxicas de la célula de una forma todavia mas eficaz, lo que la
puede hacer resistente a la muerte causada por algunos antibiéticos. Se demostr6é que
esta bacteria crea bombas de flujo para contrarrestar la accion del desinfectante y que
luego de exponerla a concentraciones subletales de esta sustancia, se producian

mutantes que creaban mas bombas de flujo de lo normal“.

Por otro lado, Cabrera et al*! indica que uno de los factores que generan resistencia
a ciertos antibidticos se debe a que las sustancias antibacterianas que presentan
distintos biocidas, son semejantes a los antibioticos en su accidén y pueden apresurar la
resistencia en ciertas cepas. Segun esto se puede indicar que el uso indiscriminado de
ciertas sustancias desinfectantes en la industria puede acelerar el desarrollo de

mecanismos de resistencia a los antibiéticos mas utilizados.
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5.10 Proceso de limpieza y desinfeccidon de la planta de beneficio avicola
evaluada

1. Limpieza en seco: Se remueven todos los restos de material organico presentes
en el piso, paredes, techos y en las superficies de maquinas, equipos Yy
utensilios.

2. Pre limpieza humeda: En esta fase se remueve el material que no se pudo
eliminar en el paso anterior, usando agua fria potable con hidrolavadoras. Este
procedimiento se realiza hasta que visualmente ya no se evidencie ningun tipo
de residuo.

3. Lavado y desinfeccion: Se emplea jabon desengrasante, esponjas abrasivas y
escobas para retirar la grasa adherida a las superficies, y para la desinfeccion se
usa hipoclorito de sodio.

4. Enjuague: Se retiran las sustancias aplicadas en el paso anterior con abundante
agua a presion.

5. Inspeccion final: El encargado de control de calidad verifica la limpieza de las

diferentes areas y realiza las observaciones.

5.10.1 Falencias detectadas en el proceso de limpieza y desinfeccion

-Se emplea Unicamente una sustancia desinfectante

-No se tiene control sobre la concentracion de las soluciones desinfectantes, se

realiza segun criterio de las personas encargadas de ejecutar las actividades.

-En ocasiones se mezcla el desinfectante con el jabén empleado en la limpieza.

37



-No se tiene estandarizado el tiempo de accion del desinfectante.

5.11 Contaminacion de la carne de ave en el proceso de produccion

La contaminacién de la carne de ave se puede presentar en distintos puntos de su
proceso de produccién, desde la crianza de las aves hasta la preparacion del
alimento para su consumo final. Para poder analizar esto la FAO#? proporciono un
panorama general de los factores de riesgo de las enfermedades de transmision
alimentaria relacionadas con el consumo de aves de corral y productos avicolas,
donde mostro que el riesgo més alto de adquirir una ETA por el consumo de este
tipo de carne, se encuentra en el proceso de produccién a nivel industrializado,
resaltando que el riesgo se aumenta si en la cadena de produccion se rompe la

cadena de frio.

Durante el proceso de sacrificio y produccion la tasa de contaminacién bacteriana es
muy representativa, aumentando o disminuyendo dependiendo de la etapa del
proceso, como se evidencia en la Figura 1, donde el desplume representa el
principal riesgo de contaminacion de la carne debido a que hay un contacto directo
entre todas las canales de las aves, ademas de que las plumas contaminadas
guedan en la desplumadora, convirtiéndose asi en punto critico de contaminacion.
Esto confirma aln mas la importancia de llevar un correcto control de calidad en los
procesos de limpieza y desinfeccion de las superficies de la planta, especialmente

en puntos criticos como el nombrado anteriormente.
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Tasa de contaminacion bacteriana por fase del proceso de sacrificio

Tasa de contaminacidn bacteriana relativa

I L I ’ X } 3 ' 1
F T T T T T T T 1

Aoes wivas Desangrado Escaldado  Eliminacidn de  Ewiscerado Enjuague Elaboracion Preparacion
(examguinacidn) plumas/Desplurne para la venta

Fase del proceso de sacrificio

Figura 1. Tasa de contaminacion bacteriana por fase del proceso de sacrificio segun

la FAO#2.

La carne y sus derivados pertenecen al grupo de alimentos de mayor riesgo en
salud publica, ya que sus caracteristicas de composicion favorecen la proliferacion
microbiana, y por consiguiente cualquier deficiencia en las condiciones de
produccién, procesamiento, manipulaciéon, conservacion, transporte vy
comercializacion pueden ocasionar trastornos a la salud del consumidor, como lo
indica Martinez*3, donde ademas sefiala que los puntos mas criticos para el control
de calidad de la carne son el desollado, ya que la piel del animal suele venir sucia y
posiblemente contaminada, y el eviscerado ya que el contenido intestinal puede

contaminar las demas canales y las superficies donde se hace la evisceracion.

En el afio 2012 en Venezuela se realizé un estudio donde se determind la frecuencia
total de muestras positivas a Salmonella, Listeria y aerobios mesofilos en 5 plantas

de beneficio de pollos en 3 fases del proceso de produccion: evisceracion, pre-
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enfriamiento y enfriamiento?*. Los resultados demostraron la presencia de
Salmonella spp en los cinco mataderos, principalmente en la fase de evisceracion
donde fueron positivas 6 de 6, demostrando la criticidad en esta etapa. Ademas
identificaron otros puntos criticos como lo son los tanques de pre-enfriamiento y
enfriamiento, ya que se evidencio que no hay una disminucién progresiva en el
namero de canales positivas a Salmonella spp desde el pre enfriamiento al
envasado, teniendo en cuenta que el objetivo de sumergir las canales en estos
tanques es reducir la temperatura de las canales y disminuir asi la contaminacion

microbiana®*4.

Todos los estudios relacionados anteriormente demuestran la importancia no solo
de llevar un correcto control en el proceso de limpieza y desinfeccién, sino ademas
expone la necesidad de que cada planta de beneficio identifique sus puntos criticos,
donde el monitoreo de superficies debe ser méas riguroso por la carga microbiologica

que se presenta.
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6. Marco legal

6.1Normatividad Colombiana sobre la vigilancia de los productos carnicos

En los dltimos afos el gobierno nacional ha venido expidiendo una serie de
reglamentaciones, con el propésito de que el pais consolide un sistema de vigilancia

riguroso en los productos carnicos destinados para el consumo humano.

Dentro de estas encontramos el decreto No 2270 de 2012 en el cual “se establecio el
reglamento técnico a través del cual se crea el sistema oficial de inspeccidn, vigilancia y
control de la carne, productos carnicos comestibles y derivados carnicos, destinados
para el consumo humano y se fijaron los requisitos sanitarios y de inocuidad que se
deben cumplir en su producciébn primaria, beneficio, desposte, desprese,
procesamiento, almacenamiento, transporte, comercializacion, expendio, importacion o

exportacion”®,

En la resolucion numero 2690 de 2015 se establecen las directrices para la
formulacion del programa de verificacion microbiolégica del sistema oficial de
inspeccion, vigilancia y control de la carne y productos carnicos comestibles*é; en este
documento como se puede observar en la tabla 1, se indican cuales son los
microorganismos que se deben incluir en el programa de vigilancia y el objetivo de
controlarlos. Ademas, sefiala que es el Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos (INVIMA) quien tiene la autoridad para establecer los
procedimientos que se deben llevar a cabo en el programa de verificacion

microbiolégica.
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Tabla N°1 Microorganismos indicadores que se deben incluir en el programa de

verificacion microbiologica segun la resolucion 2690 de 2015.

