PROCESOS DE ESTERILIZACION

Turbulencia y Biofilm

Muchos sistemas de agua compendial, especialmente los sistemas de agua purificada (PW)
O agua para inyectables (WFI) en frio, tienen sistemas de distribucion extremadamente
susceptibles a la colonizacion por biofilm.,
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a calidad microbiolégica en
Lestos sistemas requiere el

control y la eliminacion de
esta biopelicula y para ello es nece-
sario combinar diversas estrategias,
entre ellas, el mantenimiento de
flujos turbulentos. En este articulo
analizamos la eficacia de los flujos
turbulentos como elemento de con-
trol del biofilm.

Biofilm

El biofilm es un agregado de mi-
croorganismos en el que todas las células
estan adheridas entre si y que estd normal-
mente anclado a una superficie que puede
ser de casi cualquier material y rugosidad.

Las células presentes en el biofilm suelen
estar incrustadas en una matriz de polisa-
caridos, conocida como EPS, que contiene
azlcares y ADN, y que atrapa una enorme
variedad de compuestos beneficiosos para
el crecimiento bacteriano. En una etapa ini-
cial el biofilm se adhiere de forma débil a la
superficie y en fases posteriores los microor-
ganismos presentes en el biofilm comienzan
a sintetizar una serie de estructuras que le
ayudan a adherirse a la superficie y a otras
bacterias, formando una colonia estable.

Tras la formacién de la colonia el biofilm
inicia la produccion de polisacaridos y for-
ma el EPS. A partir de ese momento los mi-
croorganismos de la capa mas exterior del
EPS pueden aprovechar el mecanismo de
dispersion que le ofrece el medio (PW o WFI)
y abandonar la biopeliculay colonizar los en-
tornos vecinos.

La matriz EPS es altamente resistente
tanto a la sanitizacién térmica como a la
sanitizacién quimica y solo es eficazmente
removida si se actla regularmente con ozo-
no o con agua a mas de 70°C o esterilizando
a mas de 121°C una vez el biofilm ya se ha
establecido.
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Dindmica del biofilm en un sistema

En los sistemas de agua compendiales se
controla de forma regular las bacterias via-
bles cultivables totales utilizando un recuen-
to en placa heterotréfico que se realiza sobre
varias muestras tomadas de puntos de uso
representativos. Aun tomando mdltiples
muestras diarias estas representan una frac-
cién muy pequefia de agua total en los siste-
mas de distribucion y dado que las bacterias
asociadas a la biopelicula suelen liberarse
en rafagas es posible que en muchas de esas
muestras no se detectan bacterias o que la
cantidad no sea representativa del biofilm
que realmente existe en el sistema.

Sin embargo, una vez que el biofilm ha
formado una colonia estable se observaran
bacterias en las muestras de todos los pun-
tos de uso vy las lecturas en placa aumenta-
ran, habitualmente de forma exponencial.
Llegados a este punto es habitual llevar a
cabo la desinfeccién del sistema y dado que
los procesos habituales como el agua por
encima de 70°C o el ozono son sélo parcial-
mente eficaces contra el biofilm una vez es-
tablecido?, el proceso de contaminacion del
sistema se repetira ciclicamente.

Control del biofilm en un sistema
Taly como sugiere la EMA en su documento
sobre control de biofilm?, debe desarrollarse

una estrategia de control para eva-
luar los riesgos asociados a los pro-
cesos y determinar la aceptabilidad
de las medidas de control existen-
tes. La eficacia de los regimenes de
muestreo también debe evaluarse de
forma critica junto con el desarrollo
de una estrategia de control.

La estrategia de control debe tener
en cuenta aspectos clave del disefio,
incluyendo la rugosidad superficial,
la calidad de las soldaduras y unio-
nes, la ausencia de tramos muertos,
y los procedimientos de sanitizacion,
entre otros.

El documento también requiere
que se garantice un flujo turbulento en las
tuberias de un sistema de distribucion. Este
altimo requerimiento también se recoge por
parte de la FDA/USP?.

