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Efecto del contenido de nutrientes y la temperatura en desarrollo de biopelículas de 
Listeria monocytogenes y Salmonella spp. 

 
Angie Gabriela Rubí Landaverde 

 
Resumen. Listeria monocytogenes y Salmonella spp. son patógenos que causan casos de 
enfermedades transmitidas por los alimentos que podrían conducir a la muerte y su capacidad 
de adherirse a las superficies en contacto con los alimentos está generando preocupaciones en 
la industria de alimentos. El propósito de este estudio fue evaluar usando un DCA, el efecto 
de temperatura y contenido de nutrientes sobre la capacidad de L. monocytogenes y 
Salmonella de adherirse a superficies de acero inoxidable (A-I) como primera fase en la 
formación de biopelículas. Se preparó un cóctel bacteriano de tres cepas de L. monocytogenes 
y un cóctel de cinco cepas de Salmonella spp. y se inoculó en superficies A-I (2×2cm2) 
contenidos en tubos de centrífuga con Caldo Soya Tripticasa (CST) fresco como fuente de 
nutrientes. Después de la inoculación, se incubaron durante 6 h para permitir la adherencia. 
El experimento se realizó a tres temperaturas diferentes 4, 21 y 37 °C, y cuatro 
concentraciones diferentes de nutrientes 3, 10, 20 y 30 g/L de CST para L. monocytogenes y 
3, 10, 30 g/L para Salmonella spp. Después del período de adherencia, las superficies se 
enjuagaron con Solución Buffer de Fosfato (SBF) para descartar células no adheridas y luego 
se sumergieron en SBF para la extracción de la muestra. Se realizó dilución en serie y se 
sembraron en agares selectivos para cada microorganismo. La temperatura tuvo un efecto 
estadísticamente significativo (P<0,0001) en el número de células adheridas. Los resultados 
sugieren que estos patógenos se pueden adherir incluso si están en temperaturas de 
refrigeración y reciben una cantidad mínima de nutrientes. 
 
Palabras clave: Acero inoxidable, adherencia, caldo soya tripticasa, patógenos. 
 
Abstract. Listeria monocytogenes and Salmonella spp. are serious foodborne pathogens that 
cause foodborne illness and may lead to death, its capability to attach to food contact surfaces 
is generating concern in food industries. The purpose of this study was to assess using a CRD, 
the effect of temperature and nutrient content on the ability of L. monocytogenes and 
Salmonella to attach to stainless-steel (S-S) surfaces as first step to form biofilms. A three-
strain bacterial cocktail of L. monocytogenes and a five-strain cocktail of Salmonella spp. was  
prepared and inoculated into S-S coupons (2×2cm2) contained in centrifuge tubes with fresh 
Tryptic Soy Broth (TSB) as a source of nutrients.  After inoculation, they were incubated for 
6 h to allow for bacterial attachment. The experiment was performed at three different 
temperatures 4, 21, and 37 °C, and four different concentrations of nutrient availability 3, 10, 
20, and 30 g/L of TSB for L. monocytogenes and 3, 10, 30 g/L for Salmonella spp. After the 
attachment period, coupons were rinsed with sterile Phosphate Buffered Saline (PBS) solution 
to remove non-attached cells and then submerged in PBS for extraction of the attached cells. 
Extraction solutions were serially diluted and plated on selective agars for each 
microorganism. Temperature had a statistic significance effect (P<0.0001) in the number of 
attached cells. The results suggest that these pathogens can attach even if they are in 
refrigeration temperatures and receiving minimum amount of nutrient.   
 
Key words: Attachment, foodborne pathogens, steel, tryptic soy broth
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1. INTRODUCCIÓN 
 
 
Las biopelículas están compuestas por microorganismos que se fijan a la superficie y que 
están rodeadas de una matriz polimérica extracelular, que es lo que les permite a las células 
agruparse. Esto es la clave para el desarrollo de una comunidad compleja y tridimensional 
de microorganismos. Una superficie puede actuar como una fuente de energía, de carbón 
orgánico, o como solo un material de soporte. Las biopelículas pueden estar formadas de 
una sola especie, pero en su naturaleza están conformadas de diferentes especies 
bacteriológicas (Sauer et al. 2007).  
 
La formación de una biopelícula comienza con la adhesión de las células a una superficie. 
La adhesión se inicia con una interacción débil entre las células bacterianas y la superficie, 
esto es comúnmente conocido como adhesión reversible, lo que conlleva a un siguiente 
paso que es una fuerte adhesión entre éstos que se conoce como adhesión irreversible. Las 
células a medida van creciendo y dividiéndose van generando una sustancia polimérica 
extracelular que contiene polisacáridos, proteínas, ácidos nucleicos y fosfolípidos; siendo 
todo esto lo que protege y le da estabilidad a la biopelícula (Tandoga et al. 2017). 
 
Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y otros patógenos como Escherichia coli 
O157:H7 y Staphylococcus aureus son conocidos por adherirse a superficies abióticas como 
el acero inoxidable, plástico, vidrio y cemento (Jun et al. 2009). En las industrias es de 
interés que no ocurra una adherencia de las células bacterianas a una superficie metálica ya 
que esto resulta en biocorrosión y logra dañar las líneas de tuberías lo cual representa un 
gasto de millones de dólares por reparaciones (Palmer et al. 2007). Hoy en día, las industrias 
alimentarias suman a su lista de cuidados que no ocurra adherencia de patógenos 
transmitidos por alimentos en las superficies con mayor contacto a los alimentos por 
motivos de salud pública además de económicos al verse obligados a hacer remplazos de 
materiales por biocorrosión.  
 
Listeria monocytogenes es una bacteria Gram positiva que puede causar una infección 
peligrosa llamada listeriosis, que puede llevar a condiciones graves de la enfermedad, tales 
como septicemia, encefalitis, meningitis, abortos y muertes (FDA 2012a). L. 
monocytogenes puede crecer en presencia de altas condiciones de sal o temperaturas de 
refrigeración, permaneciendo viable en diversos productos alimenticios hasta el final de su 
vida útil (Camargo et al. 2017). Este patógeno es una amenaza de alta importancia para la 
contaminación de alimentos listos para el consumo, durante su procesamiento; puede 
adherirse con mayor fuerza a los polímeros que otros patógenos, motivo por el cual es de 
interés el estudio de su capacidad de adherencia en superficies de contacto con alimentos 
ya que presentaría riesgo de formación de biopelículas (Alonso et al. 2017).
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Listeria monocytogenes es responsable de ~ 19% de los casos de enfermedades transmitidas 
por los alimentos que conducen a la muerte en los EE. UU (Scallan et al. 2011), mientras 
que su presencia en productos alimenticios es una causa importante de retiros de alimentos 
en todo el país. Este patógeno tiene la capacidad de formar biopelículas, que es una 
comunidad sésil de microorganismos incrustados en una matriz auto producida de 
sustancias poliméricas extracelulares (Colagiorgi et al. 2016). La condición ambiental que 
rodea a la bacteria es lo que influye para multiplicarse y sobrevivir, como la temperatura, 
actividad del agua, condiciones de sal, entre otros. Informes técnicos describen que L. 
monocytogenes puede multiplicarse en una amplia gama de condiciones de crecimiento 
durante el procesamiento y almacenamiento de alimentos, por ejemplo, a temperaturas tan 
bajas como -0.4 °C (Zhu et al. 2017). 
 
La formación de biopelículas por L. monocytogenes es un problema grave de inocuidad 
alimentaria para todas las industrias alimentarias, ya que es capaz de adherirse a muchas 
superficies en contacto con alimentos como el acero inoxidable, el poliestireno y el vidrio 
(Colagiorgi et al. 2017). Los estudios han demostrado que las biopelículas pueden 
sobrevivir a desinfectantes que están a concentraciones comúnmente utilizadas en el 
entorno industrial (Fagerlund et al. 2017). 
 
Salmonella spp. es una bacteria Gram negativa, causa dos tipos de enfermedades que son 
gastrointestinales y tifoideas. Este patógeno está ampliamente disperso en la naturaleza, 
aunque en el pasado se asoció con productos de origen animal, ahora se encuentra en 
productos frescos. Este microorganismo puede sobrevivir en alimentos con poca humedad, 
como las especias (FDA 2012b). Según informes anteriores, Salmonella spp. puede 
permanecer en superficies y equipos utilizados para manipular y lavar carne cruda, siendo 
la limpieza y el saneamiento convencional insuficiente para erradicar Salmonella spp. 
(Corcoran et al. 2014). 
 