MICROORGANISMO

E. coli genérico

Salmonella spp.

Escherichia coli 0157:H7

Escherichia coli no 0157 (STEC)

productores de toxina shiga

Campylobacter spp.

OBJETIVO

Evaluar la eficacia de la limpieza y

desinfeccion 'y como criterio de

verificacion del control de procesos.

Cumplimiento de estandar de desempefio

Control de microorganismos patdgenos

Control de microorganismos patégenos

Cumplimiento de estandar de desempefio
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7. Disefio metodoldgico

7.1Tipo de investigacion

Descriptiva, transversal, prospectivo.

7.2Poblacion de estudio

Las sustancias desinfectantes: Hipoclorito de sodio y peréxido de hidrogeno

7.3Muestra

Microorganismos aislados de las superficies presentes en las areas de

procesamiento de la planta de beneficio avicola.

7.4Hipotesis

Teniendo en cuenta que esta industria de beneficio de aves emplea en su protocolo
de desinfeccién Unicamente hipoclorito de sodio, se esperaria que luego de poner a
prueba las suspensiones bacterianas con este desinfectante los resultados indiquen
una baja actividad bactericida, teniendo en cuenta que el uso constante de esta

sustancia puede favorecer la aparicion de mecanismos de resistencia bacteriana.
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7.5Variables

Dependientes

Cepa control y cepas bacterianas aisladas de las superficies que estan en contacto

con el alimento en la planta procesadora de beneficio avicola.

Independientes

Capacidad desinfectante del hipoclorito de sodio y el peroxido de hidrogeno frente a
la cepa control y cepas bacterianas aisladas de las superficies de la planta de beneficio

de aves.

7.6Puntos de muestreo

Las areas de muestreo seleccionadas son aquellas que tengan contacto directo con
el producto, y que se consideren como puntos criticos de contaminacion del alimento,
por tanto, se tomaran muestras de las areas de evisceracion, empaque de visceras y

empaque de producto final.

8. Procedimiento

8.1Aislamiento e identificacion de los microorganismos presentes en las
superficies

NOTA. Las muestras fueron tomadas después de terminadas las actividades de
limpieza y desinfeccion diarias.

1. Seleccionar los puntos de toma de muestra: el criterio para escoger las
superficies a muestrear era que tuvieran contacto directo con las canales o

visceras destinadas a consumo humano.
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2. Antes de tomar las muestras se realizd una verificacion visual del proceso de
limpieza, para corroborar que no quedaran restos de materia organica.

3. Para tomar las muestras se utilizé la técnica de frotado con torundas o hisopos
de algoddn, la cual consiste en utilizar un hisopo previamente humedecido en
agua peptonada para que los microorganismos se adhieran a este, luego se frota
en el area previamente delimitada visualmente o con la plantilla seleccionada,
que va aproximadamente de 20 a 100 cm? 47,

En este caso se delimito un area de 20 cm?, se realiz6 un frotis horizontal y luego
vertical y se introdujo el hisopo en un tubo con agua peptonada; este
procedimiento se repitié con cada una de las 10 superficies seleccionadas.

4. Se realiza la siembra de todas las muestras tomadas en agar nutritivo y agar
Mac Conkey, y se incuba posteriormente a 37°C por 24 horas.

5. Para realizar la clasificacion de los microorganismos se evalla la morfologia por
medio de la coloracion de Gram.

6. Se hacen réplicas de los microorganismos aislados dependiendo de la
identificacion anterior en los medios agar nutritivo y agar Mac Conkey.

7. Se realiza la identificacion final mediante el método BBL Crystal.

8.2Preparacion de suspensiones bacterianas y soluciones de prueba

1. Para obtener los cultivos de trabajo de los organismos, a partir del primer cultivo,
se realiza una siembra en agar Soya triptona (TSA) y se incuba de 18 a 24
horas.

2. En frascos de vidrio que contienen 20 ml de agua triptona bufferada se realizan

las suspensiones de trabajo con el patron 1 de la escala de Mac Farland.
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2.1 Control de la concentracion de cada suspension bacteriana: se preparan
diluciones 10 y 107y se siembran por duplicado en 1 ml de medio TSA fundido,

para realizar su posterior recuento luego de 24-48 horas de incubacion.

2.2 Recuento de las suspensiones bacterianas de prueba (N): Se cuenta el nUmero
de colonias y se determina el nimero de UFC de cada una. Nuevamente se incuban
las placas durante 24 h méas y se realiza el conteo de las placas con colonias bien
separadas. Para el resultado final, el nUmero de colonias que se deja es el que
presenta el nimero mas alto para cada muestra, y se determina las UFC con la

siguiente formula:

C
Recuento inicial = 1+ 01wn2)d (Ecuacion 1)

C= Es la suma de las colonias contadas sobre todas las placas que se tienen en

cuenta.
nl= es el nimero de placas que se toman en cuenta en la primera dilucion.
n2= es el nimero de placas que se toman en cuenta en la segunda dilucion.

d= es el factor de dilucién correspondiente a la primera dilucion que se toma en

cuenta.

8.3Preparacion de soluciones del producto que se somete a prueba

1. Utilizando aforos de 100 ml y como diluyente agua destilada se preparan las
soluciones de cada desinfectante a evaluar: hipoclorito de sodio y peroxido de

hidrogeno.
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2. De la solucién preparada en el paso anterior, se toman 8 ml de esta con 1 ml de
agua destilada en tubos de vidrio. (Esta es la solucién de prueba que se va a

utilizar en la prueba de cada desinfectante a las 3 concentraciones probadas)

8.4 Procedimiento del método dilucion/neutralizaciéon para verificar la
actividad bactericida de los productos

1. Altubo con 9 ml de la solucion desinfectante preparada anteriormente se afiade
1 ml de la suspension del microorganismo, se mezcla, se empieza a medir el
tiempo y se coloca en un bafio de agua a 20°C.

2. Luego de finalizar los primeros 5 minutos, se toma 1 ml de la solucion y se
transfieren a un tubo que contiene 9 ml de la solucién neutralizante.

3. Luego de 5 minutos de neutralizacién, se toma 1 ml de esta solucion y se
siembra por profundidad y duplicado en agar TSA, y se incuba durante 24 a 48h
a37°C.

4. Se realiza el mismo procedimiento anterior, pero utilizando como tiempo de
contacto con el desinfectante 15 minutos.

5. Luego de 24 horas de incubacion, se cuentan las colonias de las cajas que
permitan el recuento y que estan bien separadas, y se determina el nimero de
UFC de cada placa.