El requerimiento de flujo turbulento lo en-
contramos también en la Guia de Ingenierfa
para Sistemas de Agua y Vapor de la ISPE*
que en particular sefiala que:

«  En general, se reconoce que el flujo tur-
bulento esta indicado por un nimero de
Reynolds > 4000. Los sistemas de distri-
bucién se han disefiado a menudo para
operar con velocidades de flujo nomina-
les de = 3 pies/s (0.9 m/s), lo que excede
en gran medida el umbral de flujo tur-
bulento, y, por lo tanto, puede tener un
mayor detrimento en la fragilidad y el de-
sarrollo de la biopelicula. La seleccion de
una velocidad nominal de disefio debe
basarse en especificaciones razonables
teniendo en cuenta el costo de capital/
operacion. (8.6.2)

. Tradicionalmente, las velocidades de flu-
jo>5pies/s (1.5m/s) se han considerado
la norma de disefio para los sistemas de
tuberfas del sistema de agua de compen-
dio. La teorfa era que un flujo de agua de
mayor velocidad reduce la probabilidad
de adhesion bacteriana a las superficies
y, como resultado, minimiza la forma-
cién de biopeliculas. Se entiende que
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es poco probable que la formacion de
biopeliculas se vea afectada de forma
significativa por la velocidad, por lo que
el disefio del sistema puede evaluarse de
forma mas adecuada en el contexto de
la dindmica apropiada del sistema y la
idoneidad del equipo/material. (10.4.5.5)
A pesar de que tanto los organismos regu-
ladores como la ISPE sugieren claramente
que los anillos deben ser operados en régi-
men turbulentos sin necesidad de ir a ele-
vados Reynolds, muchos anillos existentes
y de nuevo disefio siguen anclados en esos
requerimientos de velocidad, que no solo
implican consumos de energia innecesarios,
sino que ademas son ineficaces en el control
microbioldgico.
Veamos los factores que afectan a la turbu-
lencia como herramienta eficaz en el control
del biofilm.

Turbulencia y cizalladura
El calculo exacto de los flujos turbulentos en
tuberia es hoy por hoy imposible. Sabemos

que al pasar de ser lineal a turbulento una
parte variable del fluido pasa de ser paralelo
al conducto a presentar multiples fluctuacio-
nes con diferentes velocidades y direccio-
nes, el resultado vectorial es una importan-
te componente perpendicular a la linea de
avance del fluido.

Esa componente normal a la direccién de
avance genera fuerzas de cizalladura en las
paredes de la tuberia. Esas fuerzas de ciza-
lladura son una medida de la capacidad del
flujo para mantener limpia la pared de la
tubera.

Por otro lado, por mas turbulento que ese
flujo sea, siempre queda una ldmina ad-
yacente a la pared que mantiene un flujo
laminar debido a la viscosidad el fluido y al
coeficiente de friccion de la pared, es la capa
limite. Las particulas dentro la capa limite
permanecen en esa region y el espesor de
esta limita la accién del flujo turbulento so-
bre la pared de la tuberia, por ello, el disefio
de un anillo de distribucién debe tener como
objetivo desarrollar una fuerza de cizalladura

en la pared suficientemente alta y una capa
limite suficientemente fina como medio para
remover el maximo de biofilm o evitar su
establecimiento.

El grosor de la capa limite es funcién de la
ley de la friccién de Colebrook que establece
la relacion entre un factor de friccion (A) y el
numero de Reynolds (Re) y que combinada
con la ecuaciéon de Prandtl permite calcular
la fuerza de cizalladura en las paredes (f).
De ese célculo obtenemos (para una tem-
peratura constante de 70°C y una tuberia
de didmetro interior 120 mm) los siguientes
valores®:

Vh Re A t
m/s / / N/m?
0.25 30000 0.024 0.19
05 60000 0.020 0.63
1.0 120000 0.017 213
15 180000 0.0155 4.36
2.0 240000 0.0150 75

Es decir, que al incrementar la velocidad la
fuerza de cizalladura se incrementa, aunque
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no de forma proporcional y aun aumentan-
do la velocidad en los anillos de forma sus-
tancial la fuerza de cizalladura en la pared no
pasa de 10 N/m?.

De acuerdo con Riedewald’ la fuerza de
cizalladura necesaria para evitar o remover
biofilm establecido por la mayor parte de las
bacterias debe ser superior a los 130N/m?,
estando en pocos casos por debajo de los 28
N/m?.

A partir de estos datos y de sus propias ob-
servaciones, Klauer® establece que el efecto
del diametro de la tuberia sobre la fuerza de
cizallamiento es irrelevante excepto a altas
velocidades (> 2 m/s) y que la capa limite no
varia sustancialmente en tamafio con inde-
pendencia del nimero de Reynolds.

De modo que podemos establecer que a
partir de que se ha formado un régimen tur-
bulento (Re>4000) y con de independencia
del didmetro y la velocidad, la fuerza de ci-
zalladura en un anillo siempre serd sensible-
mente inferior a la fuerza minima necesaria
para desprender un biofilm ya formado.

