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RESUMEN  
Cronobacter sakazakii es un microorganismo ubicuo, oportunista y patógeno 

emergente, asociado a brotes alimentarios en neonatos y lactantes causando graves 

infecciones con una alta tasa mortalidad. Este microorganismo se ha aislado a partir 

de leches maternizadas y de un gran número de alimentos especialmente de origen 

vegetal como cereales, hortalizas, verduras, hierbas, especies y extractos de plantas. 

Con este trabajo se pretende conocer la influencia de las condiciones de un medio de 

cultivo basado caldo de triptona soja (TSB) en el crecimiento de C. sakazakii y su 

posible relación con el Quorum Sensing (QS) determinando la presencia de 

autoinductores. Se estudió el crecimiento de C. sakazakii (CECT 858) en caldo TSB 

normal, caldo TSB normal centrifugado, caldo TSB concentrado a sequedad y 

reconstituido en TSB normal y TSB utilizado para un cultivo anterior, esterilizado por 

filtración, concentrado a sequedad y reconstituido en TSB normal. A partir de las 

cinéticas de crecimiento se calcularon los parámetros de la fase de latencia, 

velocidad de crecimiento, entre otros, utilizando el software de modelización 

ComBase. C. sakazakii mostró una mayor fase de latencia y una menor velocidad de 

crecimiento cuando creció en los medios concentrados en comparación con el medio 

TSB normal, siendo el medio concentrado reutilizado en el que peor creció la 

bacteria. El estudio de la producción de autoinductores en el crecimiento de C. 

sakazakii por cromatografía de gases determinó la posible presencia de sustancias 

relacionadas con el QS (dipéptidos cíclicos), que fueron distintas a los autoinductores 

comúnmente descritos en la bibliografía para este microorganismo: las n-acil-

homoserina lactonas. Por lo tanto se requieren más estudios para conocer la 

relevancia de los compuestos encontrados en el mecanismo de QS y su relación con 

la variación en el crecimiento en los distintos medios. 

  

PALABRAS CLAVE: 
Cronobacter sakazakii, parámetros de crecimiento, Enterobacter, Quorum Senging, 

N-acil-homoseril lactonas, CG/EM.  
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ABSTRACT  
Cronobacter sakazakii is a ubiquitous, opportunistic and emerging pathogen related 

to foodborne diseases in neonates and young infants and responsible for severe 

infections with a high mortality. This microorganism has been isolated from milk 

replacers and a great variety of food, mainly plant-origin food such as cereals, 

vegetables, herbs, spices and plant extracts. This study aimed to investigate the 

effect of selected variations in a triptone soy broth (TSB)-based culture media on the 

growth of C. sakazakii and on the formation of microbial autoinducers related to the 

Quorum Sensing (QS). The growth of C. sakazakii (CECT 858) in standard TSB, 

centrifuged standard TSB, dry-concentrated TSB and reconstituted in standard TSB, 

and dry-concentrated TSB, previously used for C. sakazakii growth and then sterilized 

by filtration, and reconstituted in standard TSB. The growth parameters, lag phase, 

growth speed, etc. were modelled using the de ComBase software. C. sakazakii 

showed longer lag phase and lower growth speed in concentrated and then 

reconstituted TSB, with the reused concentrated and then reconstituted TSB showing 

the longest lag phase and lowest growth speed. The analysis of autoinducers in the 

TSB cultures of C. sakazakii using gas-chromatography coupled to mass 

spectrometry showed the presence of molecules related to the QS: cyclic dipeptides, 

which are different to the autoinducers usually formed by this microorganisms: n-acil-

homoserii lactones. More studies are needed in order to know the relevance and role 

of the dipeptides detected in the QS mechanism and on the variation showed by this 

microorganism growth in the different TSB-based media tested. 

 
PALABRAS CLAVE: 
Cronobacter sakazakii, growth parameters, Enterobacter, Quorum Senging, N-acil-

homoseril lactonas, CG/MS, 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1. Cronobacter sakazakii  

  Cronobacter sakazakii es un microorganismo ubicuo, oportunista y patógeno 

emergente de gran importancia en la salud pública [1]. Podemos definir a un 

microorganismo emergente como aquel agente infeccioso, recientemente identificado 

y anteriormente desconocido capaz de causar problemas de salud pública, a nivel 

local, regional o mundial, o aquel que aunque conocido recientemente ha adquirido 

carácter epidémico, convirtiéndose en amenaza [2]. 

C. sakazakii, ha estado asociado desde su aislamiento por Farmer et al., 

(1980) [3] a brotes alimentarios en neonatos o lactantes mayores, causando 

infecciones graves con un alto índice de mortalidad, aproximadamente 50% o más 

[1]. La fuente de estos brotes alimentarios en esa población son las fórmulas lácteas 

en polvo [4]. Sin embargo, otros alimentos podrían ser también vectores de este 

microorganismo como; los alimentos de origen vegetal, ingredientes utilizados en la 

industria alimentaria [5]. También se ha aislado este microorganismo en portadores 

sanos, ratones, ambientes clínicos, que pueden ser considerados como reservorios 

del mismo [6]. Los posibles factores que influyen sobre la presencia de este 

microorganismo en alimentos con condiciones desfavorables, como bajo contenido 

acuoso, como es el caso de las leches formuladas, o bajo pH, como los alimentos de 

origen vegetal… etc. puede deberse a una resistencia desarrollada a condiciones 

ácidas, osmóticas y altas temperaturas [5]. 

 

1.1.1. Taxonomía 
Cronobacter sakazakii es caracterizado por ser un bacilo, gram negativo, no 

esporulado, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae [7]. Presenta un tamaño 

entre 1-3µm, es una bacteria flagelada, lo cual le confiere movilidad [3, 8, 9]. Su 

temperatura óptima de crecimiento oscila entre 37-43ºC, presentando un tiempo de 

generación de 37 a 44 minutos a una temperatura de 22ºC [10]. La temperatura 

mínima de crecimiento se encuentra entorno a 5ºC, aunque podría seguir creciendo 

durante periodos largos, si hay un abuso o incremento de la temperatura de 

almacenamiento [11].  

Inicialmente este microorganismo se clasificó como Enterobacter cloaceae ya 

que se podía distinguir de otros miembros de la misma especie por la producción de 
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un pigmento amarillo. Posteriormente, se puso en evidencia que los microorganismos 

que producían ese pigmento, mostraban una homología menor al 50% en el ensayo 

de hibridación DNA-DNA con respecto a las cepas no pigmentadas de  E. Cloaceae. 

A partir de este hecho, se sugirió que esas cepas podían ser agrupadas en una 

nueva especie, la cual se denominó como Enterobacter sakazakii. El nombre 

Enterobacter sakazakii se acuñó en 1980 en homenaje al científico japonés Richii 

Sakazakii [3]. 

