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En Microbiología de los alimentos destacan dos campos de interés: la 

protección de los consumidores frente a enfermedades transmitidas por 

alimentos y la prevención de alteraciones de los productos por estos 

agentes. La familia Enterobacteriaceae constituye uno de los principales 

ejemplos de bacterias vehiculadas por alimentos, de la que forman parte las 

especies Escherichia coli y Cronobacter sakazakii. La creación de modelos 

predictivos y el estudio de su comportamiento constituyen herramientas con 

las que satisfacer las necesidades actuales de seguridad alimentaria. 

El presente estudio se ha dividido en tres secciones con objetivos 

bien diferenciados:  

i) Estudiar de la variabilidad de los parámetros de crecimiento 

y estado fisiológico de cepas de E. coli: Se realizó el estudio 

impedanciométrico y estadístico de diferentes cepas de E. coli a una serie de 

temperaturas en infusión de cerebro y corazón (BHI) y leche, con lo que se 

obtuvieron los parámetros de crecimiento y su variabilidad. Se observaron 

leves diferencias entre los parámetros de crecimiento de las cepas y ausencia 

de variabilidad significativa entre ellas. 

ii) Estudiar del comportamiento de C. sakazakii CECT 858 en 

leche maternizada reconstituida (LMR) a las temperaturas y manipulaciones 

de este producto más aplicadas a nivel doméstico: Se estudió el 

comportamiento de la bacteria en LMR y caldo triptona de soja (TSB) a 

temperatura de refrigeración (-4°C), ambiente (24°C de media) y de 

congelación (-20°C); así como su afectación por microondas. Los cultivos no 

crecieron en refrigeración, mientras que a temperatura ambiente mostraron 

una elevada capacidad de crecimiento. En congelación se observó una 

reducción de la concentración pese a la elevada desviación estándar  
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iii) presentada. Por último, las microondas mostraron un efecto 

prácticamente nulo sobre la población bacteriana. 

iv) Estudiar el efecto de la inoculación de diversos 

sobrenadantes libres de células en el crecimiento de cultivos de C. sakazakii 

CECT 858 y su relación con el quorum sensing: Cultivos de C. sakazakii fueron 

inoculados con sobrenadantes libres de células extraídos de diferentes fases 

del crecimiento bacteriano y de diferente concentración. Se realizó el 

seguimiento de las poblaciones bacterianas a lo largo del tiempo. Se observó 

mayor alteración del crecimiento con la inoculación de sobrenadantes 

concentrados, especialmente con el de fase exponencial. 

Se puede afirmar, por tanto, que i) la elaboración de modelos de 

crecimiento específicos para medios de cultivo y alimentos es necesaria para 

la correcta toma de decisiones sobre la gestión de riesgos microbianos, ii) se 

corrobora la importancia del empleo de medidas asépticas y temperaturas 

apropiadas en la preparación, uso y almacenamiento de la leche maternizada 

y iii) los resultados obtenidos podrían avalar que los mismos sean atribuidos 

al efecto del fenómeno del quorum sensing. 
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Food Microbiology have two remarkable fields: the protection of 

consumers against foodborne diseases and the prevention of food 

alterations by microorganisms. The Enterobacteriaceae family represents 

one of the main examples of foodborne bacteria, in which are included 

Escherichia coli and Cronobacter sakazakii. The creation of predictive models 

and the study of the bacterial behavior are important tools in food security. 

The present study has been divided into three sections with its own 

objectives: 

i) To study of the variation of growth parameters and 

physiological state among Escherichia coli strains: Impedance and statistical 

test were applied to several E. coli strains at different temperatures in brain 

heart broth and milk. Growth parameters and their variation among strains 

were obtained. Slightly differences in the growth parameters and significant 

variation were observed. 

ii) To study the behavior of C. sakazakii CECT 858 in powdered 

infant formula at the temperatures and manipulations more applied at the 

domestic level: The bacterial growth in powdered infant formula and tryptic 

soy broth was studied at cooling (4°C), ambient (average: 24°C) and freezing 

(-20°C) temperatures. The effect of microwaves in the bacterial 

concentration was also studied. Cultures did not growth at 4ºC, while a high 

capacity of growth was observed at ambient temperature. A reduction of the 

bacterial concentration at -20°C was detected, despite the high standard 

deviation. Finally, microwaves did not have effect on the bacterial 

population. 

iii) To study the effect of several cell free supernatants on the C. 

sakazakii cultures growth and their relation with quorum sensing: cell free 

supernatants from different phases of the bacterial growth and different  
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iv) concentrations were inoculated into C. sakazakii cultures. 

Populations of the cultures were monitored over time. The greatest growth 

variations were observed when concentrated cell free supernatants were 

inoculated, in particular with stationary phase cell free supernatant. 

We can concluded that i) the elaboration of specific growth models 

for food products and environments is required for the management of 

microbial risk, ii) it is important the use of aseptic measures and appropriate 

temperatures in the preparation, use and storage of powdered infant 

formula, and iii) the results could be attributed to the effect of the quorum 

sensing phenomenon.  
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A/D: adherencia/destrucción. 

ADN: ácido desoxirribonucleico. 

AHL: acil-homoserina-lactona. 

BHI: infusión de cerebro y corazón. 

C. sakazakii: Cronobacter sakazakii. 

CB: ComBase Predictor. 