Turbulencia y nutrientes
La mayoria de los sistemas de agua compen-
dial existentes operan en la regién de flujo
turbulento mucho mas allé del nimero de
Reynolds critico, a velocidades entre 1y 1.5
m/s. El flujo turbulento generado favorece el
transporte de nutrientes al biofilm en gran
medida.®. A velocidades mayores a 1 m/s el
biofilm se ve afectado por la mayor fuerza de
cizalladura (aunque eso implica una mayor
adhesion como veremos a continuacion),
por el contrario, a velocidades menores el
transporte de nutrientes se restringe y la me-
nor velocidad favorece una adhesién menos
intensa, lo que facilita la eliminacion del bio-
film durante las sanitizaciones periddicas.
Por ello la tasa méxima de crecimiento de
una biopelicula se producird a velocidades
de fluido de aproximadamente 1m/s, (de-
pendiendo del tipo de bacteria).®

Velocidad y adhesion

La velocidad del agua en los sistemas de dis-
tribucion juega un papel clave en la forma-
ciény adhesion del biofilm.

De acuerdo Tsagkari et al.’® el flujo turbu-
lento no se correlacionaba con una reduc-
cién de las biopeliculas sino que la turbu-
lencia potencia tanto la formacién inicial
como el desarrollo de biopeliculas en las
superficies accesibles, algo que concuerda
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con los estudios ya vistos previamente en
este articulo.

Por otro lado™ se ha demostrado que Rey-
nolds elevados y altas fuerzas de cizalladura
conducen a biopeliculas mas densas que
son mecanicamente mas estables

En flujo lineal, Tsagkari verificd que el bio-
film formaba estructuras dispersas con baja
densidad compuestas por muchas micro-
colonias con bacterias densamente empa-
quetadas y mantenidas juntas por EPSy con
un bajo nivel de adhesién a las paredes. Por
contra en flujo turbulento esas estructuras
eran menos compactas formadas mayorita-
riamente por EPS y presentaban una forma
de serpentina que seguia la linea de avan-
ce del fluido, mostrando un alto nivel de
adhesién

En otro estudio, Howsam?? verificd que en-
tre 0,4-4 m s-1, la mayor resistencia de bio-
film se produce a las velocidades més altas.
Aligual que observo Tsagkari, al parecer los
biofilms son capaces de comprimirse bajo
presion y presentan una gran resistencia a
las fuerzas de cizalladura.

Finalmente, Christensen® indica que el
biofilm posee propiedades viscoelésticas
que contribuyen a aumentar la resistencia a
la friccion y posibilita que los biofilms no se
desprendan a estas velocidades mas altas,
sino que se vuelvan mas compactos y se es-
tabilicen. Santos et al** observaron biofilms
menos estables a velocidades bajas de 0,5 m
s-1, y sugirieron que se formaba un biofilm
con un caracter menos robusto

En resumen

En general la mayor parte de los estudios
disponibles coinciden en observar el mis-
mo fendmeno: flujos altamente turbulentos
ademés de proporcionar condiciones de
absorcidn de nutrientes mejoradas, mejoran
el crecimiento celular y la precipitacion de
compuestos que contribuyen al biofouling.
También se verifica que altas velocidades
de fluido generan una mayor resistencia al
desprendimiento del biofilmy que a las velo-
cidades méximas de operacion de un anillo
las fuerzas de cizalladura generadas son sen-
siblemente inferiores a las necesarias para
desprender el biofilm.

El enfoque clasico para velocidades de
recirculacion en anillos favorece Reynolds
elevados, o, de forma a mas simple, esta-
blece velocidades minimas en torno a 1,0 o
1.5 m/s, sin embargo, esta configuraciéon no

solo no esta refrendada por las diferentes
farmacopeas, organismos reguladores o la
propia ISPE, sino que ademas se muestra
contraproducente generando estructuras de
biofilm més estables, mas resistentes y mejor
adheridas.

Una buena gestion del biofilm en el anillo
pasa por definir velocidades relativamente
bajas, que no provoguen esas intensas ad-
hesiones y que deben ser combinadas con
un disefio y fabricacion correcta de los ani-
llos y con sanitizaciones continuas o regula-
res por temperatura u ozono.

De acuerdo a los estudios y en conformi-
dad con las recomendaciones de las farma-
copeasy la ISPE el uso de Reynolds en torno
a20.000 resulta adecuado para conseguir un
balance 6ptimo entre remocién y limitacion
de la adhesién del biofilm al tiempo que per-
mite un ahorro energético significativo.

Tanto desde un punto de vista de riesgo mi-
crobioldgico, como de consumo energético,
muchos anillos estan hoy en dia funcionan-
do o se disefian aun de manera mejorable, y
tanto por los nuevos requerimientos de con-
trol y limitacién del riesgo del Anexo | de las
GMPs como por la necesaria reduccién del
consumo energético, este es un buen mo-
mento para abordar este punto @
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