Esta especie se distinguía de E. Cloaceae a partir de los ensayos de 

hibridación DNA-DNA, la producción de pigmento, la resistencia a antibióticos y la 

asignación a biotipos dentro de la misma especie [3]. Recientes estudios 

taxonómicos, como el análisis de secuenciación del 16S RNAr y la secuencia del gen 

hsp 60, realizados a partir de 2004, han permitido mejorar la clasificación de este 

microorganismo [12, 13, 14]Estos estudios permitieron realizar una revisión 

taxonómica exhaustiva que llevó al establecimiento de un nuevo género: Cronobacter 

[7,13]. Actualmente, este género agrupa a siete especies como se puede observar en 

la Figura 1. 

 

 

	

Figura 1. Árbol de máxima probabilidad de similitud de las especies del género 

Cronobacter  y de las especie más cercanas a ese género, obtenidas de siete loci usando 

la técnica de tipificación de Secuenciación Multilocus [6] 
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1.1.2. Epidemiología 
Si bien las toxiinfecciones causadas por Cronobacter sakazakii han sido 

observadas en poblaciones de diversas edades, se ha podido establecer la etapa 

lactante como la que presenta un mayor riesgo frente a la infección, destacando 

entre la población más sensible los neonatos (< de 28 días, según la OMS) y los  

lactantes que hayan presentado bajo peso al nacer (< 2,500, según la OMS) [15]. 

Como se comentará más adelante Cronobacter spp especialmente C. 

sakazakii, se ha aislado de leches maternizadas en polvo cuya incidencia varía entre 

un 2 y un 14%. De acuerdo con [16]  las concentraciones de este microorganismo en 

esos productos son muy bajas, entorno a una célula/g o incluso menor de 1 

célula/100g, siendo este valor el más representativo. Estos autores también indican 

que es posible que esta cantidad microbiana se corresponda a la dosis infectiva para 

recién nacidos [17, 16] 

 

1.1.3. Presencia en alimentos  
Cronobacter spp. ha sido aislado a partir de un amplio número de alimentos 

especialmente de origen vegetal como los cereales, trigo arroz, maíz, ensaladas, 

hortalizas, verduras, hierbas, especies y extractos de plantas utilizados como 

ingredientes [5,18]. También, se han aislado en hierbas aromáticas tanto secas como 

frescas alcanzando una incidencia del 30% en estos alimentos [19]. Los autores 

antes mencionados señalan que Cronobacter spp podría tener un hábitat común que 

pueden ser las plantas. Esos autores fundamentan su hipótesis en ciertas 

características particulares que presenta este grupo microbiano como la producción 

de polisacáridos, la producción de pigmentos amarillos y a la resistencia a la 

desecación que presentan estos microorganismos. Estas características serían las 

responsables de que el microorganismo quedara unido a las hojas de las plantas 

protegiéndose de los radicales libres, producidos por la exposición a los rayos 

solares, así mismo, que puedan sobrevivir largos periodos secos. Teniendo en 

cuenta que estos microorganismos están asociados a las hortalizas y los vegetales, 

su incidencia en este tipo de alimentos que no han tenido un tratamiento térmico 

elevado es alta, por ejemplo hasta un 61% en brotes, hierbas frescas y especias. La 

incidencia en alimentos de origen animal que contiene algunos ingredientes de 

origen vegetal también es alta, por ejemplo la incidencia en los alimentos 

deshidratados, y también, como se ha dicho, en fórmulas lácteas en polvo para 

infantes es de un 21,6% [16],  
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En la figura 2, podemos observar la asociación entre las fuentes de 

aislamiento y las distintas especies del género Cronobacter  y usando un análisis 

GeoBURST: Éste análisis relaciona la fuente de aislamiento con una parte del 

genoma de las especies bacterianas, denominadas secuencias tipo (ST), lo que 

permite reconocer rasgos genéticos comunes [16]. 

 

El análisis de GeoBURST con Secuencias Tipo (ST) de los aislamientos de 

Cronobacter spp mostró una estrecha relación entre los grupos (clusters) de cepas y 

su hábitat de aislamiento. Forsythe et al 2014 [16], encontraron que el 45% de las 

cepas de origen clínico y el 24,5% de las cepas aisladas de leche maternizada 

producen meningitis un rasgo genético común para los C. sakazakii meningitis 

pathovariedad que le denominaron CC4. La razón de esta asociación no se conoce 

totalmente debido a los pocos estudios sobre los factores de virulencia de este 

microorganismo. Adicionalmente, esa pathovariedad de C. sakazakii también ha sido 

aislada en el ambiente de las fábricas de leche en polvo y de fórmulas lácteas 

infantiles en diversos países como Irlanda, Suecia, Australia y Alemania [16] 

 

La contaminación por Cronobacter sakazakii, se produce en el transcurso de 

la producción de alimentos, por deficientes prácticas de higiene, envasado y manejo. 

Tanto personas como maquinaria de producción pueden ser portadoras de la 

Figura 2. Análisis de GeoBURST de Cronobater STs de acuerdo a su fuente de aislamiento 
[16] 
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bacteria y contaminar los alimentos en cualquier fase de la producción, poniendo 

énfasis en la agregación de sustancias termolábiles, las cuales no se puede someter 

a la pasteurización [20], a los alimentos tratados por el calor, después de su 

tratamiento térmico. 

Derivado de los brotes alimentarios ocasionados por Cronobacter spp 

especialmente C. sakazakii, se reconoce a este microorganismo como patógeno y se 

propone incluir a C. sakazakii como criterio microbiológico para los preparados 

deshidratados para lactantes y alimentos dietéticos deshidratados destinados a usos 

médicos especiales para lactantes menores de 6 meses (Reglamento CE 2073/2005) 

http://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/ALL/?uri=CELEX:32005R2073. El criterio 

microbiológico máximo permitido es: ausencia en 10 gramos. 