6. Se incuban de nuevo las placas durante 24 horas y se vuelve a determinar el
namero de UFC.

7. Se realiza el recuento de la mezcla de prueba utilizando la siguiente férmula:
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Rp = — (ecuacion 2)

Rp= Recuento de prueba

c=sumatoria del nimero de colonias en cada placa

n=numero de placas tenidas en cuenta para el recuento

d=es el factor de dilucion correspondiente a la dilucion que se toma en cuenta
(104

8.5Validacién del método dilucidon/neutralizaciéon

1. Se realizan suspensiones de los microorganismos aislados en tubos de vidrio
con 20 ml de agua triptona bufferada, utilizando el patrén nimero 0.5 de la
escala de Mac Farland.

2. De cada suspension se prepara una dilucion 101 utilizando agua triptona
bufferada, y se siembra por profundidad en medio TSA.

3. Para el recuento de las suspensiones bacterianas de prueba (Nv) se determinan
las UFC a las 24 y 48 horas. La determinacion de las colonias se realiza con la

ecuacion 2 nombrada anteriormente.

8.6Validacién del neutralizante
1. Se colocan 8 ml del neutralizador elegido, en dos recipientes de capacidad
adecuada y se llevan a bafio de agua controlado de 20°C hasta su utilizacion.

2. Control de toxicidad: se afiade 1 ml de agua destilada al primer recipiente, este

va a ser el control de toxicidad del neutralizante. (Nx)
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2.1Control del método: Se aflade 1 ml de la solucion del producto a ensayar al
segundo recipiente que contiene neutralizante, el cual va a ser el control de
dilucion-neutralizacion. (Ny)

3. Se dejan en contacto 5 minutos en los dos recipientes, y se afiade 1 ml de la
suspension bacteriana preparada para la validacion anterior, se deja reposar
durante 30 minutos y se siembran 1 ml de cada recipiente por profundidad en
agar TSA.

4. Utilizando la ecuacién 2 se realiza el recuento de Nx y Ny.

5. Posteriormente se verifica si los recuentos obtenidos se correlacionan con los
que estipula la NTC 5150, para indicar que el neutralizante fue validado

correctamente.

8.7Calculo de la disminucién de la viabilidad

Para cada organismo de prueba y cada concentracién del producto a someter a
prueba, se calcula y registra la reduccion de la viabilidad (en UFC/ml) de la siguiente

forma:

Rix10~1

Reduccion de viabilidad = (ecuacion 3)

Ri: Recuento inicial de la suspension de prueba (ecuacién 1).

Rp: Recuento de prueba (ecuacion 2).

Nota: Debe considerarse que el producto ha pasado la prueba si se demuestra una

reduccion de la viabilidad de 10° UFC/mI o superior.
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9. Resultados

9.1Aislamiento e identificacion de los microorganismos presentes en las
superficies

Tabla N°2 Puntos de muestreo y morfologia observada mediante coloracion de Gram.

Area Sitio de toma de muestra Morfologia

Empaque de viscera No presento crecimiento

Figura 2. Tanque de enfriamiento
de visceras

Empaque de viscera Bacilos Gram positivos

Figura 3. Canales de caida de
visceras
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Empaque de viscera Bacilos Gram negativos

Empaque de viscera Bacilos Gram negativos

Cocos Gram positivos

Figura 5. Mesa de seleccion de
producto

Empaque de canales Cocos Gram positivos

Figura 6. Banda transportadora de
canales
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Enfriamiento Bacilos Gram negativos

Figura 7. Tanque 4 de enfriamiento
de canales

Evisceracion Cocos Gram positivos

Bacilos Gram negativos

Figura 8. Banda transportadora de
visceras

Evisceracion No presentod crecimiento

Figura 9. Canal de caida de pollo
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Evisceracion No presento crecimiento

Figura 10. Banda transportadora de
pollo a tanque de pre enfriamiento

Evisceracién Bacilos Gram negativos

Sindl¥ i

—

Figura 11. Descolgador de pollo

Luego de realizar las respectivas replicas para lograr el correcto aislamiento de los
microorganismos, se tuvo en cuenta la obtencion de colonias puras y se escogieron
aguellos que se desarrollaron a partir de la muestra N°2 y la muestra N°6, para la

identificacion mediante el método BBL CRYSTAL.
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Tabla N°3 Microorganismos identificados mediante el método BBL CRYSTAL.

Figura 12. Aislamiento en agar nutritivo de Figura 13. Aislamiento en agar Mac Conkey
bacilos Gram positivos a partir de la de bacilos Gram negativos a partir de la
muestra tomada en las canales de caida de muestra tomada del tanque de enfriamiento.

visceras.

Microorganismos identificados mediante el método BBL CRYSTAL

Bacillus licheniformis 98,5% Klebsiella oxytoca 93,2%
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9.2Recuento de la suspensién bacteriana de prueba

Para obtener los cultivos de trabajo los organismos identificados y la cepa control
fueron sembrados en agar TSA e incubados por 24 horas, a partir de estos se realizo la
suspension de trabajo en la cual se prepararon diluciones y se sembraron por duplicado
en medio TSA fundido, para luego realizar el recuento de las UFC desarrolladas a las

24 y 48 horas de incubacion, las cuales arrojaron los siguientes resultados:

Tabla N°4 Recuento de las suspensiones bacterianas de prueba.

Microorganismo RECUENTO A LAS 24 HORAS DE INCUBACION
Klebsiella oxytoca 130 280 92 116
Bacillus licheniformis Incontable 90 198 Incontable
Escherichia coli - Control 67 68 36 29

Microorganismo RECUENTO A LAS 48 HORAS DE INCUBACION
Klebsiella oxytoca 210 Incontable 180 230
Bacillus licheniformis Incontable 190 262 Incontable
Escherichia coli - Control 93 98 66 45
Incontable >300UFC

NOTA: Los cuadros que estan resaltados son los valores que se van a tener en
cuenta para el calculo de la suspension bacteriana de prueba (N), ya que son los
valores mas altos obtenidos para cada muestra luego del recuento a las 24 y 48 horas y

son menores a 300 UFC, por lo que cumplen el criterio establecido en la NTC 5150.
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9.3Método de dilucion/neutralizaciéon para verificar la actividad bactericida de

los productos

Las soluciones desinfectantes en concentraciones de 5%, 10% y 15% fueron puestas

a prueba con las suspensiones de los microorganismos en diferentes tiempos de

contacto (5minutos y 15minutos), estas preparaciones fueron sembradas e incubadas a

24 y 48 horas, transcurrido cada tiempo se determind el nimero de UFC, las cuales

arrojaron los siguientes resultados:

Tabla N°5 Resultados del método de dilucién/neutralizacién para verificar la actividad
bactericida del hipoclorito de sodio y el perdxido de hidrogeno a los 5 minutos de
contacto y 24 horas de incubacion.