CCP: coeficiente de correlación de Pearson. 

CDC: Centros para el Control y la Prevención de las Enfermedades. 

CECT: Colección Española de Cultivos Tipo. 

CH: colitis hemorrágica. 

CV: coeficiente de variación. 

D: tiempo de destrucción decimal. 

DMFit: modelo dinámico de ajuste. 

DPD: dihidropentadiona; autoinductor tipo 2. 

DS: desviación estándar. 

E. cloacae: Enterobacter cloacae. 

E. coli: Escherichia coli. 

ECEH: Escherichia coli enterohemorrágica. 

ECEI: Escherichia coli enteroinvasiva. 
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ECEP: Escherichia coli enteropatógena. 

ECET: Escherichia coli enterotoxigénica. 

FAO: Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura.  

F-test: prueba F de Fischer. 

H: antígeno flagelar. 

K: antígeno capsular. 

L. monocytogenes: Listeria monocytogenes. 

LD10%: leche desnatada reconstituida al 10%. 

LMR: leche maternizada reconstituida. 

LREC: Laboratorio de Referencia de Escherichia coli. 

N(GEN al TD): número de generaciones o duplicaciones de la población celular 

antes de llegar al tiempo de detección. 

N0: densidad de población celular a tiempo 0. 

Nii: inóculo de población 102 ufc/ml procedente de la dilución 10-6.  

Niv: inóculo de población 104 ufc/ml procedente de la dilución 10-4.  

NTD: densidad de población celular en el momento del tiempo de detección. 

O: antígeno somático. 

OMS: Organización Mundial de la Salud. 

PMP: Pathogen Modeling Program. 
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QS: quorum sensing. 

R2: coeficiente de determinación. 

S. aureus: Staphylococcus aureus. 

S. calcitrans: Stomoxys calcitrans. 

S3: sobrenadante extraído de un cultivo de Cronobacter sakazakii CECT 858 

incubado durante 4 h; población 103 ufc/ml. 

S3C: concentrado del sobrenadante S3. 

S9: sobrenadante extraído de un cultivo de Cronobacter sakazakii CECT 858 

incubado durante 18-24 h; población 109 ufc/ml. 

S9C: concentrado del sobrenadante S9. 

SUH: síndrome urémico hemolítico. 

TD: tiempo de detección. 

Tg: tiempo de generación. 

TSA: agar de soja triptona.  

TSB: caldo de soja triptona. 

T-test: prueba T de Student. 

UFC: unidad formadora de colonias.  

UHT: ultrapasteurización. 

Vmax: velocidad máxima. 

VT: verotoxina. 
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α: valor de estado fisiológico de un cultivo bacteriano. 

ΔTD: incremento del tiempo de detección. 

λ: tiempo de latencia. 

λ-CB-adj.α: tiempo de latencia estimado en ComBase tras el ajuste del 

estado fisiológico. 

λii: tiempo de latencia calculado con el valor medio del tiempo de detección 

del inóculo de población 102 ufc/ml. 

λiv: tiempo de latencia calculado con el valor medio del tiempo de detección 

del inóculo de población 104 ufc/ml. 
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Entre los diversos aspectos que abarca la Microbiología de los 

alimentos, destacan dos campos de interés bien definidos: la protección del 

consumidor frente a enfermedades de origen microbiano que se transmiten 

por alimentos y, por otro lado, la prevención de las alteraciones de estos 

productos que se originan a causa de microorganismos(1; 2). Las diferencias en 

el origen y en las propiedades bioquímicas entre los microorganismos de 

interés sanitario y los causantes de las alteraciones en los alimentos 

constituyen el fundamento de esta división, hecho que determina tres 

situaciones esenciales(3): 

a) Los alimentos que contienen niveles de bacterias patógenas 

o de toxinas bacterianas superiores al umbral necesario para producir 

sintomatología clínica en el consumidor no suelen presentar signos 

claros de alteración. De este modo, este tipo de productos son 

consumidos frecuentemente, al contrario de lo que ocurre en los casos 

en los que la alteración es evidente(1-3). 

b) Por lo general, las medidas eficaces para controlar el 

crecimiento de los microorganismos causantes de enfermedades 

transmitidas por alimentos no evitan el crecimiento de microorganismos 

responsables de alteraciones. Así sucede con los principales alimentos 

proteicos, como los productos lácteos y la carne de mamíferos y aves. 

Este aspecto es causa de gran confusión en los consumidores(1-3). 

c) Por el contrario, la inhibición del crecimiento de los 

microorganismos productores de alteraciones, especialmente por una 

refrigeración adecuada, también es efectiva en la mayoría de los casos 

para el control del crecimiento de microorganismos patógenos. Sin 

embargo, las medidas tendentes a reducir o inhibir el crecimiento de los 

microorganismos alterantes no lo hacen inocuo en todos los casos. 
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Algunos microorganismos patógenos, virus, protozoos y helmintos 

conservan generalmente su poder infectivo o infestante. Además, la 

dosis infectiva de algunas bacterias patógenas es pequeña, por lo que 

pueden causar enfermedades sin necesidad de multiplicarse(1-3). 