 

1.1.4. Patogenia y factores de virulencia 
Las cepas de C. sakazakii que han producido meningitis y/o mortalidad 

muestran una alta invasión a las células Caco 2, pueden invadir las células 

intestinales, se replican en macrófagos y pueden atravesar la barrera 

hematoencefálica [21, 22]. Además, Cronobacter produce proteínas de membrana 

OmpA y OmpX (proteína presente en la pared celular), similar a la que produce E. 

coli K12 que contribuye a la adhesión a las células del huésped [23] y que podrían 

tener el rol de penetrar en la barrera hematoencefálica y también invadir las células 

microvasculares endoteliales del cerebro. Sin embargo el mecanismo de destrucción 

de las células del cerebro no son conocidos. Se piensa que en parte puede ser una 

respuesta del huésped [6]. C. sakazakii es la única especie que presenta genes que 

codifican para β-fimbriae, así mismo presenta un cluster de genes nanATKR, que 

codifican el uso de ácido salicílico endógeno [16] 

 

1.2. Quorum Sensing 

Los seres vivos presentan mecanismos mediante los cuales se comunican y 

les permiten mantener relaciones entre sí y con el medio que les rodea. La 

comunicación celular es un proceso que implica necesariamente que las células 

tengan unos mecanismos de generación de señales, transmisión y recepción de 

estímulos, así como de respuesta, que les sirvan para comunicarse e 

interrelacionarse entre ellas [1, 25] 

 



	 11	

Durante años se pensó que los organismos unicelulares procariotas no se 

relacionaban entre sí y que sólo respondían a estímulos procedentes de su medio 

ambiente. Recientemente se ha demostrado que las bacterias son capaces de 

comunicarse entre ellas a través de moléculas orgánicas, que colaboran en la 

función de comunicación. Esta colaboración hace posible que las bacterias funcionen 

de forma similar a un organismo multicelular a través de un sistema de comunicación 

individuo-individuo [26]. Este mecanismo de comunicación entre células es conocido 

como “Quorum Sensing” (QS). Este mecanismo, fue descubierto mientras se 

estudiaba la Vibrio ficheri, una bacteria marina [27] que tenia una relación de 

simbiosis con ciertas especies de calamar como la Euprymna scolopes[24]. Otro 

aspecto que permitió conocer el mecanismo de QS fue la luminiscencia que producía 

la mencionada bacteria (Vibrio ficheri) a altas concentraciones. Más adelante, se 

pudo demostrar que la luminiscencia que producía se debía a una molécula, la N-acil 

homoserina lactona 3-oxohexanoil, producida por los propios Vibrio ficheri [1].  

 

El QS otorga a una bacteria, de forma individual, la capacidad de recabar 

información sobre la densidad celular de su entorno, mediante la síntesis moléculas 

químicas que actúan como señales, éstas señales reciben el nombre de 

autoinductores [28], debido a que estimulan o inhiben su propio metabolismo [2]. Así 

mismo se ha observado que la concentración extracelular de los autoinductores 

aumenta según la densidad celular [28]. Una de las funciones más importantes de la 

autoinducción o QS es la regulación de la densidad de población celular entre 

bacterias, lo cual tiene gran repercusión en el comportamiento de la población de 

bacterias durante la invasión y colonización de organismos [30] 

 

Los autoinductores pueden ser producidos por diferentes bacterias y son de 

distintos tipos. Uno de los más relevantes son las N-acil-homoserina lactonas, 

diferenciándose entre ellas en la longitud de la cadena de N-acilo, que oscila entre 4 

a 18 carbonos y en la sustitución en la posición C-3 de la cadena lateral (grupo oxo o 

hidroxilo) [31, 32, 33]. Es conocido que C. sakazakii,, produce y secreta diversos 

tipos de autoinductores (ver figura 3) [34] los cuales se acumulan en el medio y 

actúan como comunicadores [3] 
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1.2.1. Estructura química de la N-acil-homoserina 
lactonas 

Las moléculas N-acil-homoserina lactonas (AHLs) son moléculas de bajo 

peso molecular (unos 250 uma), las cuales se acumulan en el medio extracelular. 

Las AHLs son producidas principalmente por bacterias Gram negativas y son 

bacteria dependiente. La primera que ha sido identificada fue la 3-oxo-hexanoil-AHL 

sintetizada por V. Ficheri [35,36].  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las AHLs presentan una estructura en la que se observan dos regiones. En la 

primera región se localiza un anillo de homoserina lactona el cual aparece en todas 

las AHLs. En la segunda región (Ver figura 3, recuadro azul) aparece la cadena 

acilada en la que difieren las estructuras AHLs según a) la longitud de la cadena 

unida a N (de 4 a 18 carbonos; Figura 4) [33], b) del grupo ubicado en la posición C-3 

y c) de la posibilidad de presentar enlaces insaturados a lo largo de la  cadena 

hidrocarbonada. Esta estructura les otorga una naturaleza anfipatica, permitiéndoles 

traspasar la membrana a favor de gradiente de concentración y acumularse en el 

medio extracelular [37, 38, 39].  

 

Figura 3. Estructura general de las acil-homoserina lactonas (AHLs).                    

a) anillo de acil-homoserina lactona. b)cadena acilada	 

a) b) 

Figura 4. N-acil-homoserina lactonas identificadas en Cronobacter sakazakii. 

1) N-heptanoil-HSL  2) N-dodeccanoil-HSL      3) N-tetradecanoil-HSL.  
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1.2.2. Tipos de autoinductores y su expresión  
Actualmente se han descrito varios sistemas de QS en los que la principal 

diferencia reside en la naturaleza del autoinductor, se conocen tres tipos de 

autoinductores [40]: 

 

• Auto inductores de tipo 1 o QS mediado por acil-homoserina lactona 

(AHL): este sistema corresponde a la comunicación entre bacterias Gram 

negativas pertenecientes a la misma especie. Las N-acil homoserina lactonas 

(AHLs) provienen de las moléculas S-adenosil metionina (SAM) y acil-PTA, 

molécula que transporta los grupos acilo [32, 41]. Las AHLs son productos 

generados por sintetasas autoinductores de tipo Luxl [29]. Las AHLs atraviesan 

la membrana plasmática y se acumulan en el espacio extracelular y cuando 

alcanzan una concentración de 5 a 10 nM se reincorporan al medio celular y 

actúan como señalizadores regulando la expresión de genes [35, 29], siendo 

reconocidos por proteínas ubicadas en el citoplasma con afinidad LuxR. LuxR 

es un regulador transcripcional, al que se ensamblan los sustratos o 

autoinductores, activando la transcripción de genes del QS [42, 24]. 

 

• Oligopéptidos: es el método de comunicación que es empleado entre 

bacterias Gram positivas pertenecientes a la misma especie. Los oligopéptidos 

son identificados por receptores ubicados en la membrana bacteriana 

produciendo la activación de la expresión de los genes de QS [29].  

 

• Autoinductores tipo 2 o QS mediado por di-hidroxipentanodiona (DPD): se 

refiere a un tipo de comunicación interespecie, que es empleado tanto por 

bacterias Gram negativas como Gram positivas [42]. Este tipo de 

autoinductores se generan como consecuencia del metabolismo bacteriano y 

su estructura se caracteriza por di-hidroxipentanodiona o DPD [1].  

 

1.2.3. Métodos de detección de autoinductores  
Los métodos de detección de los autoinductores de QS son diversos, debido 

a que estas moléculas tienen estructuras químicas distintas. Las moléculas de 

naturaleza aminoacídica como los oligopéptidos se pueden determinar por 

electroforesis de poliacrilamida o por cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC). 