5 MINUTOS DE CONTACTO- UFC / PLACA A LAS 24 HORAS DE INCUBACION

MICROORGANISMO | HIPOCLORITO | HIPOCLORITO | HIPOCLORITO | PEROXIDO | PEROXIDO | PEROXIDO
5% 10% 15% 5% 10% 15%

Klebsiella oxytoca | 163 155 21 25 11 9 21 | 16 7 0 0 0

Bacillus 35 42 6 9 0 0 57 | 66 24 | 31 27 24

licheniformis

Escherichia coli - 68 78 12 17 8 4 11 7 0 0 0 0

Control
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Tabla N°6 Resultados del método de dilucién/neutralizacién para verificar la actividad
bactericida del hipoclorito de sodio y el perdxido de hidrogeno a los 5 minutos de
contacto y 48 horas de incubacion.

5 MINUTOS DE CONTACTO- UFC / PLACA A LAS 48 HORAS DE INCUBACION

MICROORGANISMO | HIPOCLORITO | HIPOCLORITO | HIPOCLORITO | PEROXIDO | PEROXIDO | PEROXIDO
5% 10% 15% 5% 10% 15%

Klebsiella oxytoca | 235 | 288 61 53 31 29 36 | 19 | 13 3 0 0

Bacillus 63 50 18 15 2 0 61 | 77 28 | 39 | 31 26

licheniformis

Escherichia coli - 93 103 21 28 13 9 17 7 0 0 0 0

Control

Tabla N°7 Resultados del método de dilucién/neutralizacién para verificar la actividad
bactericida del hipoclorito de sodio y el peroxido de hidrogeno a los 15 minutos de
contacto y 24 horas de incubacion.

15 MINUTOS DE CONTACTO- UFC / PLACA A LAS 24 HORAS DE INCUBACION

MICROORGANISMO | HIPOCLORITO | HIPOCLORITO | HIPOCLORITO | PEROXIDO | PEROXIDO | PEROXIDO
5% 10% 15% 5% 10% 15%

Klebsiella oxytoca | 38 44 14 14 1 0 0 0 0 0 0 0

Bacillus 22 28 0 0 0 0 14 9 0 0 0 0

licheniformis

Escherichia coli - 3 1 4 0 0 2 0 0 0 0 0 0

Control
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Tabla N°8 Resultados del método de dilucién/neutralizacién para verificar la actividad
bactericida del hipoclorito de sodio y el perdxido de hidrogeno a los 15 minutos de
contacto y 48 horas de incubacion.

15 MINUTOS DE CONTACTO- UFC / PLACA A LAS 48 HORAS DE INCUBACION

MICROORGANISMO | HIPOCLORITO | HIPOCLORITO | HIPOCLORITO | PEROXIDO | PEROXIDO | PEROXIDO
5% 10% 15% 5% 10% 15%

Klebsiella oxytoca | 72 66 32 34 3 12 2 0 0 0 0 0

Bacillus 29 38 5 0 0 0 21 17 0 0 0 0

licheniformis

Escherichia coli - 13 11 11 0 6 3 0 0 0 0 0 0

Control

Figura 14. Método de recuento de unidades formadoras de colonias.
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9.4Validacién del método dilucién/neutralizaciéon

9.4.1 Preparacion de la suspension bacteriana y recuento para la validacién del
método (Nv).
Se realizaron suspensiones de los microorganismos aislados y a partir de estas se
prepararon diluciones 101, se sembraron por profundidad en medio TSA y se realiz6 el

recuento a las 24 y 48 horas, el cual arrojo los siguientes resultados:

Tabla N°9 Recuento de la suspensién bacteriana preparada a partir de la dilucién10*
para la validacion del método (Nv).

DILUCION 101 A LAS 24 HORAS DE INCUBACION (UFC)

1 2
Klebsiella oxytoca 265 242
Bacillus licheniformis 39 45

DILUCION 10 A LAS 48 HORAS DE INCUBACION (UFC)

1

2

Klebsiella oxytoca

Incontable (> 300 UFC)

258

Bacillus licheniformis)

193

Incontable (>300 UFC)
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9.5Validacién del neutralizante

9.5.1 Control de toxicidad y control del método para validar el neutralizante

Con el tiosulfato de sodio escogido como neutralizador de las sustancias
desinfectantes se realiz6 el control de toxicidad y el control del método como lo describe
el procedimiento y se sembré por profundidad en medio TSA, posteriormente se realizd

el recuento a las 24 y 48 horas, el cual arroj6 los siguientes resultados:

Tabla N°10 Control de toxicidad y control del método para validar el neutralizante.

A LAS 24 HORAS DE INCUBACION (UFC)

Control dilucion
neutralizaciéon
peroxido (15%)

Control dilucion
neutralizacion**
hipoclorito (15%)

Control toxicidad*

1 2 1 2 1 2
Klebsiella oxytoca 160 142 25 29 2 8
Bacillus licheniformis 230 198 6 8 28 15

A LAS 48 HORAS DE INCUBACION (UFC)

Control toxicidad

Control dilucién
neutralizacion
hipoclorito (15%)

Control dilucion
neutralizacién
peréxido (15%)

1 2 1 2 1 2

Klebsiella oxytoca 280 220 36 52 13 22

Bacillus licheniformis | Incontable 263 18 23 36 20
(>300 ufc)
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*Control de toxicidad: Agua destilada + neutralizador + suspension bacteriana
preparada para la validacion.

**Control dilucion neutralizacion: Neutralizador + solucién del producto a evaluar +
suspensién bacteriana preparada para la validacion.

9.5.2 Valores obtenidos luego de aplicar las formulas descritas en la NTC
5150 de 2003

Tabla N°11 verificacion de la metodologia y validacion del método.

Organismo Recuento viable (UFC/mI)
de la
prueba Suspensién | Suspensién | Control de la Control de Control de
bacteriana bacteriana toxicidad del | dilucién/neutrali | dilucion/neutral
de la prueba | de la neutralizador zacion (Ny) izacion (Ny)
(N) validacién (Nx) _ _ o
(NV) Hipoclorito Peréxido
(15%) (15%)
Klebsiella 2.8x108 2.5x103 2.5x10°3 4.4x102 1.8x10?
oxytoca
Bacillus 4.1x108 1.9x103 2.6x10°3 2.2x102 2.8x102
licheniformis
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9.5.3 Recuentos viables para la mezcla de prueba (NA)

Tabla N°12 Recuentos viables para el hipoclorito de sodio.

Organismo de la Recuentos viables (UFC/mI)

prueba _ ) )
Hipoclorito - 5 minutos de contacto
5% 10% 15%

Klebsiella oxytoca 2.6x10°3 5.7x10? 3.0x10?
Bacillus 5.6x102 1.6x10? 2.0x10*
licheniformis

Escherichia coli - 9.8x10? 2.4x102 1.1x102
Control

Organismo de la

Recuentos viables (UFC/mI)

prueba . ) .
Hipoclorito - 15 minutos de contacto
5% 10% 15%
Klebsiella oxytoca 6.9x107 3.3x10? 7.5x10%
Bacillus 3.4x10? 5.0x10?! < 1,5 x10?
licheniformis
Escherichia coli - 1.2x102 1.1x102 4.5x101!
Control
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Tabla N°13 Recuentos viables para el peréxido de hidrogeno.