Los casos anteriormente mencionados presentan un segundo 

aspecto esencial en relación con la Microbiología de los alimentos: la 

necesidad de distinguir entre contaminación por microorganismos de los 

alimentos y su multiplicación en estos productos(4; 3). Exceptuando los casos a 

los que se ha hecho referencia en c), la simple contaminación no suele 

suponer riesgos para el consumidor ni ocasionar la alteración de los 

alimentos. El principal peligro surge de la posibilidad de su posterior 

multiplicación en los productos, pudiéndose originar números de 

microorganismos suficientes como para producir casos de enfermedad en el 

consumidor o modificar los caracteres organolépticos de los mismos. Debido 

a la dificultad para evitar la contaminación, las medidas prácticas tienden 

fundamentalmente a inhibir o reducir el crecimiento de los patógenos en los 

productos, asegurando su calidad microbiológica(3). 

En términos generales, puede decirse que se cuenta con suficientes 

conocimientos científicos y tecnológicos como para producir alimentos de 

buena calidad microbiana(3). Sin embargo, más de 200 enfermedades 

conocidas son transmitidas a través de los alimentos por una variedad de 

agentes que incluyen bacterias, hongos, virus y parásitos. Acorde con los 

expertos de salud pública y seguridad alimentaria, cada año millones de 

enfermedades en el mundo son producidas por microorganismos 

vehiculados por alimentos(5). En el año 2011, los Centros para el Control y 

Prevención de las Enfermedades (CDC) estimaron una media anual en 

Estados Unidos de 48 millones de enfermos, 128.000 hospitalizaciones y 

3.000 defunciones por estos patógenos(6). Asimismo, sus supervivientes 
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pueden incluso sufrir secuelas crónicas o incapacidad(7). El incremento de 

viajes y comercio internacional, cambio en los hábitos alimentarios, 

globalización de la industria alimentaria, demanda de la reducción de 

aditivos y procesamiento en los alimentos por parte de los consumidores y 

los cambios tecnológicos en la industrialización y distribución alimentaria son 

algunas de las causas que han propiciado el aumento de la incidencia de 

estas enfermedades(8-10; 2). 

La familia Enterobacteriaceae (enterobacterias) constituye uno de los 

principales ejemplos de bacterias vehiculadas por alimentos. Las 

enterobacterias son organismos Gram negativos, distribuidos tanto en el 

medio ambiente como en la microbiota humana y animal. Sus miembros 

crecen con rapidez bajo condiciones tanto aerobias como anaerobias, siendo 

activos metabólicamente. Son la causa más frecuente de infecciones de las 

vías urinarias, así como importantes agentes etiológicos de diarrea. Su 

difusión hacia la sangre produce choque endotóxico Gram negativo, lo que 

supone una complicación muy temida y a menudo fatal(11). 

La garantía de la calidad microbiológica de los alimentos se basa 

esencialmente en el control de la multiplicación de los microorganismos en 

el nicho ecológico, constituido por el substrato alimentario y el ambiente en 

el que se mantiene o conserva(3). La Microbiología predictiva proporciona 

una base científica sólida para satisfacer las necesidades actuales de 

seguridad alimentaria(12-14), ya sea mediante el uso de herramientas de 

evaluación de riesgo que determinen las estrategias para la mejora de dicha 

seguridad o el diseño de planes específicos que las promulguen. 

 

  



 

 



 

 

Capítulo 2. Objetivos Generales 

 

 

 



 

 



 

41 

Objetivo 1. Estudiar la variabilidad de los parámetros de crecimiento y 

estado fisiológico de una serie de cepas de Escherichia coli en BHI, así como 

en leche desnatada reconstituida al 10% (LD10%) a diferentes temperaturas. 

Objetivo 2. Estudiar el comportamiento de Cronobacter sakazakii CECT 858 

en infusión de cerebro y corazón (BHI) y leche maternizada reconstituida 

(LMR) a diferentes temperaturas (refrigeración a 4ºC, temperatura ambiente 

y congelación a -20°C) y manipulaciones (calentamiento y descongelación 

por microondas) llevadas a cabo frecuentemente a nivel doméstico. 

Objetivo 3. Estudiar el efecto de la inoculación de diversos sobrenadantes 

libres de células en el crecimiento de cultivos de Cronobacter sakazakii CECT 

858 y valorar si los resultados obtenidos podrían deberse al fenómeno del 

quorum sensing.  
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3.1. INTRODUCCIÓN 
 

3.1.1. ESCHERICHIA COLI 

 

Escherichia coli es un anaerobio facultativo Gram negativo 

perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. La mayoría de las E. coli son 

bacterias comensales que se encuentran en el tracto digestivo en humanos y 

determinados animales de sangre caliente, coexistiendo con su huésped en 

una relación simbiótica(15). Varios serotipos, sin embargo, han adquirido 

factores de virulencia que les han permitido adaptarse a nuevos nichos y 

ocasionar enfermedades graves en algunos casos(16). Un ejemplo de ello lo 

constituyen las E. coli diarreogénicas. Estas se clasifican en grupos específicos 

basados en su virulencia, mecanismo de patogenicidad, síndrome clínico y 

serotipificación según sus antígenos somáticos (O), flagelares (H) y 

capsulares (K)(17). En la actualidad, cuatro de ellas (E. coli enteropatógeno 

(ECEP), E. coli enterotoxigénico (ECET), E. coli enteroinvasivo (ECEI) y E. coli 

enterohemorrágico (ECEH)) han sido relacionadas con enfermedades 

transmitidas por los alimentos(18). 