Los otros dos tipos de inductores (1 y 2) también se pueden cuantificar por diversos 

métodos entre ellos la Cromatografía de Gases, siendo este último método el más 
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utilizado, ya que los autoinductores como las AHLs son semivolátiles lo que permite 

su detección por éste método a partir de cultivos de bacterias [43, 44, 34], y que se 

lleva a cabo después de obtener los sobrenadantes por centrifugación y extracciones 

sucesivas con disolventes orgánicos.  

 

2. JUSTIFICACIÓN 

El estudio realizado en este trabajo, forma parte de un estudio más amplio 

que se está realizando en nuestro grupo de investigación, que se lleva a cabo en la 

Universidad de Valladolid y la Universidad de León. En concreto, este estudio se 

plantea para conocer si ciertas modificaciones realizadas en el medio de crecimiento 

Caldo Triptona Soja (TSB) influye en el crecimiento de C. sakazakii, específicamente 

en la presencia de autinductores que regulan en sistema QS.  Además, también 

pretendía comprobar la detección de autoinductores por CG/EM a lo largo del 

crecimiento de este microorganismo y para futuros estudios que serán realizados en 

este grupo de investigación. 

 

Finalmente y no menos importante, la inquietud propia de desarrollar este 

estudio de investigación, que ha requerido muchas horas de laboratorio, fue adquirir 

competencias en el trabajo de laboratorio en el campo de la microbiología, el cual me 

resulta muy interesante.  

 

3. OBJETIVOS  

3.1 Objetivo 1:  

Conocer la influencia en el crecimiento de C. sakazakii de la cantidad de inoculo y del 

medio de cultivo, caldo triptona de soja (TSB), en distintas condiciones 

(reconstitución normal, centrifugado, concentrado). 

3.2 Objetivo 2:  

Comprobar si se detectan autoinductores con el método de detección de 

Cromatografía de Gases acoplado a un detector de Espectrometría de Masas 

(CG/EM) en los caldos de crecimiento de C. sakazakii en las distintas condiciones 

utilizadas (reconstitución normal, centrifugado, concentrado). 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS  

Los experimentos de este trabajo se han estructurado en dos secciones. En la 

primera sección se estudió el efecto del medio de cultivo sobre el crecimiento de C. 

sakazakii y la segunda parte comprobar la presencia de autoinductores en esos 

medios con el método de detección por CG/EM.  

 

4.1 Efecto del medio de cultivo sometido a diversos 
tratamientos en el crecimiento de C. sakazakii  

En la primera sección se estudió el efecto del medio de cultivo, sobre el 

crecimiento de C. sakazakii. Para ello, se ha estudiado el crecimiento de ésta 

bacteria en caldo triptona de soja (TSB) sometido a diversos tratamientos según se 

describe a continuación.  

 

4.1.1 Crecimiento de C. sakazakii en caldo triptona de 
soja sin ninguna modificación. 

 
4.1.1.1 Crecimiento de C. sakazakii   

Se inoculó 1 ml de cultivo de C. sakazakii CECT 858 mantenido a 4ºC en 6 ml 

de TSB  y se incubó durante 24 horas a 37ºC, (ver figura 5). A partir de este cultivo 

se realizaron las diluciones en tubos Eppendorf con 900 µL de TSB y 100µl de 

dilución problema con el fin de conocer la concentración microbiana. Posteriormente, 

las diluciones pertinentes se sembraron en Agar Triptona Soja (TSA). Las placas se 

incubaron a 37ºC durante  24 horas. 
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Figura 5. Crecimiento de C. sakazakii a 370C durante 24h.	
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4.1.1.2 Preparación de los inóculos  
El estudio del crecimiento de C. sakazakii se realizó en dos concentraciones 

diferentes (109 y 103 ufc/ml). A partir de un cultivo  de C. sakazakii de 24 horas a 

37ºC se realizaron las diluciones necesarias para alcanzar concentraciones de 109 

ufc/ml y 103 ufc/ml.  

• Por un lado, a partir de un cultivo C. sakazakii a 37ºC durante 24 horas, que 

tenía una población 109 ufc/ml, se inocularon con 100 µL 9 tubos Eppendorf 

que contenían 900 µl de TSB. Los 9 tubos (T0, T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7 y T8), se 

incubaron a 370C durante 8 horas (ver figura 6). Posteriormente, las diluciones 

pertinentes cada tiempo se sembraron en Agar Triptona Soja (TSA) según se 

recoge en la sección 4.1.1.3. (Ver anexo 1 Figura 3) 
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Figura 6. Preparación y recuento de los inóculos de C. sakazakii. Método de realización 
de las diluciones para la siembra.	
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• Por otro lado, del cultivo de C. sakazakii  que presentaba una población de 109, 

se realizaron las diluciones seriadas hasta alcanzar una concentración de 103 

ufc/ml (ver figura 7). A partir de la dilución que tenía la concentración antes 

mencionada, se inocularon 9 tubos Eppendorf con 100 µl  de esa dilución y 900 

µl de TSB. Los tubos Eppendorf (T0, T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7 y T8 ) se incubaron 

a 370C durante 8 horas. Posteriormente, las diluciones pertinentes cada tiempo 

se sembraron en Agar Triptona Soja (TSA) según se recoge en la sección 

4.1.1.3. (Ver anexo 1 Figura 4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.1.3  Incubación y  recuento microbiano 

En ambos casos (concentración 109 y 103 ufc/ml), los tubos Eppendorf 

inoculados se corresponderán con los diferentes tiempos de incubación (T0, T1, T2, 

T3, T4, T5, T6, T7, T8). En cada tiempo de incubación se realizaron las diluciones hasta 

alcanzar 10-7 y 10 µL de cada una de las diluciones fueron sembradas en TSA por 

triplicado e incubadas a 37ºC durante 24horas (ver  figura 8),  siguiendo la técnica de 

recuento por gotas en superficie en placas de agar  de [45] Cada recuento se realizó 

por triplicado. (Ver anexo 1 figuras 6 y 7) 
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Figura 7. Preparación de los inóculos para obtener una población de C. sakazakii 
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4.1.2 Crecimiento C. sakazakii en TSB centrifugado a 
12.000 rpm durante 5 minutos.  

	
4.1.2.1.  Preparación del medio de cultivo concentrado.  

El medio TSB (laboratorios CONDA) reconstituido y esterilizado (121ºC 

durante 15 min), se centrifugó en una centrifugadora (Eppendorf centrifuge modelo: 

5415 R) a 12.000 r.p.m durante 5 minutos.  (ver anexo 1, figura 8) 

 
4.1.2.2  Crecimiento de C. sakazakii  
La obtención del cultivo de C. sakazakii fue igual a la sección 4.1.1.1. 

 
4.1.2.3 preparación de los inóculos  
El estudio del crecimiento de C. sakazakii se realizó en dos concentraciones 

diferentes (109 y 103 ufc/ml). El procedimiento de dilución empleado para alcanzar 

ambas poblaciones fue el mismo que se menciona en la sección 3.1.1.2, (ver figuras 

6 y 7). 