Las plantas procesadoras de alimentos han sido conscientes de mantener un estricto control 
en sus condiciones de procesamiento para mantener la seguridad alimentaria, ya que L. 
monocytogenes y Salmonella spp. son patógenos capaces de fijarse y crecer dependiendo 
de las condiciones ambientales que están rodeando la bacteria. Es importante optimizar el 
proceso de limpieza y desinfección de las instalaciones de procesamiento a fin de reducir 
la posibilidad de que ambos patógenos se adherirse a una superficie de contacto con 
alimentos como el acero inoxidable y así evitar el desarrollo de biopelículas. El patógeno 
puede crecer y formar una biopelícula incluso si está recibiendo una mínima cantidad de 
nutrientes, estando en temperatura ambiente, refrigeración, y del cuerpo humano. El 
objetivo de esta investigación es:  
 
 Determinar el efecto de la temperatura y niveles de concentración de nutrientes en la a           

adherencia de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes en superficies de acero 
inoxidable.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
Ubicación del estudio.   
El estudio se realizó en Lubbock, Texas, Estados Unidos, en la Universidad de Texas Tech. 
Toda la preparación de materiales, inoculación, incubación y análisis de datos se hicieron 
en el laboratorio de microbiología de alimentos del Departamento de Ciencia Animal y 
Ciencia de los Alimentos dentro de la Universidad. 
 
 
Activación de cultivos.  
Tres días previos a realizar el experimento, tres cepas de L. monocytogenes (Cuadro 1) se 
aislaron por separado en Agar Modificado Oxford (MOX), y cinco cepas de Salmonella 
(Cuadro 1) en Agar Xilosa Lisina Tergitol 4 (XLT4), los cuales fueron obtenidos del 
inventario de cepas comercialmente disponibles de la empresa American Type Culture 
Collection (ATCC por sus siglas en ingles), los cuales eran mantenidos por el Centro 
Internacional para la Excelencia en la Industria de Alimentos (ICFIE por sus siglas en 
ingles). Ambos medios son selectivos diferenciales para el aislamiento de dichos 
microorganismos. Con asa estéril de 10 µl se tomó una alícuota del cultivo el cual estuvo 
preservado en congelación a -80 °C, y se realizó un estriado en platos Petri. Estos fueron 
incubados a 37 ºC durante 24 horas. Luego se seleccionó una colonia aislada de cada cepa 
y se inoculó en 9 ml de caldo soya tripticasa seguido por incubación de 37 ºC por 24 horas. 
Se continuo con un segundo pase de la bacteria al cumplirse las 24 horas, se tomó 1 ml del 
inóculo y se pasó a 9 ml de caldo fresco y se incubó a 37 °C. Transcurridas 21-24 horas se 
mezclaron los cultivos de cada cepa y así se obtuvo el coctel de tres cepas de L. 
monocytonogenes y el coctel de cinco cepas de Salmonella spp. En el cuadro 1 se detalla la 
procedencia de cada cepa.  
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Cuadro 1. Descripción de los cultivos de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes. 

Microorganismo Nombre Procedencia Serotipo 

L. 
monocytogenes 

Li 2109 Pollo, Inglaterra 
4e 

L. 
monocytogenes 

Petite Scott A Cepa ya existente 
4b 

L. 
monocytogenes 

F5069 Leche, Massachusetts 
No identificado 

Salmonella spp. SAG 41017-801 Granja Infantis 
Salmonella spp. SAG 8817807 Granja Infantis 
Salmonella spp. 21430 Planta de pollo Infantis 
Salmonella spp. 21423 Planta de pollo Infantis 
Salmonella spp. ATCC 14028 Corazones e hígados de 

pollos con 4 semanas de edad 
Typhimurium 

 
 
Preparación de las concentraciones de nutrientes. 
La preparación comercial del caldo soya tripticasa recomienda utilizar 30g/L. En este 
estudio además de utilizar la concentración comercial, para L. monocytogenes, se 
prepararon las concentraciones de 20, 10 y 3 g/L (cuadro 2) y para Salmonella spp. 10, 3 
g/L (cuadro 3). Se distribuyeron 18 ml de cada concentración en tubos de centrifugación de 
50 ml estériles. También se preparó solución buffer de fosfato para hacer enjuague a la 
lámina de acero inoxidable y para hacer la extracción de células.  
 
 
Cuadro 2. Descripción de los tratamientos midiendo su efecto en la adherencia de células 
de Listeria monocytogenes. 

 Temperatura 
 4 °C 21 °C 37 °C 

Nutriente  

3 g/L 3 g/L 3 g/L 
10 g/L 10 g/L 10 g/L 
20 g/L 20 g/L 20 g/L 
30 g/L 30 g/L 30 g/L 

 
 
Cuadro 3. Descripción de los tratamientos midiendo su efecto en la adherencia de células 
de Salmonella spp. 