 

3.1.1.1. E. COLI ENTEROHEMORRÁGICO (ECEH) 

Origen. El reconocimiento de ECEH como una clase distinta de 

patógenos de E. coli resultó de dos observaciones epidemiológicas clave. La 

primera fue fruto de investigaciones llevadas a cabo por Riley et al. (19) de dos 

brotes de una enfermedad gastrointestinal distintiva a la que se denominó 

colitis hemorrágica (CH). El estudio de la misma permitió su asociación con la 

ingestión de hamburguesas poco hechas de una cadena de restaurantes de 
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comida rápida, así como la identificación del serotipo O157:H7 en los 

coprocultivos de los pacientes. La segunda averiguación clave fue obtenida 

por Karmali et al. (20), los cuales informaron de la presencia de citotoxinas y E. 

coli productora de citotoxinas en las heces de enfermos con casos 

esporádicos de síndrome urémico hemolítico (SUH). De tal manera, dos 

observaciones microbiológicas clínicas fueron las responsables del 

reconocimiento de una nueva y cada vez más importante clase de patógenos 

entéricos(21). 

Patogenia. Las ECEH poseen capacidad para causar lesiones de 

adherencia/destrucción (A/D) en el epitelio intestinal humano. Las lesiones 

de A/D se caracterizan por una adhesión bacteriana estrecha a la membrana 

celular y la destrucción de las microvellosidades en el lugar de la 

adherencia(22; 23). 

Todas las ECEH son productoras de verotoxinas (VT) o toxina 

semejante a Shiga, existiendo dos variantes: VT1 y VT2(17). Esta denominación 

surgió del efecto citopático irreversible de las toxinas de E. coli 

enterohemorrágico en las células Vero procedentes del riñón del mono 

verde africano(24), así como de la similitud con la toxina producida por 

Shigella dysenteriae(25; 26; 21). O'Brien y Holmes (27) observaron que la 

subunidad B de las toxinas podría fijarse a los receptores de los glucolípidos 

existentes en la superficie de la célula e incorporarse a ella. A continuación, 

la subunidad A se reduciría enzimáticamente al fragmento A1 que al unirse al 

ribosoma inhibiría la síntesis proteica y provocaría la muerte de la célula(22). 

Epidemiología. A pesar de que los brotes ocasionados por E. coli 

acaparan la gran parte de la atención, las mayores cifras de casos de 

enfermedad por este patógeno son producidas por infecciones esporádicas 

de ECEH. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Shigella_dysenteriae
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Según los CDC, en los Estados Unidos se producen anualmente más 

de 20.000 infecciones y hasta 250 muertes por este patógeno(28), siendo 

causadas entre el 50 y el 80% de ellas por el serotipo O157:H7(21). Además de 

su importancia en América del Norte, ECEH es un patógeno con relevancia 

mundial. En Europa y Japón la infección presenta diferencias estacionarias al 

producirse la mayor parte de los casos esporádicos en los meses de verano. 

Por otro lado, en países del hemisferio sur como Argentina, Australia, Chile y 

Sudáfrica los serotipos no-O157:H7 son a menudo los causantes de la mayor 

proporción de infecciones por E. coli(21). 

La mayoría de los casos son producidos por la ingestión de alimentos 

contaminados, principalmente aquellos de origen bovino como la carne 

insuficientemente cocinada y la leche cruda o fermentada (yogur). Asimismo, 

la carne de origen porcino, aviar y ovino(29; 30), mayonesa(30), vegetales crudos 

como la lechuga(31), zumo de manzana sin pasteurizar(32; 33), aguas 

recreativas(34), pozos e incluso sistemas de aguas municipales(35) han sido 

relacionados con la aparición de brotes. 

Una pequeña dosis infecciosa, del orden de 100 a 200 organismos, ha 

sido estimada como posible causante de infecciones(30; 21). 

 

3.1.2. VARIALIBIDAD  

 

Las decisiones sobre la gestión de los riesgos ocasionados por 

microorganismos vehiculados por alimentos se basan cada vez más en la 

evaluación cuantitativa de los mismos(36). El uso de modelos predictivos que 

describan respuestas microbianas y la estimación de parámetros de modelo 

constituyen un paso importante en dichas evaluaciones(37; 38). 
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Además de una estimación precisa de los valores individuales de los 

parámetros, como el tiempo de generación (Tg) y el tiempo de latencia (λ), 

también es deseable contar con información sobre sus distribuciones. Desde 

un enfoque determinista, ignorar la variabilidad de las cepas puede 

proporcionar resultados incompletos o engañosos(39; 40); a pesar de ser 

todavía bastante escasa la existencia de literatura que los mencione (41). Una 

posible causa de esta brecha en el conocimiento es el apreciable trabajo 

necesario para obtener dichos datos.  

Conocer la variación entre cepas es un componente importante en la 

evaluación de la potencial exposición de un consumidor a un patógeno. Por 

lo general, los modelos están destinados a representar todas las cepas 

propensas a estar presentes en un alimento. De esta forma, un modelo 

estocástico que incorpore la distribución de cepas proporcionará un análisis 

más completo que aquel determinista que evalúe los valores de los 

parámetros de un patógeno puntual(41). La aplicación del coeficiente de 

variación (CV) permite determinar tal dispersión, habiendo sido aplicado en 

la actualidad por algunos autores(42; 41; 43; 44). 