 

• Por un lado, se inocularon 9 tubos Eppendorf que contenían 900 µl de TSB 

centrifugado a 12000 r.p.m durante 5 minutos con alícuotas de 100  µ L 

procedentes de un cultivo de C. sakazakii que tenía una población 109 ufc/ml 

	
	
	
	
	

	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
*Se	utiliza	una	placa	Petri	con	medio	TSA,	para	cada	uno	de	los	tiempos,	tanto	en	la	
concentración	109,	como	en	103.	
	

SIEMBRA	EN	PLACA	
POR	GOTA	EN	
SUPERFICIE		

·	 ·	 ·	
·	·	·	
·	·	·	
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·	 ·	 ·	
·	·	 ·	
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-7	

-3	

-4	

-5	

-6	

-2	

GOTAS	10µL	

Figura 8. Método de siembra en placa por gota en superficie.  
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(ver figura 5). Los 9 tubos (T0, T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7 y T8), se incubaron a 

370C durante 8 horas. El recuento microbiano se llevó a cabo según lo descrito 

en la sección 4.1.1.3. 

 

• Por otro lado, una vez alcanzada una concentración de 103 ufc/ml, se 

inocularon 9 tubos Eppendorf con 100 µl cuya concentración era 103 ufc/ml y 

900 µl de TSB centrifugado a 12000 r.p.m durante 5 minutos. Los 9 tubos 

Eppendorf (T0, T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7 y T8 ) se incubaron a 370C durante 8 

horas.  

 

4.1.2.4  Incubación y  recuento microbiano 
El recuento microbiano se llevó a cabo según lo descrito en la sección 4.1.1.3. 

 

4.1.3. Crecimiento C. sakazakii en TSB concentrado 
4.1.3.1.  Preparación del medio de cultivo concentrado.  

El medio TSB (laboratorios CONDA) reconstituido y esterilizado (121ºC 

durante 15 min), se concentró hasta sequedad en un rotavapor (Heidolph; Modelo 

Laborota 4000), a 50ºC y a 90 rpm. Finalmente, el medio concentrado se reconstituyo 

con un caldo TSB esterilizado en una relación 2:8 (medio concentrado: caldo TSB 

esterilizado). Una vez reconstituido fue filtrado a través de una membrana de 

filtración de 0,2µm. 

 
4.1.3.2.  Crecimiento de C. sakazakii   
El procedimiento llevado a cabo para el crecimiento de C. sakazakii fue similar al 

descrito en la sección 4.1.1.2. 

 

4.1.3.3.  Preparación de los inóculos  
A partir de un cultivo de C. sakazakii de 24 horas a 37ºC se realizaron 

diluciones seriadas hasta obtener una población de 102 (ver figura 6 y 7). Una vez 

alcanzada esta concentración se incubó a 370C durante 1 hora para obtener la 

tercera generación. Seguidamente, se procedió a la inoculación de 10 tubos 

Eppendorf que contenían 900 µl de TSB (concentrado relación 8:2) y alícuotas de 

100 µL procedentes del cultivo de C. sakazakii con una población de 102 ufc/ml 

incubado durante 1 hora a 370C. Los tubos (T0, T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8 y T9), se 

incubaron a 370C a distintos tiempos desde la hora 0 hasta las 9 horas. Los 
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recuentos microbianos se realizaron según lo indicado en la sección 4.1.1.3. ( ver 

figura 7). 

 
4.1.3.3  Incubación y  recuento microbiano 
El recuento microbiano se llevó a cabo según lo descrito en la sección 4.1.1.3. 

 

4.1.4 Crecimiento C. sakazakii en TSB concentrado a 
partir de un cultivo con una población de 109 ufc/mL  
 

4.1.4.1  Preparación del medio de cultivo concentrado (TSBCS).  
Un medio de cultivo de 24 horas C. sakazakii con una 109 ufc/mL, se centrífugo a 

3000 rpm durante 10 min , posteriormente, el medio de cultivo se concentrado 

concentró hasta sequedad en un rotavapor (Heidolph; Modelo Laborota 4000), a 

50ºC y a 90 rpm (ver anexo 1 figura 9). Finalmente, el medio concentrado se 

reconstituyo con un caldo TSB esterilizado en una relación 2:8 (medio concentrado: 

caldo TSB esterilizado). Una vez reconstituido fue filtrado a través de una membrana 

de filtración de 0,2µm.  

 

4.1.4.2. Crecimiento de C. sakazakii   
El procedimiento llevado a cabo para el crecimiento de C. sakazakii fue similar al 

descrito en la sección (4.1.1.1)   

 

4.1.4.3  Preparación de los inóculos  
A partir de un cultivo de C. sakazakii de 24 horas a 37ºC se realizaron diluciones 

seriadas hasta obtener una población de 102 (ver figura 5 y 6). Una vez alcanzada 

esta concentración se incubó a 370C durante 1 hora para obtener la tercera 

generación. Seguidamente, se procedió a la inoculación de diez tubos eppendorf que 

contenían 900 µl de TSBCS con alícuotas de 100 µL procedentes del cultivo de C. 

sakazakii con una población de 102 ufc/ml incubado durante 1 hora a 370C. Los 

tubos, se incubaron a 370C a distintos tiempos (T0, T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8 y T9) 

desde la hora 0 hasta las 9 horas.  

 

4.1.4.4  Incubación y  recuento microbiano 
El recuento microbiano se llevó a cabo según lo descrito en la sección 4.1.1.3. 
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4.2. Detección de autoinductores por cromatografía 
gaseosa-espectrometría de masas (CGM) 

4.2.1. Extracción de acil-homoserina lactonas 
Se obtuvieron muestras (3 ml de caldo) a las 8 horas de las curvas de 

crecimiento de C. sakazakii. Estas muestras filtradas a través de una membrana de 

filtración de 0,45 µm para eliminar la carga microbiana y se les agregó 10 µl de 

estándar interno a una concentración 1 mg/mL. El estándar interno fue n-heptanoil-

homoserina lactona, que es una acil-homoserina lactona que no forman las bacterias. 

La adición de estándar interno sirve para evaluar el grado de recuperación de 

homoserina lactonas en el método de extracción. A partir de estos sobrenadante se 

realizaron 3 extracciones con la misma cantidad de cloroformo, finalmente, se llevó a 

sequedad en una centrífuga a vacío y el residuo se fue redisuelto con 2 ml metanol. 

 

4.2.2. Preparación de estándares 
Como estándares utilizados en el método para conseguir una identificación 

más fiable se inyectaron N-heptanoil-, N-dodecanoil y N tetradecanoil-homoserina 

lactona a una concentración 1.5 mg/mL de metanol.   