 Temperatura 
 4 °C 21 °C 37 °C 

Nutriente  
3 g/L 3 g/L 3 g/L 
10 g/L 10 g/L 10 g/L 
30 g/L  30 g/L  30 g/L 
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Inoculación de las bacterias en la superficie de acero inoxidable.  
Se utilizaron cupones de acero inoxidable (2×2 cm2), previamente lavados en el equipo 
Ultrasónico de la marca VWR. El cual realiza un lavado eficiente utilizando la técnica de 
cavitación que elimina la grasa localizada mediante el uso de ultrasonidos que van de 15-
400 kHz, en un periodo de 20 minutos sumergiendo las muestras de material en agua a una 
temperatura entre 65 y 80 °C. Se utilizó una solución de detergente alcalino de múltiples 
usos. Las láminas se enjuagaron tres veces con agua purificada por ósmosis inversa. 
Después fueron esterilizadas a 121 °C durante 30 minutos en un equipo de autoclave. 
Utilizando pinzas estériles se colocó una lámina por cada tubo que contenía los 18 ml de 
caldo soya tripticasa para inducir la adherencia de células. Se inocularon con 1 ml del coctel 
bacteriológico (109 UFC/ml) obteniendo un volumen total de 19 ml en el tubo conteniendo 
la lámina. Se procedió con el tiempo de incubación a tres temperaturas que fueron 4, 21 y 
37 ºC por 6 horas.  
 
 
Preparación de las muestras. 
Después del período de incubación de 6 horas, las láminas se extrajeron de los tubos con 
pinzas estériles, pasándolo a un segundo tubo con 40 ml de solución buffer de fosfato con 
el propósito de hacer enjuague para que las células que no lograron adherirse sean 
removidas. La lámina se colocó en un tercer tubo de centrifugación con 10 ml de solución 
buffer de fosfato y se realizó agitación por medio de vortex por un minuto para desprender 
las células que se fijaron en la superficie y así quedaran dispersas en la solución donde 
pueden ser cuatificadas. Se utilizaron placas de 96 pocillos para realizar la dilución previa 
a la siembra, en la parte superior de la placa (figura 1, fila A) se colocaron 200 µl de la 
solución de extracción de cada tubo de centrifugación que contenía la lámina. Se rellenó el 
resto de los pocillos (fila B-H) con 180 µl de agua peptona bufferada. Utilizando una pipeta 
multicanal con puntas estériles de 20 µl, se realizaron diluciones seriales con factor 1:10, 
tomando de la muestra en fila A y transfiriéndolo a la siguiente fila. Para homogenizar la 
muestra se realizó una suspensión, bajando y subiendo tres veces la muestra. Entre cada 
dilución de fila se cambiaron las puntas de pipeta (Chen et al. 2003). Se tomaron 10 µl de 
cada dilución y se sembró en los medios de cuantificación selectivos para L. monocytogenes 
que fue MOX (Cuadro 4) y para Salmonella spp. en XLT4 (Cuadro 5) utilizando el método 
de goteo en placa. Se esperó que la gota se secara en los platos para la incubación a 37 ºC 
por 16-24 horas.  
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Figura 1. Dilución de 20 µl de muestra en 180 µl de agua peptona bufferada.  
Fuente modificada: Runnerswebsite 2018. 
 
 
Cuadro 4.  Formulación del agar MOX selectivo para Listeria monocytogenes. 

Formula típica g/litro 

Agar 15.30 

Cloruro de litio 15.00 
Caseína por digestión pancreática 8.90 
Peptona proteasa No.3 4.40 
Extracto de levadura 4.40 
Cloruro de sodio 4.40 
Tripticasa por digestión corazón de res  2.70 
Esculina 1.00 
Almidón 0.90 
Citrato de amonio férrico 0.50 

Fuente Difco 2009a. 
 
 
Cuadro 5. Formulación del agar XLT4 selectivo para Salmonella spp. 

Formula típica g/litro 

Agar 18.00 
Lactosa 7.50 
Sacarosa 7.50 
Tiosulfato de sodio 6.80 
L-Lisina 5.00 
Cloruro de sodio 5.00 
Xilosa 3.75 
Extracto de levadura 3.00 
Proteasa peptona No. 3 1.60 
Citrato de amonio férrico  0.80 
Rojo fenol 0.08 

Fuente Difco 2009b. 
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Cuantificación de adherencia. 
En la cuantificación, se colocó de cada dilución tres alícuotas de 10 l para L. 

monocytogenes obteniendo 24 gotas por plato; y dos alícuotas de 10 l de cada dilución 
para Salmonella spp teniendo 16 gotas por plato. El conteo se realizó en la dilución que 
tuviera un rango de 5-50 colonias por gota. Se calculó el promedio de colonias y se 
multiplicó por el factor de dilución en el que se tomó para sacar UFC/ml. Considerando que 
las soluciones de extracción eran de 10 ml, esto se multiplicó por el dato de UFC/ml para 
calcular cuántos UFC fueron extraídos de ese volumen. Se tomó en cuenta el área total de 
la lámina de acero inoxidable, para calcular las células adheridas expresadas en UFC/cm2. 
El resultado obtenido fue transformado a unidades logarítmicas para corrección en la 
varianza de los datos, por lo que las unidades son reportadas como log UFC/cm2.  
 