Organismo de la
prueba

Recuentos viables (Ufc/ml)

Peroxido - 5 minutos de contacto

5% 10% 15%
Klebsiella oxytoca 2.8x10? 8.0x10? < 1,5x10?
Bacillus 6.9x10% 3.4x10? 2.8x102
licheniformis
Escherichia coli - 1.2x102 <1,5x102 < 1,5x102
Control
Organismo de la Recuentos viables (Ufc/ml)
prueba . . .

Peroxido - 15 minutos de contacto

5% 10% 15%
Klebsiella oxytoca 2.0x10*% < 1,5x102 < 1,5x102?
Bacillus 1.9x10? <1,5x102 < 1,5x102
licheniformis
Escherichia coli - <1,5x102 <1,5x102 < 1,5x102
Control
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9.6Reduccion de la viabilidad bacteriana luego de estar en contacto con el
desinfectante

-Debe considerarse que el producto ha pasado la prueba si se demuestra una

reduccion de la viabilidad de 10> UFC/mI o superior.

-La concentracion mas alta debe producir una reduccion de la viabilidad mayor o menor

de 10°% UFC/ml.

Tabla N°14. Reduccion de la viabilidad bacteriana luego de estar en contacto con el
hipoclorito de sodio.

Organismo de la Recuentos viables (UFC/mI)
prueba _ ) )
Hipoclorito - 5 minutos de contacto
5% 10% 15%
Klebsiella oxytoca 1.07692 x104 4.91228 x104 9.3 x104
Bacillus 7.3 x10% 2.5 x10° 2.0 x10°
licheniformis
Organismo de la Recuentos viables (UFC/mI)
prueba . ) .
Hipoclorito - 15 minutos de contacto
5% 10% 15%
Klebsiella oxytoca 5.9 x104 8.4 x104 3.7 x10°
Bacillus 1.2 x10° 8.2 x10° 2.7 x10°
licheniformis
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Tabla N°15. Reduccion de la viabilidad bacteriana luego de estar en contacto con el
peréxido de hidrogeno.

Organismo de la

Recuentos viables (UFC/mI)

prueba . i
Peroxido - 5 minutos de contacto
5% 10% 15%
Klebsiella oxytoca 1.0 x10° 3.5 x10° 1.8 x10°
Bacillus 5.9 x104 1.2 x10° <1.46 x10°
licheniformis
Organismo de la Recuentos viables (UFC/mI)
prueba . _
Peroxido - 15 minutos de contacto
5% 10% 15%
Klebsiella oxytoca 1.4 x10° <1.8 x10° <1.8 x10°
Bacillus 2.1 x10° <2.7 x10° <2.7 x10°
licheniformis
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10.Discusién

El aislamiento y la identificacion de los microorganismos presentes en las superficies
fue la primera etapa de la metodologia, esto con el objetivo de trabajar con la flora real
gue se encuentra en esta industria avicola en especifico, y con la intencidon de poder
evaluar realmente la accion que ejercian las sustancias desinfectantes sobre los
mMismos, con respecto a esto se encontraron de mayor a menor proporcion bacilos
Gram negativos, cocos Gram positivos, bacilos Gram positivos, de estos se purificaron
e identificaron 2 microorganismos mediante el método BBL CRYSTAL los cuales

correspondieron a Bacillus licheniformis y Klebsiella oxytoca.

Las bacterias del género Bacillus se encuentran ampliamente distribuidas en
diversos hébitats que incluyen ecosistemas de agua dulce, marinos y en el suelo. A
parte de la produccion de endosporas, se destacan caracteristicas como la degradacion
de la mayoria de los sustratos derivados de plantas y animales, incluyendo celulosa,
almidon, pectina, proteinas, etc., factores que aumentan la facilidad de este tipo de

bacterias para sobrevivir a casi todo tipo de ambientes*2.

Como lo sefiala Tejero et al*® la presencia de endosporas bacterianas constituye una
estructura de resistencia que puede permanecer viable durante una gran cantidad de
tiempo hasta que las condiciones se tornen favorables para el desarrollo de la forma

vegetativa.

Segun informacién de la Organizacion Panamericana de la Salud*® acerca de los
peligros bioldgicos, se indica que algunas cepas de B. subtilis y B. licheniformis fueron

aisladas en ovejas y aves, identificadas en episodios de ETA. Estos organismos
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producen toxinas altamente termoestables, que pueden ser semejantes a la toxina

emeética producida por B. cereus.

Las bacterias del género Klebsiella, actualmente son de gran importancia en salud,
ya que las enterobacterias comprenden universalmente el 50% de los aislados
encontrados en infecciones adquiridas en los hospitales y 80% de todos los aislados
Gram negativos como lo sefiala Echeverry et al®®. Adicional al incremento en su
prevalencia, se reporta un aumento de microorganismos de este género resistentes a
los antimicrobianos alrededor del mundo y en nuestro pais, ya que en los ultimos cinco
afios se ha presentado una mayor frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE
(Betalactamasas de espectro extendido), generando tasas de resistencia hasta de 40%

en los aislamientos en América Latina>?.

En un estudio realizado en Ecuador para determinar la susceptibilidad a los
antibioticos de uso veterinario en Enterobacterias aisladas de pollos faenados que se
expenden en el mercado, demuestran que de 72 muestras de enjuague de pollo
analizadas se identificaron 11 bacterias entre las cuales Klebsiella oxytoca fue la
bacteria con mayor incidencia representando el 22,22% del universo total de la muestra,
ademas se encontrd que esta fue resistente a 11 de los 12 antibidticos puestos a
prueba. Finalmente concluyen que el uso de antibidticos en la produccion de aves de
corral es un factor de riesgo que favorece la aparicion de bacterias Gram negativas
resistentes, mas teniendo en cuenta que por facilidad en los galpones muchas veces se

suministra tratamiento innecesario a pollos que no se encuentran enfermos®2.
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En el afio 2017 la organizacion mundial de la salud publicé la lista de las bacterias
para las que se necesitan urgentemente nuevos antibioticos, la cual se encuentra
dividida en tres categorias: prioridad critica, alta y media. El grupo de prioridad critica
incluye las bacterias multirresistentes que son especialmente peligrosas ya que pueden
provocar infecciones graves y a menudo letales, como infecciones de la corriente
sanguinea y neumonias, entre estas bacterias se encuentra incluido el género

Klebsiella®s.