 

4.2.3 . Análisis cromatográfico e identificación 
El análisis de autoinductores por cromatografía gaseosa fue llevado a cabo de 

acuerdo a Cataldi et al. (2004) [43] con algunas modificaciones, usando un 

cromatógrafo modelo HP 7890 A (Hewlett-Packard, Palo Alto, E.E.U.U), acoplado a 

un detector de masas (HP modelo 5975C). Las modificaciones fueron una relación 

de split más pequeña para aumentar la concentración (relación 10:1, en vez de 

150:1); el uso de una columna capilar más larga (60 m en vez de 30 m); un mayor 

flujo del helio como gas portador para aumentar la velocidad de paso (1,2 ml/min en 

vez de 0,8 ml/min); un menor rango de escaneo de masas en la primera 

monitorización (modo SCAN; relación masa/carga m/z 40-350), manteniendo la m/z 

143 como ión seleccionado para la segunda monitorización (modo SIM). La 

identificación de las acil-homoserina lactonas se llevó a cabo en dos o, en su caso, 

tres pasos. Primero se consideraron como presuntas acil-homoserina lactonas los 

picos de los cromatogramas obtenidos con el modo SIM (ión m/z 143). Después se 

confirmó si eran homoseril-lactoras a partir de los espectros correspondientes de 

dichos picos en los cromatogramas del modo SCAN. Como paso final, se 
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comprobaron los tiempos de retención de las acil-homoserina lactonas con los de los 

estándares utilizados. 

 

4.3 Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos tras el recuento en placa de las colonias de C. sakazakii 

fueron introducidas de forma manual en el programa Excel. Se calcularon las 

desviaciones estándar y la media de los datos obtenidos en cada  recuento por 

triplicado. Una vez calculados estos valores, se realizó el modelado de las curvas 

utilizando el programa ComBase (http://browser.combase.cc/DMFit.aspx). 

 

 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1. Curvas de crecimiento  

En este apartado, se muestran los resultados del crecimiento de C. sakazakii  

en medio TSB a diferentes condiciones medio reconstituido según las indicaciones 

del proveedor, un medio centrifugado y finalmente, el medio TSB concentrado ( TSB 

C; ver materiales y métodos). En estudios anteriores realizado por este grupo de 

investigación, se observó que el crecimiento de C. sakazakii en un sobrenadante 

concentrado, preveniente de un cultivo de la misma bacteria de 24 h incubación y 

concentrado hasta sequedad, mostró un comportamiento de crecimiento diferente 

comparado con un sobrenadante obtenido en las misma condiciones pero sin 

concentrar (TSB CS) [46]. Las preguntas que surgieron en ese momento fueron  ¿el 

comportamiento observado en el crecimiento de este microorganismos era debido a 

la formación de autoinductores? o ¿era debido a las condiciones del medio de cultivo 

utilizado?. En las figuras (figuras 9-14), se muestran las curvas de crecimiento 

obtenidas a partir de TSB según las condiciones anteriormente mencionadas e 

inoculadas a dos concentraciones distintas 103 ufc/mL y 109 ufc/mL . Así mismo, en 

cada figura se recoge la desviación estándar y la curva de crecimiento ajustada al 

modelo de “Baranyi and Roberts, [47]”. 
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5.1.1. TSB sin modificación  
En las figuras 9 y 10 se exponen los resultados del crecimiento de C. sakazakii en 

medio TSB sin ninguna modificación.  

 
La Figura 9 muestra la curva de crecimiento obtenida con una población 

microbiana inicial de 103 ufc/mL. Como podemos observar el crecimiento se inició 

con una concentración de C. sakazakii de 3,8 Log ufc/mL±0,078, alcanzando la 

máxima concentración de 8,7±0,078 Log ufc/mL a las 8 horas y el inicio de la fase 

exponencial fue aproximadamente a las dos horas. 

 

 
 

La Figura 10 muestra la curva de crecimiento obtenida a partir de una 

población inicial de 109 ufc/mL e incubada durante 8 horas. En esta figura podemos  

apreciar sólo un pequeño incremento de la población microbiana (1,8 Log ufc/mL), ya 

que el nivel inóculo inicial fue de 8,8 Log ufc/mL, alcanzándose una población 

máxima de 10,6 Log ufc/ml. Además, como se puede apreciar la fase exponencial es 

prácticamente inexistente.   
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Figura 9. Crecimiento de C. sakazakii en TSB con una población inicial de 103 ufc/mL.	 
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5.1.2. TSB centrifugado  
En las imágenes 11 y 12 se exponen los resultados del crecimiento de C. 

sakazakii en medio TSB centrifugado a 12.000 rpm durante 5 minutos, y a dos 

concentraciones distintas de inóculo (103 y 109 ufc/mL), mantenidas a 37ºC. 

 

La figura 11 recoge los datos procedentes del crecimiento de C. sakazakii 

durante 8 horas partiendo de una población inicial de 103 ufc/mL a 37ºC. En esta 

curva el crecimiento se inició a una concentración microbiana de 4,2±0,15 Log 

ufc/mL, alcanzando una población máxima de 8,7±0.03 Log ufc/ml a las 7 horas. 

Iniciando la fase exponencial de crecimiento a las 3 horas. Las dos replicas siguieron 

una tendencia similar y las desviaciones entre las mismas se solapan lo que indica 

que la dos curvas son muy similares.   
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Figura 10. Crecimiento de C. sakazakii en TSB con una población inicial de 109 ufc/mL. 
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Figura 11. Crecimiento de C. sakazakii en TSB centrifugado con una población inicial de 
103 ufc/mL.	
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La figura 12 muestra los resultados recogidos del crecimiento de C. sakazakii 

durante de 8 horas a 37ºC y con un nivel de población inicial de 109 ufc/mL. El 

crecimiento comienza con una población de 9,8±0,02 Log ufc/mL, alcanzando un 

máximo de 10,03±0,02 Log ufc/mL a las 8 horas.  En esta curva podemos observar 

un ligero incremento 1,11±0,02 Log de ufc/mL, que se inició a partir de la segunda 

hasta la quinta hora. 

 

 
 

 

5.1.3. TSB concentrado  
En las imágenes 13 y 14 se exponen los resultados del crecimiento de C. 

sakazakii en medio TSB concentrado sin previo crecimiento (C) y TSB con 

sobrenadantes concentrado y reconstituido con TSB normal (MC S9), e inoculado 

con 103 ufc/mL.  