 

Diseño experimental y análisis estadístico.  
Para evaluar la capacidad de las células de los patógenos L. monocytogenes y Salmonella 
spp. de adherirse a la superficie de acero inoxidable, se usó un diseño Completamente al 
Azar (DCA) con un arreglo factorial de 3×4 para L. monocytogenes obteniendose un total 
de 12 tratamientos, y de 3×3 para Salmonella spp. para un total de 9 tratamientos. El factor 
A correspondió a la temperatura (4, 21, 37 °C) para ambos patógenos, y el factor B 
correspondió a la concentración de nutrientes (3, 10, 20, 30 g/L) para Listeria 
monocytogenes, y para Salmonella spp. (3, 10, 30 g/L). Se evaluó el efecto de cada factor 
independiente y su interacción (A*B). 
 
Se hizo un Análisis de Varianza para determinar si hubo diferencia significativa entre cada 
factor evaluado, y se usó una separación de medias Duncan para determinar las diferencias 
entre tratamientos. Se realizó un análisis de medias ajustadas LS MEANS. El grado de 
significancia del experimento fue de 95% (P< 0.05). El análisis estadístico se realizó con el 
programa “Statistical Analysis System” (SAS versión 9.4®). 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
Evaluación de la fijación de células de Listeria monocytogenes. 
Los factores evaluados en este estudio demostraron ser importantes para la fijación de 
células de L. monocytogenes en las láminas de acero inoxidable: concentración de nutriente 
(P = 0.0091), y temperatura (P < 0.0001). Considerando las condiciones ambientales como 
la temperatura, L. monocytogenes es un microorganismo mesófilo con característica de 
psicrófilo facultativo. Se observó que a cada nivel de temperatura se obtuvo adherencia. De 
acuerdo a estudios anteriores con temperaturas muy cercanas a las de este estudio, a 37 °C 
la bacteria no presenta un flagelo, a 21 °C sí hay presencia de un flagelo, mientras que a 4 
°C es una temperatura de refrigeración para alimentos en la cual el microorganismo se 
encuentra en un estado estacionario (Bonsaglia et al. 2013). 
 
Según los resultados expresados en el cuadro 6, realizando una comparación de medias 
entre cada tratamiento, se puede observar que a la temperatura de 37 °C con la 
concentración de nutrientes de 3 g/L, la cantidad de células adheridas aumenta. Si lo 
comparamos con la temperatura de 4 °C y con la concentración de 30 g/L el promedio va 
de 4.83 a 6.08 log10 UFC/cm2. Existe una interacción significativa (P < 0.016) entre 
cantidad de nutrientes con temperatura.  
 
De acuerdo a estudios similares donde se evalúan en la cepa ATCC 19111, con temperaturas 
y dilución de nutrientes diferentes a las de este estudio. Concluyen que hay mayor 
adherencia en presencia de un medio rico de nutrientes, donde la temperatura más alta fue 
la de menor adherencia (Mai y Conner 2007). Sin embargo, hay un factor diferente en este 
estudio que es la mezcla de varias cepas, que confiere un resultado diferente a la interacción 
que existe entre la concentración de nutrientes con la temperatura.  
 
La adhesión bacteriana en una superficie biótica como es el acero inoxidable dependerá de 
varios factores, como las propiedades fisicoquímicas y estructura de la superficie de la 
bacteria. Al igual que dependerá del tipo de superficie que está en contacto con el alimento 
(carne, plantas, tipo de tejido y su edad, grasa), de las condiciones ambientales (temperatura, 
pH y condiciones del medio) (Giaouris y Nesse 2015). Diversos estudios revelan que los 
factores que podrían estar relacionados con la adherencia y la formación de biopelículas 
tiene que ver con la producción de sustancias poliméricas extracelulares y la eficiencia de 
transporte que tiene por toda la membrana externa, la expresión del flagelo, la regulación 
de enzimas ribonucleicas y proteínas unidas al ARN (Kim y Wei 2009).  
 
Los resultados explican que existe una rápida transición de células planctónica a sésiles en 
una condición ambiental de baja disponibilidad de nutrientes con una alta temperatura. 
Estudios han demostrado que la temperatura afecta las propiedades de las superficies al ser       
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hidrófilas, que a bajas temperaturas son alteradas y cambian la habilidad de las bacterias de 
adherirse a materiales hidrofóbicos como el acero inoxidable (Speranza et al. 2011). 
 