 

3.1.3. MÉTODOS IMPEDANCIOMÉTRICOS 

 

La creciente necesidad de obtener datos precisos en Microbiología 

de los alimentos es difícilmente satisfecha mediante el empleo de métodos 

clásicos de recuento de viabilidad(45). 

Los métodos impedanciométricos de detección de microorganismos 

son técnicas originalmente diseñadas para una cuantificación rápida del 

número de bacterias presentes en un producto(46). Son considerados el mejor 
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método de recuento microbiológico en la industria alimentaria(47) al haber 

demostrado ser más eficiente en tiempo y en ahorro de tiempo de trabajo 

que los protocolos de análisis tradicionales(48). Se basan en la determinación 

del recuento microbiano durante la fase exponencial, donde los substratos 

se metabolizan en productos con una mayor conductividad, disminuyendo 

por tanto la impedancia(49; 50). Otros usos potenciales de estos métodos 

incluyen la determinación de la ruptura de la cadena de frío sobre los 

productos alimentarios(51), la estimación de la vida útil o caducidad de los 

mismos y la estimación de su frescura(52). Debido a que la medición de la 

impedancia depende de los cambios metabólicos, factores como el medio de 

cultivo, el tiempo y la temperatura son parámetros críticos en los ensayos(53). 

Cuando la población alcanza los niveles de 105 ufc/ml se puede observar un 

cambio significativo en la señal de impedancia, conductancia o capacitancia 

del medio(50). El tiempo que se requiere para lograr este cambio exponencial 

es conocido como tiempo de detección (TD) y está en función del recuento 

(ufc/ml) en las muestras estudiadas(50). Así, el cambio eléctrico puede ser 

correlacionado de forma indirectamente proporcional con el número de 

microorganismos(54), siendo una herramienta eficaz en la generación de 

curvas de crecimiento de patógenos bacterianos(55). 

Se han comercializado distintos equipos basados en las técnicas 

impedanciométricas; destacando Malthus, Bactometer y Rabit. Una gran 

ventaja de estas técnicas es que no es necesario que los microorganismos 

estén en suspensión o adheridos a la superficie, ya que mientras se 

mantengan vivos pueden cambiar las propiedades eléctricas del medio de 

incubación(56). 
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3.2. OBJETIVOS 

 

Objetivo 1. Estudiar el comportamiento de diferentes cepas O157:H7 y 

O26:H11, así como de la patrón CECT 516 de Escherichia coli en BHI y LD10%. 

Objetivo 2. Obtener los TD de los distintos cultivos estudiados bajo una 

batería de temperaturas que abarque de forma aproximada el intervalo de 

crecimiento de E. coli. 

Objetivo 3. Aplicar modelos matemáticos para la estimación del Tg y λ, así 

como modelar los parámetros a lo largo de la batería de temperaturas 

seleccionada. 

Objetivo 4. Emplear análisis estadístico para estudiar la variabilidad en los 

parámetros de crecimiento, estado fisiológico de las cepas a las 

temperaturas seleccionadas y significación de las diferencias encontradas. 



 

51 

3.3. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

3.3.1. CEPAS UTILIZADAS, RECONSTITUCIÓN Y CULTIVO 

 

Para la realización del presente trabajo se emplearon 10 cepas de 

Escherichia coli (Tabla 1). Cuatro de las mismas fueron suministradas por el 

Dr. J. Blanco y aisladas por el Laboratorio de Referencia de E. coli (LREC, 

Facultad de Veterinaria, Universidad de Santiago de Compostela, España) a 

partir de muestras de heces de ganado vacuno: LREC 1 y LREC 2 (E. coli 

O157:H7 VT1 y VT2 eae), LREC 3 y LREC 4 (E. coli O26:H11 VT1 eae). 

Asimismo, se usaron 5 cepas de E. coli O157:H7 proporcionadas por la 

Colección Española de Cultivos Tipo (CECT, Valencia, España): CECT 4076 (E. 

coli O157:H7 aislada de humano con colitis hemorrágica, Canadá), CECT 4267 

(E. coli O157:H7 VT1 y VT2 aislada de humano con colitis hemorrágica, CDC, 

USA), CECT 4782 (E. coli O157:H7 VT1 y VT2 exopolisacárido+ aislada de 

humano con colitis hemorrágica, USA), CECT 4783 (E. coli O157:H7 VT1 y VT2 

aislada de humano con colitis hemorrágica, USA) y CECT 4972 (E. coli 

O157:H7 no patógena). Adicionalmente se utilizó la cepa CECT 516 como 

referencia no patógena y no-O157:H7. Todas las cepas se reconstituyeron en 

infusión de cerebro y corazón (BHI, Difco) y se incubaron a 37°C durante 18-

24 horas. 

A partir de las cepas ya reconstituidas se procedió a la inoculación de 

1 ml de cada una de ellas en tubos con 10 ml de BHI, incubándose a 37°C 

durante 18-24 h. Se realizaron tres pases consecutivos con el fin de activar 

adecuadamente el sistema metabólico de las bacterias. Tras el tiempo citado 

a la temperatura indicada se obtuvieron poblaciones de aproximadamente 
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109 ufc/ml. Las cepas fueron almacenadas en caldo nutritivo (Difco) con 

0,75% de agar nutritivo (Difco) a temperatura ambiente. 