Segun las caracteristicas nombradas anteriormente se evidencia que los dos
microorganismos que se escogieron para el desarrollo de la prueba, pueden generar un
gran impacto a la salud de los consumidores de la carne de ave procesada en la planta
de beneficio. Por un lado, Bacillus licheniformis gracias a que es productor de
endosporas como se relacion6é anteriormente, permitié evidenciar como actian los
desinfectantes evaluados a este tipo de formas de resistencia y Klebsiella oxytoca
permiti6 demostrar el comportamiento que tienen los productos frente a
microorganismos de importancia clinica, que también presentan diferentes mecanismos

de resistencia.

Con respecto al desarrollo de la metodologia la validacion del método fue la garantia
de que los resultados obtenidos eran confiables, este se realiz6 verificando tanto el
neutralizador utilizado como los desinfectantes, en las mismas condiciones del ensayo.
El control de toxicidad (Nx) permitié evaluar que el tiosulfato de sodio empleado como
neutralizador no afectaba el crecimiento bacteriano por tanto se podia emplear para el
desarrollo de la prueba. Conjuntamente el control del método de dilucion neutralizacion

(Ny) se realiz6 con el fin de evaluar en condiciones reales, la capacidad del tiosulfato de
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inhibir efectivamente la accion bactericida de las sustancias desinfectantes utilizadas en
el ensayo, ademas se evalua también que el neutralizante y el agente activo no se

combinen para formar un compuesto toxico.

Para validar el método, se debe cumplir segin la NTC 5150 los siguientes

parametros:

-N (Recuento de la suspension bacteriana de prueba) comprendido entre 1,5 x 10”8

ufc/mly 5 x 1078 ufc/ml

-Nv (Recuento de la suspensién bacteriana de la prueba de validacién) comprendido

entre 6 x 10”2 y 3 x 103 ufc/ml

-Nx (Control de toxicidad del neutralizador) es igual o superior a 0,05 veces el valor

de Nv (Control del método dilucidn-neutralizacion)

-Nv es igual o superior a 0,05 veces el valor de Ny

De acuerdo con lo anterior se puede corroborar que se cumplen las condiciones de la
prueba establecidas en la norma, por lo tanto, se validan los procedimientos realizados,

los materiales utilizados y los resultados.

Las unidades formadoras de colonias que se desarrollaron indican que el hipoclorito
de sodio empleado presenta una menor actividad bactericida con respecto al peroxido
de hidrogeno, lo cual puede estar relacionado con el uso constante de este
desinfectante en las actividades de limpieza y desinfeccion de la planta, ya que al no
aplicar protocolos de rotacion de estas sustancias quimicas los microorganismos van

creando mecanismos de defensa para resistir la accion de estos antimicrobianos,
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haciendo que con el paso del tiempo se pierda la efectividad de las mismas. Con el
choque de desinfectantes se pretende alternar el mecanismo mediante el cual se
destruyen los microorganismos, en el caso del hipoclorito de sodio este tiene
propiedades oxidantes debido a la presencia del ion CIO™ , que ataca la membrana
citoplasmatica, diferente al peréxido de hidrégeno que tiene efectos oxidantes por
producir OH y radicales libres, los cuales atacan componentes esenciales como lipidos,

proteinas y ADN®4,

Adicionalmente el conteo inicial de UFC demuestra la importancia de respetar el
tiempo de acciébn o de contacto sugerido por el proveedor, ya que se evidencia
claramente que a los 15 minutos hay un menor desarrollo bacteriano, es decir una

mayor actividad desinfectante con las dos sustancias probadas.

Respecto a la concentracion del producto, se puede evidenciar claramente que a las
dos concentraciones mas altas (10 % y 15%) tanto el peroxido de hidrogeno como el
hipoclorito de sodio tienen mayor accion bactericida. Estos resultados en el caso del
hipoclorito de sodio contradicen las recomendaciones del proveedor, ya que este
recomienda utilizar el hipoclorito al 5%, por lo que se podria sugerir que cada planta
dependiendo de las materias primas que trabajen y de sus necesidades especificas,
deben evaluar si las recomendaciones del distribuidor son efectivas o no en los
procesos de desinfeccidn. En este caso utilizar la concentracion sugerida por los

proveedores significaria un proceso de desinfeccion deficiente.

Sin embargo, segun los resultados se puede asegurar que a pesar de que se utilicen

los desinfectantes a las dos concentraciones mas altas, si no se tiene en cuenta el
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tiempo de contacto en las superficies, el proceso de desinfeccidn no estaria correcto.
Esto se evidencia en el tiempo de 5 minutos, donde en la concentracion de 10% y 15%
se observa desarrollo bacteriano, a diferencia del tiempo de 15 minutos donde en estas
mismas concentraciones de los productos evaluados, el crecimiento de los
microorganismos es minimo. Lo anterior indica que se debe cumplir conjuntamente con
estas dos caracteristicas (tiempo/concentracion) para que el proceso de desinfeccion

sea exitoso.

En los resultados de la disminucién de la viabilidad cabe aclarar que estos resultados
expresan el nimero de UFC que disminuyeron después de estar en contacto con el
desinfectante, mas no de los microorganismos que crecieron después del experimento,
esta aclaracion se realiza con el fin de que la interpretacién de las graficas sea la

correcta.

Recuentos viables
Hipoclorito - 5 minutos de contacto

2,E+06
2,E+06
1,E+06

5,E+05
: - 4 -:

0,E+00

UFC/ml

5% 10% 15%
Concentracién del producto

m Klebsiella oxytoca  m Bacillus licheniformis

Figura 15. Disminucion de la viabilidad bacteriana expresada en UFC/ml con hipoclorito
de sodio a 5 minutos de contacto.
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En la grafica numero 1 se evidencian los resultados de la disminucion bacteriana
cuando se expusieron al hipoclorito de sodio con 5 minutos de contacto, se puede
observar que la mayor disminucion bacteriana alcanzada fue utilizando el desinfectante
Gnicamente en su concentracion mas alta como era de esperarse, pero se puede notar
gue en las otras dos concentraciones la disminucién bacteriana fue minima, por lo que
sugiere que este desinfectante a estas concentraciones (5% y 10%) y tiempo de

contacto no es eficiente.

Otro factor que se puede resaltar de esta grafica, es que la mayor disminucion
bacteriana pertenece al microorganismo Bacillus licheniformis, mientras que la
Klebsiella oxytoca a pesar de exponerse a la concentracidbn mas alta del desinfectante,
la disminucion de la viabilidad es muy poca. Esto se le puede atribuir a los diferentes
mecanismos de resistencia que se han identificado en las bacterias Gram negativas

tanto de forma intrinseca como adquirida.

Las bacterias Gram negativas por lo general son mas resistentes a los antisépticos y
desinfectantes que las Gram positivas, esto se puede relacionar con la composicion de
su membrana externa, ya que como lo refiere Cabrera et al*! esta actlla como una
barrera que limita la entrada de varios tipos de agentes antibacterianos, debido a que
las moléculas hidrofilicas de bajo peso molecular pasan facilmente a través de las
porinas, en cambio las moléculas hidrofébicas se difunden a través de la bicapa de la
membrana, ya que esta membrana esta repleta de proteinas de clase de las porinas,
los cuales son canales llenos de agua que sirven como difusores y que ademas tienen
la capacidad de diferenciar moléculas por su tamafio®. Estos microorganismos no solo

presentan resistencia innata al desinfectante, sino que ademas pueden desarrollar
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resistencia adquirida por medio de material genético en forma de plasmidos o

transposones®.