 
Cuadro 6. Efecto de la temperatura y concentración de nutrientes en la adherencia de 
Listeria monocytogenes a superficies de acero inoxidable después de 6 h de contacto. 

Concentración de  
CST (g/L) 

Recuentos de L. monocytogenes (UFC/cm2)  

4 °C 21 °C 37 °C Promedio 

3 5.02 ± 0.29 aX 4.89 ± 0.49 aX  6.08 ± 0.33 bX  5.33 ± 0.53 X 

10 4.98 ± 0.29 aX  4.56 ± 0.43 bY  5.62 ± 0.54 cY  5.05 ± 0.44 X 

20 5.11 ± 0.27 aX  4.87 ± 0.56 aY  5.52 ± 0.29 bY  5.17 ± 0.27 XY 

30 4.83 ± 0.35 aX  4.89 ± 0.54 aY  5.49 ± 0.32 bY  5.07 ± 0.30 Y 

Promedio 4.99 ± 0.10 b 4.80 ± 0.14 c 5.68 ± 0.24 a    

CST Caldo soya tripticasa 
Los valores representan el promedio ± la desviación estándar de 12 observaciones.  
abc Promedios con letras minúsculas distintas en cada columna denotan diferencia entre 
temperatura (P< 0.05) 
XYZ Promedios con letras mayúsculas distintas en cada fila denotan diferencia entre 
concentraciones de nutriente (P< 0.05) 
 
 
Se observó una diferencia significativa con la adherencia a la temperatura de 37 °C, el 
cuadro 6 detalla que esta tuvo una adherencia mayor en comparación con las de 21 y 4 °C. 
Smoot y Pierson encontraron que el número de células adheridas en acero inoxidable, 
aumenta a medida la temperatura va aumentando (Smoot y Pierson 1998).  De acuerdo a la 
literatura, existen cambios en las estructuras superficiales como lo es el flagelo que 
contribuye a que la célula se adhiera. El efecto que puede tener esta temperatura es por los 
cambios que resultan en niveles más bajos de unión celular cuando las células crecen a 37 
°C también permiten que estas se desprendan desde la superficie más fácilmente ya que no 
se presenta un flagelo que les permite mantenerse adheridas, y esto género que sea un conteo 
mayor en este factor (Vatanyoopaisarn et al. 1999).  Para este estudio se observó que la 
temperatura 21 °C obtuvo menos conteo de células adheridas, se debe de tomar en cuenta 
que se utilizó un coctel de tres cepas, la cual cada una tiene un mecanismo de acción 
diferente, por lo que se asume que para los resultados de este experimento las reacciones 
dependieron según las cepas. Contrastando esto con los resultados de Kalmokoff et al. la 
cepa Scott A se adhirió menos a temperatura ambiente, en su estudio esta cepa demuestra 
tener características de adhesión muy pobres, posee un nivel inferior de fimbrias (Figura 2) 
(2008).  
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Figura 2. Ausencia de fimbrias en L. monocytogenes Scott A.  
Fuente: Kalmokoff et al. 2008. 
 
 
Las fimbrias son apéndices en la pared celular de la bacteria, están formadas de proteínas 
que contienen aproximadamente 163 amino ácidos. Estudios científicos relacionan a las 
fimbrias como un factor que permite que las bacterias tengan la habilidad de adherirse 
(Jonson et al. 2005).   
 
La concentración de nutrientes de 3, 10 g/L no son significativamente diferentes entre sí, 
sin embargo, son los que mostraron una media de adherencia mucho más alta que las demás 
concentraciones a la temperatura de 37 °C. Esto demuestra que los nutrientes están jugando 
un papel importante en la fijación de estas células a la temperatura de 37 °C. Según estudios, 
existe la hipótesis de que las células al no tener suficientes nutrientes entran a un estado de 
estar muriendo de hambre y estas se desprenden fácilmente de la superficie, provocando la 
liberación de las células microbianas y que estas se vayan quedando pegadas en la matriz 
polimérica haciendo que la biopelícula vaya diseminándose (Hunt et al. 2004).  
 
L. monocytogenes contiene una proteína en su superficie llamada internalina A, la cual 
contiene 800 aminoácidos que le permite invadir las células epiteliales intestinales. 
Mutaciones en el gen de esta proteína es lo que le ha conferido a L. monocytogenes que se 
pueda adherir a superficies que estén en contacto con procesamiento de alimentos. De 
acuerdo a estudios previos, no importa la concentración de nutrientes a la que se exponga 
el patógeno, porque los niveles de internalina A no se ven afectados (Gilmartin et al. 2016).  
 