 

En la figura 13 se recogen los datos obtenidos del crecimiento de C. sakazakii a lo 

largo 9 horas incubación en TSB concentrado sin previo crecimiento. El crecimiento 

de C. sakazakii se inició con una población de 2,2±0,02 Log ufc/mL a las 0 horas y 

alcanzando un valor máximo de población de 5,1±0,25 Log ufc/ml a las 9 horas. El 

incremento total en 9 horas de incubación fue de 2,0 ±0.21 Log ufc/mL.  
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Figura 12. Crecimiento de C. sakazakii en TSB centrifugado con una población inicial 
de 109.  
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Finalmente, en la figura 14, se pueden observar los valores obtenidos relativos al 

crecimiento de C. sakazakii  en sobrenadantes (que previamente alcanzó un 

crecimiento de 103 ufc/mL) concentrado y reconstituido con medio TSB normal. 

Como podemos observar en la mencionada figura la población de C. sakazakii se 

observó un ligero incremento durante la primera hora de incubación (0,81±0,23 Log 

ufc/m)  para posteriormente mantener prácticamente sin cambios (0,26±0,02 Log 

ufc/mL) durante las primeras 6 horas de incubación,  a partir de este tiempo se 

observa un incremento en la población microbiana hasta de 3.3±0,08 Log ufc/mL. El 

incremento total en 9 horas de incubación fue de 4,4 ±0.04 Log ufc/mL.  
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Figura 13. Crecimiento de C. sakazakii en TSB sin crecimiento concentrado  

Figura 14. Crecimiento de C. sakazakii en TSB con una población de 109 
concentrado  
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5.2. Parámetros de crecimiento en las distintas 
condiciones 

La tabla 1 muestra los valores ajustados de las poblaciones iniciales y finales, 

periodo de latencia, velocidad máxima, R2 y DS de las curvas obtenidos mediante el 

programa Combase predictor http://browser.combase.cc/DMFit.aspx. Aparecen 

representados los valores obtenidos en las diferentes muestras realizadas por 

duplicado.  En la tabla podemos observar que teniendo en cuenta el mismo nivel de 

inóculo la velocidad de crecimiento de C. sakazakii fue prácticamente similar (valor 

medio 1,15h-1) para las dos condiciones de crecimiento TSB sin ninguna modificación 

que para el centrifugado. Respecto al crecimiento de estos microorganismos, la 

velocidad de crecimiento fue superior en el medio TSB que contenía sobrenadante 

(TSBCS µ=1.50 h-1) que en el medio TSB que no contenía sobrenadante (TSBC 

µ=0,50 h-1). Sin embargo, la fase de latencia fue hasta 3 veces superior en el medio 

TSBCS versus TSBC. Estas diferencias se han podido también observar en las 

curvas de crecimiento anteriormente comentadas. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos el centrifugado no influye en la cinética de 

crecimiento microbiano de C. sakazakii, a dos niveles de concentración. Sin 

embargo, comparando los resultados de las curvas de crecimiento y los parámetros 

calculados en cada una de las cinéticas de crecimiento de los medios concentrados, 

estos en primer lugar presenta una gran diferencia entre el medio TSB sin concentrar 

y el medio TSB concentrado. Además, podemos observar también diferencias entre 

el medio TSBC y el TSBCS, esto puede ser posible a la posible presencia de 

comunicadores bacterianos, pero se requieren más estudios para poder conocer la 

causa.  
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Xt: población teórica; Xi: población inicial ajustada; λ : fase de latencia (horas); µ: fase 

exponencial (horas); Xf; población final ajustada; DS: Desviación Estándar; TSBCS: TSB 

concentrado con sobrenadante 

 

5.3 Detección de n-acil homoserina lactonas 

En los cromatogramas de los extractos de los caldos de cultivo a las 8 horas 

de incubación con independencia de las condiciones de tratamiento no se detectaron 

más n-acil homoserina lactonas que el estándar interno n-heptanoil homoserina 

lactona. El estándar interno se añadió a los caldos en una concentración de 3,3 ppm 

(o 16 µM) y fue detectado sin problemas. El método utilizado tiene un límite de 

detección mayor a 0,1 ppm (aproximadamente 0,6 µM). Por lo tanto, cabe concluir 

que las cantidades de n-acil-homoserina lactonas producidas por la bacteria 

estudiada en las condiciones utilizadas (considerando los distintos medios) y a las 8 

horas de incubación fueron inferiores al límite de detección del medio. Por lo tanto el 

método, que ha sido probado con éxito con otras bacterias y condiciones [30], no 

serviría para detectar estos compuestos en las condiciones de este estudio por 

Tabla 1: 	Valores ajustados de las poblaciones iniciales y finales, periodo 
de latencia, velocidad máxima, R2 y DS de las curvas obtenidos 

mediante el programa 

 Xt Xi λ µ Xf R  
 ufc/

mL 
Log ufc/mL h-1 ±DS h-1 ±DS Log ufc/mL R2 DE 

TSB sin 
modificación  

103 3,86±0,14 
 

2,03 ±0,22 
 

1,61±0,17 
 

8,67 ±0,12 
 

0,992 0,20 
 

3,78±0,13 
 

1,26 ±0,22 
 

0,88±0,04 
 

8,7 ±0,13 
 

0,996 
 

0,12 

109 8,82±0,23 
 

0,39±2,10 
 

0,22±0,09 
 

10,16±0,24 
 

0,787 
 

0,24 
 

8,75±0,29 
 

1,17±1,17 
 

0,64±0,41 
 

10,26±0,15 
 

0,779 0,32 

TSB 
centrifugado 

103 4,07±0,19 
 

1,76±0,40 0,99±0,11 
 

8,80 ±0,23 
 

0,984 0,24 

4,42±0,21 2,44±0,42 1,32±0,25 8,53 ±0,21 0,971 0,32 
 

109 9,02±0,26 
 

0,75±1,64 
 

0,31±0,18 
 

10,13±0,14 
 

0,706 0,27 

8,99±0,33 
 

1,20 ±1,80 
 

0,42±0,43 
 

10,19±0,18 
 

0,6 0,37 

TSB 
concentrado 

103 

C 
2,34±0,14 
 

2,08 ±0,54 
 

0,60±0,11 
 

4,66 ±0,11 
 

0,966 0,19 

2,20±0,11 
 

2,10 ±0,46 
 

0,46 ±0,03 
 

-  0,982 0,15 

103 

CS 
3,20±0,14 
 

6,78±0,37 
 

1,56±0,33 
 

- 0,906 0,38 

3,08 ±0,15 
 

6,69± 0,39 
 

1,51 ±0,32 
 

-  0,901 0,39 
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formarse en menores condiciones a las detectables o porque existen otros exista 

otros tipos de comunicadores que actúen bajo esta condiciones 

 

Otra posibilidad de no haberlas encontrado, aunque remota, es que se 

hubiesen perdido esos compuestos durante su extracción pudiendo atribuir esa 

pérdida al proceso de filtración por membrana de 0,45 mm previo a la inoculación del 

estándar interno por algún proceso de adsorción de las n-acil homoserina lactonas 

en los grupos funcionales de las membranas de filtración. Aunque esta posibilidad 

parece poco probable se debería comprobar, filtrando después de la adición del 

estándar interno y comprobando si la filtración tiene algún efecto sobre su 

recuperación. 