Recuentos viables
Hipoclorito - 15 minutos de contacto

9,E+05
8,E+05
7,E+05
6,E+05

5,E+05 ]
4.E+05 m Klebsiella oxytoca

UFC/ml

3,E+05 Bacillus licheniformis
2,E+05

1,E+05 -" -

0,E+00
5% 10% 15%

Concentracién del producto

Figura 16. Disminucion de la viabilidad bacteriana expresada en UFC/ml con hipoclorito
de sodio a 15 minutos de contacto.

En esta grafica se puede observar que se maneja un patron similar al grafico
anterior, al observarse una mayor disminucion de crecimiento bacteriano para Bacillus
licheniformis, mientras que Klebsiella oxytoca en las 3 concentraciones estudiadas

muestra mayor resistencia al desinfectante.

En el grafico de la figura 15 se evidencia que en los dos microrganismos y en las 3
concentraciones la disminucion de la viabilidad fue mucho mas notoria con respecto a
los resultados anteriores, por lo que se puede inferir que el tiempo de contacto fue el
factor que influyd sobre la accién desinfectante. A pesar de que se observo que la
disminucién del crecimiento bacteriano fue mayor a este tiempo de contacto (15
minutos), se sigue evidenciando crecimiento de los microorganismos, aun en la

concentracion mas alta, por lo que se puede asumir que las bacterias presentes en las

73



superficies muestreadas en la empresa si generaron un sistema de resistencia

bacteriana frente a este desinfectante.

Recuentos viables
Peréxido - 5 minutos de contacto

4,E+05
3,E+05
2,E+05

0,E+00

UFC/ml

5% 10% 15%
Concentracion del producto

m Klebsiella oxytoca  m Bacillus licheniformis

Figura 17. Disminucién de la viabilidad bacteriana expresada en UFC/ml con peréxido
de hidrogeno a 5 minutos de contacto.

En este grafico podemos observar que la disminucion del crecimiento bacteriano fue
similar en las 3 concentraciones empleadas, a diferencia de los dos graficos anteriores,
podemos evidenciar que Klebsiella oxytoca fue el microorganismo que mas sensibilidad
presentd al peréxido de hidrégeno frente a Bacillus licheniformis, posiblemente esto se
podria atribuir a que Klebsiella oxytoca no ha desarrollado aun algun tipo de resistencia
adquirida frente a este producto o que la produccion de esporas de Bacillus

licheniformis le permiti6 mayor supervivencia.

A pesar de esto el peréxido de hidréogeno cumple el estandar para aprobar el
producto como desinfectante en todas las concentraciones trabajadas, segun lo

establecido en la norma técnica 5150. Esto indica que el peréxido de hidrogeno
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presenta mayor actividad bactericida sobre la poblacion estudiada lo que indica que es

un desinfectante 6ptimo para usar en este ambiente.

Recuentos viables
Per6xido - 15 minutos de contacto

1,E+06
1,E+06
1,E+06
8,E+05
6,E+05
4,E+05

] a

0,E+00

UFC/mI

m Klebsiella oxytoca

Bacillus licheniformis

5% 10% 15%
Concentracién del producto

Figura 18. Disminucion de la viabilidad bacteriana expresada en UFC/ml con peroxido
de hidrogeno a 15 minutos de contacto.

La mayoria de las especies del género Bacillus son saprofitos distribuidos en la
naturaleza, particularmente en suelo, agua y en materiales de origen animal o vegetal®®,
gracias a esto y a su capacidad de producir endosporas, este género bacteriano ha
creado diferentes mecanismos de resistencia tanto a antibidticos de uso hospitalario
como a sustancias desinfectantes, sin embargo el peroxido de hidrogeno a las 3
concentraciones con un tiempo de contacto de 15 minutos cumple en todos los casos la
condicién de la NTC 5150 que indica que el producto tiene una accién desinfectante
efectiva, ademas que a este tiempo de contacto fue la Unica vez que se logré una

reduccion de la viabilidad de 1068.

Los resultados que se mostraron anteriormente indican que el peroxido es efectivo

tanto a 5 como a 15 minutos de contacto, por lo que utilizarlo 5 minutos ayudaria a
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agilizar los procesos de desinfeccion. Adicionalmente se corrobora que es un
desinfectante ideal para este tipo de industria y que es propuesto para ser

implementado en el programa de rotacion (Anexo 3).
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11. Conclusiones

Se demostré que el hipoclorito de sodio presentdé menor actividad bactericida en las
concentraciones evaluadas, lo cual estd relacionado con el uso constante de esta
sustancia en las actividades de desinfeccién, mientras que el peréxido de hidrogeno al
10 y 15 % en los dos tiempos de contacto presenté una mayor disminucion de la
viabilidad bacteriana, por tanto este fue incluido en el protocolo propuesto para
optimizar los procedimientos actuales ya que demostré ser idéneo para ser utilizado en

esta industria.

El método de diluciébn neutralizacion resultd confiable para evaluar la actividad
bactericida de estas sustancias desinfectantes, ademas sirvio para demostrar que la
concentracion propuesta por los proveedores no se ajusta a todas las industrias por

igual, esto debido a la variada carga microbiana.

Demostrar una reducciéon de la viabilidad de 10° o superior es el criterio propuesto
por la norma técnica colombiana 5150 de 2003 que determina si el producto ha pasado
la prueba, por tanto, fue el criterio tenido en cuenta para escoger los tiempos y
concentraciones que deben ser empleados para que la desinfeccion sea un proceso

efectivo.

El tiempo de accion es un factor crucial en la efectividad del proceso de desinfeccion,
ya que aungue se utiliza el desinfectante a la concentracion mas alta, si no se deja
actuar por el tiempo correcto no se alcanza a eliminar cantidad de flora bacteriana

deseada, ademas de ayudar a generar diferentes mecanismos de resistencia.
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El protocolo de rotacion es un documento que debe estar establecido en cada
empresa segun sus necesidades, y debe estar de forma escrita, en donde se muestren
todos los desinfectantes que entran en el protocolo, la fecha en la que se usa cada uno,
la constancia con la que se rota y la concentracion a la que se debe utilizar, ademas
cada empresa debe verificar diariamente que el proceso de desinfeccion se realizd en
todas las éareas llevando un registro constante de esto, con el fin de lograr la

trazabilidad de los lavados y desinfecciones realizadas.

Como se observo en los resultados el peréxido de hidrogeno es eficiente para
microorganismos como Klebsiella Oxytoca y Bacillus licheniformis los cuales se
caracterizan por presentar diferentes mecanismos de resistencia, lo que indica que es
un desinfectante 6ptimo para usar en empresas con carga microbiolégica muy alta

como lo es una empresa de beneficio avicola.