 
Evaluación de la fijación de las células Salmonella spp. 
Según los valores observados en el cuadro 7, se puede afirmar que la interacción de 
nutriente con temperatura es significativa (P = 0.0094), al observar que hay una mayor 
adherencia a la temperatura 21 °C con la concentración de nutriente más alta que es 30 g/L, 
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en comparación con la misma concentración a una temperatura diferente que es 4 °C que 
presenta una adherencia menor a todos.  
 
Considerando que este microorganismo es Gram negativo, sus variables significativas a ser 
evaluadas tuvieron un resultado muy distinto al de L. monocytogenes. La cantidad de 
nutrientes no tienen un efecto significativo (P = 0.2892) en la adherencia de las células. 
Mientras que la temperatura sí demostró tener un efecto estadísticamente significativo (P < 
0.0001), el cual se puede comparar con el resultado de estudios anteriores donde determinan 
que este microorganismo se adhiere con más intensidad a temperatura ambiente de 21°C 
que a la de 37 °C (Osorio Rodríguez 2014). 
 
El cuadro 7 detalla los conteos de adherencia que son significativamente diferentes entre 
temperaturas, teniendo como un resultado alto a 21°C. La media de los nutrientes es 
estadísticamente igual su conteo. Si contrastamos estos resultados con estudios anteriores, 
donde se han determinado que gran parte de las cepas de Salmonella spp. producen más 
biopelícula en condiciones carentes de nutrientes, sobre superficies de plástico (Stepanovic 
et al. 2004). En este estudio se determina que la mezcla de cepas que se utilizaron tuvieron 
un efecto más estable que les permitió adherirse sin importar la concentración de nutrientes. 
 
 
Cuadro 7. Efecto de la temperatura y concentración de nutrientes en la adherencia de 
Salmonella spp. a superficies de acero inoxidable después de 6 h de contacto. 

Concentración de 
CST (g/L) 

Recuentos de Salmonella spp (UFC/cm2)  

4 °C 21 °C 37 °C Promedio 

3 5.31 ± 0.39 aX 6.41 ± 0.35 bX 5.73 ± 0.38 cX 6.51 ± 0.46 X 

10 5.04 ± 0.37 aX 6.47 ± 0.36 bX 5.47 ± 0.28 cX 6.37 ± 0.54 X 

30 4.76 ± 0.32 aX 6.84 ± 0.36 bX 5.40 ± 0.19 cX 6.08 ± 0.88 X 

Promedio 5.73 ± 0.30 c 7.19 ± 0.0921 a  6.05 ± 0.32 b 

CST Caldo soya tripticasa 
Los valores representan el promedio ± la desviación estándar de 9 observaciones.  
abc Promedios con letras minúsculas distintas en cada columna denotan diferencia entre 
temperatura (P< 0.05) 
XYZ Promedios con letras mayúsculas distintas en cada fila denotan diferencia entre 
concentraciones de nutriente (P< 0.05) 
 
 
Este microorganismo tiene la habilidad de detectar, adaptarse y responder a una diversidad 
de condiciones ambientales a las que se expone. Esta bacteria es conocida por adherirse a 
superficies abióticas y bióticas. Componentes en la matriz de su biopelícula tales como las 
fimbrias y celulosa juegan un papel importante en la sobrevivencia de Salmonella en 
condiciones extremas del ambiente que le rodea. La deficiencia de celulosa no afecta la 
virulencia de Salmonella, pero incrementa la sensibilidad a tratamientos con cloro, lo que 
alerta que la formación de biopelículas es un factor importante en su sobrevivencia en 
superficies (Solano et al. 2002). Las fimbrias son apéndices proteicos presentes en la 
superficie de ciertas bacterias. Estas son consideradas hidrofóbicas por el hecho que la 
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proteína del pili está compuesta de aproximadamente 30% o más de amino ácidos 
hidrofóbicos por ende aumenta la hidrofobia superficial cuando las fimbrias están presentes 
(Phuong Tam 2006).  
 
 
Importancia del estudio. 
Ambos microorganismos representan una amenaza para la salud humana. Más del 75% de 
los casos atribuidos por Salmonella spp. están relacionados con siete categorías de tipos de 
alimentos como vegetales que contengan semillas, huevos, pollo, cerdo, res, frutas y otros 
procesados. Mientras que con Listeria monocytogenes sus casos se han relacionado con dos 
categorías de alimentos, productos lácteos y frutas (CDC 2017). Por lo tanto, para las 
industrias alimentarias esto representa puntos críticos que deben controlar con más cuidado 
en el procesamiento de sus alimentos, no solo por el hecho de que tengan que ver la 
situación legal y económica a la que se involucrarían, si no que por proteger la salud de sus 
consumidores. 
  