  

En la figura 15 se muestran los cromatogramas (modo SCAN arriba y modo 

SIM, m/z 143, en medio) obtenidos a partir del estándar interno n-heptanoil-

homoserina lactona. Además se muestra el espectro en la parte de abajo el espectro 

obtenido del pico correspondiente al estándar interno (tiempo de retención 10,75 

minutos.  

a)	

b)	

c)	

Figura 15. Cromatogramas obtenidos del análisis del estándar interno (1,5 mg/ml de metanol) y 

su espectro de masas. a): cromatograma en modo SCAN (40-350 m/z); b): el cromatograma en 

modo SIM (143 m/z); c) el espectro de masas obtenido del pico correspondiente al estándar 

interno (tiempo de retención 10,75 min). 

	

	

Heptanoil-homoserina 
lactona estándar interno	
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En la Figura 16 se muestran los cromatogramas (modo SCAN arriba y modo SIM, 

m/z 143 abajo) obtenidos a partir de una muestra de caldo de cultivo de TSB 

concentrado a partir de un cultivo con una población de 109 ufc/mL después de 8 

horas de incubación (Figura 14) y el espectro de masas obtenido a partir pico 

correspondiente al estándar interno (minuto 10,74).  

	
	
También a modo de ejemplo en la Taba 2 se muestra la relación de compuestos 

detectados en el cromatograma de la muestra correspondiente a la Figura 16, 

identificados a partir de sus espectros de masas. Estos datos constituyen un ejemplo 

de lo obtenido con los análisis cromatográficos de todas las muestras analizadas. A 

partir de ellos se puede evidenciar que no se detectaron n-acil-homoserina lactonas 

más allá del estándar interno (min 10,75). Por el contrario se detectaron 

principalmente metil ésteres de ácidos grasos y dipéptidos cíclicos. Estos dipéptidos 

están relacionados con el mecanismo del QS [48] pero la interpretación de su 

presencia se sale de las pretensiones de este estudio.  

 

Figura 15. Cromatogramas obtenidos del análisis de una muestra obtenida a partir de un 

cultivo de TSB concentrado 109 ufc/mL después de 8 horas de incubación. a) 

cromatograma en modo SCAN (40-350 m/z); b) el cromatograma en modo SIM (143 m/z); 

c) el espectro de masas obtenido del pico correspondiente al estándar interno (tiempo de 

retención 10,75 min).  

a)	

b)	

c)	
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Tabla	2:	Relación	de	compuestos	detectados	en	el	cromatograma 
Compuesto Tiempo de 

retención 
(min) 

Área de 
pico 
 

Metil tetradecanoato 9,731 5027719 
Desconocido 9,956 14957273 
Desconocido 10,169 3351296 
Heptanoil-homoserina lactona estándar interno 10,758 281328708 
Desconocido 10,959 44397689 
Metil hexadecanoato 11,248 23005724 
Ciclo-leucil-prolil-diquetopiperacina (Cyclo –Leu-Pro) isómero 1* 11,453 136941852 
Ciclo-leucil-prolil-diquetopiperacina (Cyclo –Leu-Pro) isómero 2 11,556 109805956 
Ciclo-leucil-prolil-diquetopiperacina (Cyclo –Leu-Pro) isómero 3 11,629 25060638 
Metil octadecenoato 12,512 28142360 
Metil octadecanoato 12,668 13449663 
L-fenilalanina diquetopiperacina (Cyclo -Phe-Pro) isómero 1** 14,031 49931116 
L-fenilalanina diquetopiperacina (Cyclo -Phe-Pro) isómero 2 14,159 11036627 
L-fenilalanina diquetopiperacina (Cyclo -Phe-Pro) isómero 3 15,061 62741466 
L-fenilalanina diquetopiperacina (Cyclo -Phe-Pro) isómero 4 15,495 326724789 
* Nombre completo en inglés: Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-
methylpropyl)- 
** Nombre completo en inglés: Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-

(phenylmethyl)- 

 

6. CONCLUSIONES  

En el presente trabajo se ha estudiado por  un lado, el crecimiento de C. sakazakii en 

un medio TSB preparado a distintas condiciones, sin modificar, centrifugado, 

concentrado y en un sobrenadante reconstituido con el  medio de cultivo normal (2:8) 

y por otro lado, ha comprobado el funcionamiento de un método de detección para 

autoinductores a partir de medio de crecimiento obteniéndose las siguientes 

conclusiones: 

a) No se observó efecto de la centrifugación sobre el crecimiento de C. 

sakazakii, porque cuando comparamos los parámetros de crecimiento (λ,	 µ) 

de ambas curvas estos son muy similares.  

b) En el estudio del crecimiento de C. sakazakii en el medio concentrado sin 

sobrenadante y con sobrenadante se observan diferencias entre las dos 

cinéticas de crecimiento, especialmente en la fase de latencia (λ) que fue 

hasta 3 veces mayor para el medio concentrado que contenía un 

sobrenadante versus medio concentrado sin sobrenadante 
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c) Respecto a la detección de autoinductores se ha podido comprobar el 

adecuado funcionamiento del método a través de la Cromatografía de Gases. 

Sin embargo, no se ha podido detectar las N-acil-homserina lactonas 

responsables del  mecanismo de QS en C. sakazakii en las condiciones 

estudiadas en este trabajo. 

d) Finalmente, al analizar los cromatogramas de las muestras se han 

encontraron dipéptidos cíclicos de leucina-prolina y fenilalanina-prolina que 

podrían estar también relacionados con el mecanismo del QS  como 

inhibidores o inductores del mismo 

e) Se requieren más estudios para conocer la implicación de los mencionados 

compuestos en el mecanismo QS. 
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8. ANEXO 1 

imágenes obtenidas durante el desarrollo de experimento: 

 

Figura 1: Materiales de trabajo  

Figura 2: Placas para cultivo  
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Figura 3: Obtención de las diluciones para la siembra con una población inicial de 
109 ufc/mL. 

Figura 4: Obtención de las diluciones para la siembra con una población inicial de 103 
ufc/mL.	
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Figura 5: Recuento de Cronobacter sakazakii en agar triptona de soja después de 24 
horas de cultivo a 37ºC.  

Figura 6: ejemplo del crecimiento de C. sakazakii con una población inicial de 109 ucf/mL, 
a las 24 horas 
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Figura 7: ejemplo del crecimiento de C. sakazakii con una población inicial de 103 
ucf/mL, a las 24 horas 

Figura 8: Centrifuga empleada para la obtención del medio de cultivo TSB 
centrifugado  
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Figura 9: Rotavapor empleado para la obtención de el medio de cultivo y el sobrenadante 
concentrado 

Figura 9: medios de cultivo empleados en este experimento 