Tabla 1. Clasificación de las cepas de E. coli seleccionadas para el estudio. 

Serotipo Cepa Verotoxina producida 

O157:H7 LREC 1 VT1 y VT2 

O157:H7 LREC 2 VT1 y VT2 

O26:H11 LREC 3 VT1 

O26:H11 LREC 4 VT1 

O157:H7 CECT 4076  

O157:H7 CECT 4267 VT1 y VT2 

O157:H7 CECT4782 VT1 y VT2 exopolisacárido+ 

O157:H7 CECT 4783 VT1 y VT2 

O157:H7 CECT 4972 No patógena 

No-O157:H7 CECT 516 No patógena 
 

 

3.3.2. ESTUDIOS DE IMPEDANCIA 

 

Con la finalidad de llevar a cabo estudios de impedancia de las cepas 

anteriormente citadas, se efectuaron diluciones decimales seriadas de cada 

uno de los cultivos correspondientes. Para ello, se inoculó 1 ml de los 

mismos en tubos que contenían 9 ml de agua de peptona tamponada (Difco). 

Se realizaron las diluciones pertinentes hasta llegar a la 10-6, 

correspondiendo aproximadamente a una concentración de 103 ufc/ml. 

A continuación, según detalla el método descrito por MacDonald y 

Sutherland (57), se inocularon alícuotas de 0,9 ml de caldo BHI o de LD10% en 

cada una de las 16 celdillas que componen el módulo que se introduce en el 

Bactometer (bioMèrieux, France). Estas celdillas fueron posteriormente 

inoculadas por duplicado con 0,1 ml de las diluciones 10-6 y 10-4 de una única 

cepa de E. coli. De tal manera, se obtuvieron unas concentraciones finales 
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del microorganismo en cada celdilla de aprox. 102 y 104 ufc/ml, 

respectivamente. Paralelamente se llevó a cabo el protocolo control, es 

decir, sin la presencia del microorganismo; inoculando 0,1 ml de BHI o 

LD10% en 2 pocillos de cada módulo. Según indica el manual del Bactometer, 

la muestra introducida en cada pocillo no debe superar la concentración de 

106 ufc/ml al ser el umbral máximo del instrumento. 

Los cultivos fueron introducidos en el Bactometer. El sistema se 

ajustó para la realización de un test de capacitancia (Test Code 3, Signal C), 

elegido porque su medida tiene relación directa con el número de bacterias 

presentes en el medio. La duración del mismo varió dependiendo de la 

temperatura seleccionada: 

- A 5, 10 y 15°C se incubaron durante 72 h. 

- A 20°C se incubaron durante 48 h. 

- A 25, 30, 35, 40, 45, 50 y 55°C se incubaron durante 24 h. 

Todo el proceso descrito fue realizado por duplicado con cada una de 

las cepas de E. coli. 

Previamente a la introducción de los módulos en la unidad del 

Bactometer se tomaron alícuotas de 1 ml de la dilución adecuada. Estas 

fueron sembradas en placas de Petri con agar de soja triptona (TSA, Difco) e 

incubadas a 37°C durante 18-24 horas. De esta forma se pudo conocer con 

exactitud la población inicial de cada cepa de E. coli al comienzo de cada 

ensayo impedanciométrico. 

Los datos obtenidos del TD fueron introducidos manualmente en el 

programa Excel (Microsoft) para proceder a los cálculos a continuación 

descritos. 
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3.3.3. CÁLCULO DE LOS PARÁMETROS CINÉTICOS DEL 
CRECIMIENTO 

 

3.3.3.1. CÁLCULO DEL TIEMPO DE GENERACIÓN 

Dado que se introdujeron en el Bactometer cultivos de 

concentraciones finales 102 y 104 ufc/ml de cada cepa de E. coli, se 

obtuvieron dos TD correspondientes a cada una de ellas. A partir de los TD se 

calcularon los Tg de cada cepa según Firstenberg-Eden y Eden (58) y Baranyi y 

Roberts (59): 

Tg =
�∆TD×log10 2�

�log10 Niv−log10 Nii�
  (1) 

Donde ΔTD es el incremento del tiempo de detección entre las dos 

poblaciones inoculadas, log10 Niv es el logaritmo decimal del recuento del 

inóculo con mayor población o de la dilución más baja (esto es, la población 

con 104 ufc/ml procedente de la dilución 10-4) y log10 Nii es el logaritmo 

decimal del recuento del inóculo con menor población o de la dilución más 

alta (102 ufc/ml procedente de la dilución 10-6). 

Debido a que la diferencia entre las dos poblaciones es de dos ciclos 

logarítmicos [(log10 Niv – log10 Nii) = 2] y que log10 2 = 0,301, la expresión (1) se 

pudo redefinir como: 

Tg = 0,15 × ∆TD (2) 

 

3.3.3.2. CÁLCULO DEL TIEMPO DE LATENCIA 

La estimación de λ mediante métodos impedanciométricos es más 

compleja, ya que se necesita conocer (60; 61): 
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- El tiempo de generación Tg. 

- La densidad de población celular en el momento del TD, NTD. 

- La densidad de población celular en t = 0, N0. 

- La relación NTD / N0. 