Este estudio demostró que estos patógenos son capaces de adherirse a una temperatura de 
refrigeración como 4 °C, a temperatura ambiente que generalmente es a la que una planta 
procesadora opera como 21 °C, y finalmente la temperatura del cuerpo humano que es 37 
°C, donde aseguramos que estos patógenos incluso se adhieren a nuestras células epiteliales. 
Considerando cada concentración de nutriente que se utilizó para este estudio, se demostró 
que sin importar donde se haya cuantificado más adherencia, estos microorganismos aun 
así se pueden fijar, aunque estén con una mínima concentración de nutrientes. Es por esto 
que las empresas procesadoras deben de tomar medidas en cuanto a su proceso de 
sanitización y limpieza, que reduzca la probabilidad de que ocurra una adherencia de estos 
patógenos y conlleve a la formación de biopelículas que se vuelven en una lucha constante 
para erradicar la contaminación en las superficies que están en contacto con los alimentos.  
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4. CONCLUSIONES 
 
 Salmonella spp. y Listeria monocytogenes son capaces de adherirse a una superficie de 

acero inoxidable y llegar a formar una biopelícula en un período de 6 horas si se 
encuentran dentro del rango de concentración de nutrientes y temperatura evaluados en 
esta investigación.  

 
 L. monocytogenes presentó en general mayor adhesión a 37 °C que a las otras 

temperaturas utilizadas, se observó una mayor adherencia cuando la cantidad de 
nutrientes era limitada solo a la temperatura de 37 °C, pero en las temperaturas de 4 y 21 
°C la concentración de nutrientes probada no tuvo efecto significativo. 

 
 La temperatura en Salmonella spp. tiene un efecto en cuantas células se adhieren a la 

superficie. La diferencia de disponibilidad de nutrientes a la que está expuesta no 
representa un efecto significativo dentro del rango evaluado en esta investigación.  
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5. RECOMENDACIONES 
 
 Realizar el mismo estudio utilizando una superficie de un material distinto que también 

esté relacionado con el procesamiento de alimentos, y medir la influencia de la 
hidrofobicidad de estos en cuanto a la adherencia de estos microorganismos. 

 Evaluar la adherencia aplicando diferentes intervenciones de soluciones limpiadoras y 
desinfectantes comúnmente utilizados en las plantas procesadoras, para medir la 
efectividad de estos y si reduce la probabilidad de formar biopelículas. 

 Evaluar la formación de biopelículas con los mismos factores ya evaluados, con el uso 
de un biorreactor para determinar si existe el mismo comportamiento a un tiempo más 
prolongado (24 o 48 horas).   

 Evaluar los mismos factores, utilizando una fuente de nutrientes diferente como ser 
líquidos de alimentos que están asociados a la fácil contaminación de estos 
microorganismos que han generado casos epidémicos.  

 Realizar el estudio con otros microorganismos de interés en alimentos como E.coli 
O157:H7 o Pseudomonas aeruginosa. 
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7. ANEXOS 
 
 
Anexo 1. Valores estadísticos después de seis horas de adherencia de Listeria 
monocytogenes en superficies de acero inoxidable. 

Variables GL Valor F Pr > F 
Nutriente 3 3.98 0.0091 
Temperatura 2 71.05 <.0001 
Nutriente*Temperatura 6 2.70 0.0160 
CV(%) 7.18   
R2 0.52   

GL: Grados de libertad. 
CV: Coeficiente de variación 
R2: Coeficiente de determinación 
 
 

 

Anexo 2. Gráfico de cajas del efecto de concentración de nutriente y temperatura en la  
adherencia de L. monocytogenes en superficies de acero inoxidable. 
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Anexo 3. Valores estadísticos después de seis horas de adherencia de Salmonella spp. en 
superficies de acero inoxidable. 

Variables GL Valor F Pr > F 
Nutriente 2 1.26 0.2892 
Temperatura 2 98.86 <.0001 
Nutriente*Temperatura 4 3.63 0.0094 
CV(%) 7.18   
R2 0.74   

GL: Grados de libertad. 
CV: Coeficiente de variación 
R2: Coeficiente de determinación 
 
 

 
 
 
 
 
 

Anexo 4. Gráfico de cajas del efecto de concentración de nutriente y temperatura en la  
adherencia de Salmonella spp. en superficies de acero inoxidable. 
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