A lo largo del desarrollo del trabajo se evidencio la falta de normatividad vigente en
Colombia sobre la evaluacion de los desinfectantes tanto a nivel industrial como a nivel
hospitalario, lo que indica que la implementacion de este tipo de normas técnicas seria
una ayuda para asegurar la calidad de los alimentos comercializados, y en el caso del
area hospitalaria garantizar un ambiente estéril a los pacientes y evitar asi que siga
aumentando la tasa de infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) en

Colombia.
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13.Anexos

13.1 Anexo 1. Diagramas de flujo del disefio metodolégico

13.1.1 Aislamiento e identificacion de los microorganismos presentes en las
superficies

Realizar una lista de chegueo
qgue permita evaluar todo lo
relacionado con el programa

de desinfeccion

v

Identificar las 10 superficies

mas criticas de la planta gque

estén en contacto directo con
el producto

v

Pasar el hisopo sobre las
superficies gue s van a
evaluar en un area de 20 cm2
realizando un frotis
horizontal v vertical

v

Pasar el hisopo a un tubo con
agua peptonada para su
transporte

v

Incubar las muestras a 37°C
por 24 horas.

Sembrarlas en agar nutritivo
% agar Mac Conkey e incubar
nuevamente 37°C por 24
horas.

v

Realizar coloracion de Gram

v

Realizar una réplica de los
cultivos anteriores en Agar
Mac Conkew v Nutritivo

v

Identificar los
microorganismos aislados
por medio del método BBL
Crvstal
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13.1.2 Preparacion de suspensiones bacterianas y solucion de los productos
sometidos a prueba

Preparacion suspensiones
bacterianas de prueba

Sembrar en agar soya tnptona (TSA)
los 2 microorganismos a partir del
cultivo primario, los cuales se
escogieron para trabajar segun la
importancia de estos

h A

Realizar la suspension bacteriana de

trabajo con los cultivos anteriores, en Almacenar esta solucion
frascos de vidrio con 20 ml de agua # para posteriormente utilizarla en el
triptona bufferada, basdandose en la meétodo de dilucion-neutralizacion

escala # 1 de Mac Farland

Realizar diluciones 10-6 v 10-7 de la
suspension preparada, v sembrar 1
ml de cada dilucidon en TSA para el

control de la concentracion
bacteriana (IN)

;

Contar a las 24 horas de incubacidn
el nimero de colonias obtenidas,
determinar el numero de UFC de

cada caja v volver a incubar por 24

horas mas

iSe observan colonias

aradas a las 48 hora LEEE

Volver a realizar €l conteo de UFC |, SI
de cada placa

Determinar el nimero de colonias, el
cual sera el numero mas alto que se
obtuvo para cada muestra

h 4

Calcular el recuento de la suspension
bacteriana inicial () para cada
microorganismo con la formula

expresada en la NTC 5150
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Preparacion suspensiones del
producto (Desinfectante)

Realizar los calculos
correspondientes para preparar
las 3 soluciones a las
concentraciones establecidas
para cada desinfectante (5%,
10% v 15%)

Preparar cada solucion en
aforos de 100 ml con agua

destilada

l

Preparar una nueva solucion
con & ml de la solucion
anterior v con 1 ml de agua

destilada en tubos de vidrio
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13.1.3 Método de dilucién-neutralizaciéon

Meétodo dilucion-neutralizacion

Agfiadir al tubo que contiene los

9 ml de solucion desinfectante 1

ml de la suspension bacteriana
preparada inicialmente

v

Empezar a contar el tiempo (5

minutos) desde el momento gque

se agrega la solucion bacteriana
al desinfectante

v

Finalizados los primeros 5
minutos de contacto. transferir 1
ml de esta solucion a otro tubo
que contiene 9 ml del
neutralizante (Tiosulfato de

o

Sembrar 1 ml de esta mezcla por

| J

duplicado en agar TSA e
incubar a 37°C por 24 horas.

Eealizar el mismo
procedimiento con 15 minutos
de contacto v con las 3
concentraciones evaluadas

Contar el nimero de UFC de
cada caja v volver a incubar por
24 horas mas

Determinar el nimero de UFC
de cada concentracion v de cada

.Se observan colonias
separadas a las 48 h?

SI

microorganismo, el cual es el
numero de UFC mas alto
obtenido para cada muestra

Calcular el recuento de la

mezcla de prueba (INa)
utilizando la formula descrita en
la NTC 5150
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13.1.4 Validacion del método

Validacion del metodo

Realizar una nueva suspension de los
microorganismos utilizados
anteriormente. en tubos de vidrio con
20 ml de agua triptona bufferada
basandose en el patron 0.5 de la escala

de Mac Farland

Preparar una dilucion 10-1 de cada
solucion v sembrarla por duplicado en
TSA

l

Incubar las cajas 24 horas a 37 °C

l

Contar el nimero de UFC de cada caja
v volver a incubar por 24 horas mas

:Se observan colonias
separadas a las 48 h?

Desechar caja

l

Contar nuevamente el mimero de UFC 51
de cada caja

l

Determinar el numero de UFC para
cada concentracion v cada
microorganismo, el cual es el numero
de UFC mas alto obtenudo para cada
muestra

Calcular el recuento de las
suspensiones bacterianas de la prueba
de validacion (INV) utilizando la
formula descrita en la NTC 5150
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Validacion del neutralizante

Afiadir a dos tubos de vidrio 8 ml del

neutralizador (Tiosulfato de sodio)

Poner 1 ml de agua destilada en el primer
tubo, el cual sera el control del método (INv)

Agregar 1 ml de la solucion del producto
anterior al segundo tubo, el coal sera el control
de toxicidad del neutralizante (INx)

Agregar luego de 5 minutos de contacto en los
dos tubos 1 ml de la solucién bacteriana
preparada con el patron 0.5 de Mac Farland

Dejar reposar 30 minutos ¥ sembrar por

duplicado en TSA

Determinar el numero de UFC a las 24 v 48
horas como se ha realizado en los
procedimientos anteriores

Calcular el recuento de Ny v Nx utilizando la
formula descrita en la NWTC 5150

Comparar los resultados obtenidos con las
condiciones establecidas en la NTC 5150 para
validar el método correctamente
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13.1.5 Célculo de la disminucién de la viabilidad bacteriana

Calculo de la disminucién de la viabilidad
bacteriana

Calcular a cada microorganismo de prueba,
cada concentracion y cada tiempo de contacto la
disminucion de la viabilidad bacteriana con la
formula establecida en la NTC 5150

Determinar s1 el desinfectante cumple
basandose en que debe realizar una disminucion
de la viabilidad de 105 o superior

Tabular v graficar los resultados obtenidos
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exo 2. Carta de solicitud de permiso para toma de muestras

=

= 4

con c.c1°032.489.265,
/ toma de m




13.3 Anexo 3. Protocolo de rotacién de desinfectantes
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