En primer lugar, es necesario calcular el número de duplicaciones de 

la población celular o número de generaciones antes de llegar al TD (N(GEN al 

TD)). Para ello se aplica: 

NGEN al TD = 3,32 × log10 �
NTD

N0
� (3) 

El número de generaciones se multiplica por el tiempo de generación 

con el fin de estimar el tiempo necesario para que se produzca ese aumento 

en el número de bacterias. La diferencia entre ese tiempo y el TD es una 

estimación del tiempo de latencia: 

λ = TD − �Tg × N(GEN al TD)� (4) 

Los siguientes componentes fueron considerados para la aplicación 

de las expresiones (3) y (4): 

- El tiempo de generación Tg: Fue calculado mediante el modelo 

(2) descrito en el apartado anterior. 

- La densidad de población celular en el momento del TD, NTD: Se 

consideró una población de 106 ufc/ml, ya que según el manual 

del Bactometer la muestra introducida en cada pocillo no 

debería exceder dicha densidad de población. 

- La densidad de población celular en t = 0, N0: En este caso fue 

necesario considerar dos N0, ya que tal como se ha explicado 

anteriormente, se inocularon dos poblaciones diferentes: 102 y 



 

56 

104 ufc/ml. Con objeto de simplificar la notación, dichas 

poblaciones recibieron la denominación ii y iv, respectivamente. 

- La relación NTD/N0: Debido a la consideración de las poblaciones 

iniciales N0 ii y iv, se obtuvieron dos relaciones NTD/N0 y 

consecuentemente, dos N(GEN al TD) (expresión (3)). 

- Finalmente, se calcularon dos λ (λii y λiv) mediante la expresión 

(4). 

Todos los datos obtenidos fueron introducidos manualmente en el 

programa Excel para continuar con el análisis estadístico. 

 

3.3.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Se calculó la media de los valores de los TD de cada inóculo inicial, 

cepa de E. coli y temperatura. Se determinó el coeficiente de correlación de 

Pearson (CCP) entre los resultados de λ de cada inóculo a cada temperatura 

con el fin de comprobar si existía una correlación lineal o de dependencia. 

Seguidamente se estimó la media y desviación estándar de los parámetros 

de crecimiento (Tg y λ). Se calculó el CV de los mismos, es decir, la relación 

entre la desviación estándar y la media para investigar la importancia de la 

variabilidad entre las temperaturas o las cepas. Finalmente, se empleó la 

prueba F de Fischer (F-test) con el fin de comprobar diferencias significativas 

entre E. coli O157:H7 y O26:H11 respecto de CECT 516, así como entre las 

cepas patógenas y no patógenas. Todos los estudios estadísticos se llevaron 

a cabo en Excel. 
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3.4. RESULTADOS 
 

3.4.1. PARÁMETROS DE CRECIMIENTO ESTIMADOS 

 

3.4.1.1. ENSAYOS EN MEDIO BHI 

La realización por duplicado del test de capacitancia en el 

Bactometer para la dilución más baja (10-4; aproximadamente 104 ufc/ml) de 

todas las cepas de E. coli, originó dos valores de TD. Se calculó la media de 

los valores obtenidos (datos no mostrados) con la finalidad de poder 

introducirlos en la ecuación (2) para el cálculo del Tg y el posterior cálculo de 

λ. Seguidamente se llevó a cabo el mismo procedimiento con los valores 

obtenidos de la dilución más alta (10-6; aproximadamente 102 ufc/ml). 

La Tabla 2 recoge los valores de Tg y λ estimados a partir de los 

tiempos de detección del impedanciómetro de las cepas de E. coli cultivadas 

en BHI a distintas temperaturas. Las Figuras 1A y 1B muestran los valores 

medios del Tg y λ, respectivamente y la desviación estándar (DS) obtenidos 

de las cepas estudiadas. El nivel de detección del Bactometer no fue 

alcanzado a 5 y 10°C durante 72 h, ni a 50 y 55°C durante 24 h, por lo que no 

se registró crecimiento a esas temperaturas. Las medias del Tg disminuyeron 

con el incremento de temperatura desde 15°C (2,57 h) hasta 40°C (0,26 h), 

sin embargo mostraron un leve incremento a 45°C (0,38 h) al alcanzar 

valores similares a los obtenidos a 35°C. Respecto a la DS, es curioso 

observar como los valores obtenidos a 15°C (0,152) fueron muy similares de 

aquellos recogidos a 45°C (0,136) y sin embargo, mucho mayores que el 

resto; como por ejemplo 0,032 a 35°C. Esto indica mucha mayor desviación 

de los valores medios del Tg a estas dos temperaturas (Figura 1A). El rango 
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de los valores del Tg abarcó desde 2,36-2,90 h (DS 0,152) a 15°C hasta 0,21-

0,29 h (DS 0,025) a 40°C. A 45°C los valores del Tg se situaron entre 0,07 y 

0,59 h (DS 0,136). 

Los resultados fueron comparados con aquellos obtenidos con el 

Pathogen Modeling Program, PMP(62). Para su realización se seleccionó el 

modelo de crecimiento aeróbico en caldo de E. coli O157:H7 con las 

siguientes condiciones de entrada: temperatura (15, 20, 25, 30, 35, 40, ó 

42°C; ya que 45°C no está incluido en el modelo), pH 7,2, cloruro sódico 0,5% 

(g/dl) y nivel de población inicial 4 log ufc/ml. La Figura 1A recoge los valores 

del Tg obtenidos. En ella se puede observar una buena correspondencia 

entre ambas series de datos a todas las temperaturas, destacando 

únicamente que a 15, 20, 25 y 45°C los resultados aportados por el PMP se 

encontraron por debajo del límite inferior del rango del Tg de nuestro 

estudio. Por otro lado, nuestros datos fueron también comparados con 

aquellos obtenidos al usar el ComBase Predictor, CB(63). Para ello se 

seleccionó el modelo de crecimiento de E. coli con las siguientes entradas: 

nivel de población inicial 4 log ufc/ml, valor de estado fisiológico (α) 

predeterminado 0,042426, temperatura (15, 20, 25, 30, 35, 40 ó 42°C; dado 

que la temperatura de 45°C no está incluida en el modelo), pH 7,2 y actividad 

de agua de 0,995. Finalmente se pudo constatar una buena concordancia 

entre los valores del Tg de los datos experimentales y los estimados por el 

CB, exceptuando los obtenidos a 15°C (Figura 1A). 

Se obtuvieron dos valores de λ para cada cepa y temperatura al 

realizarse el experimento con dos concentraciones iniciales, siendo en todos 

los casos ambos datos prácticamente iguales (datos no mostrados). Con la 

finalidad de ver la relación entre los valores de λ de cada inóculo a cada 

temperatura, se calculó el CCP. A todas las temperaturas el CCP fue 0,999; 

mostrando prácticamente una total correlación positiva. Cuando el inóculo 
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está en la fase estacionaria, λ es independiente del tamaño del mismo(64). La 

Figura 1B recoge la media de ambas series de tiempos de latencia. En ella se 

puede observar como los valores medios de λ mostraron comportamientos 

similares a los valores medios del Tg, decreciendo desde 23,25 a 15°C hasta 

1,41 h a 40°C y aumentando ligeramente a 1,90 h a 45°C. Los valores de DS 

obtenidos entre 35 y 45°C fueron muy diferentes (0,253 y 1,9, 

respectivamente). El rango de valores de λ estuvo comprendido entre 20,91-

26,20 h (DS 1,431) a 15°C y 1,01-1,91 h a 40°C (DS 0,292). A 45°C dicho rango 

fue de 0,18-6,95 h (DS 1,980). Es de destacar como los valores de DS 

obtenidos a 45°C fueron muy similares de aquellos a 15°C (1,431) y 20°C 

(0,565). 

La Figura 1B aúna la media de los valores λ experimentales y los 

teóricos de PMP y CB. En ella se puede observar como nuestros datos 

difieren de los obtenidos por los modelos a 15 y 20°C; comenzando a 

asemejarse a 25, 30 y 35°C en donde los resultados se encontraron en el 

límite inferior del rango de valores obtenidos en nuestro estudio. CB 

manifestó incluso mayores diferencias a 15 y 20°C, así como una falta de 

ajuste cuando se utilizó el valor predeterminado del factor de estado 

fisiológico α (0,042426). El estado fisiológico α(59; 65) es un número 

adimensional entre 0 y 1 que expresa la idoneidad física de las células con su 

medio. Si este valor es 0 el crecimiento no ocurrirá, representando una 

latencia infinita; mientras que si el valor es 1 el crecimiento comenzará 

inmediatamente, sin latencia. La duración de la latencia no depende sólo del 

medio actual sino también de la historia previa de las células, por lo que los 

valores de α cuantifican el efecto de la historia previa del cultivo sobre λ. Se 

probaron distintos valores ajustados de α hasta que los resultados obtenidos 

de λ se localizaron entre nuestros resultados y los de PMP a 15, 20, y 25°C: 

20,71 h (1,0 x 10-10); 7,80 h (0,0001) y 3,84 h (0,01). De igual manera se 
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pueden probar diferentes valores α obteniendo otros resultados de λ. Por 

ejemplo, si a 15°C se aplica el valor α = 1,0 x 10-9 se obtiene λ = 18,4 h, 

logrando el mismo valor que con PMP; mientras que si se emplea α = 1,0 x 

10-8 se obtiene λ = 16,1 h, valor por debajo del de PMP. 

3.4.1.2. ENSAYOS EN MEDIO LD10% 

La Tabla 2 reúne los valores de Tg y λ estimados a través de los 

tiempos de detección impedanciométricos de las cepas de E. coli cultivadas 

en LD10% a una serie de temperaturas. Las Figuras 2A y 2B muestran los 

valores medios de Tg y λ, así como la DS de dichas cepas en las condiciones 

citadas. El Bactometer no pudo detectar crecimiento a 5, 10 y 15°C durante 

72 h; a 20°C durante 48 h, ni a 50 y 55°C durante 24 h. El cálculo de los 

valores medios del Tg y su distribución en la Figura 2A permiten observar 

como estos disminuyeron con el incremento de temperatura desde 25°C 

(1,53 h) hasta 35-40°C (0,40-0,41 h), pero aumentaron ligeramente a 45°C 

(0,49 h). Asimismo, también se pudieron percibir valores altos de DS a 25°C 

(0,233) e incluso más altos a 45°C (0,375). Es importante señalar que se 

observaron algunos cambios en el medio a 45°C que explicarían la alta DS 

encontrada. La Figura 2A también recoge los valores del Tg obtenidos con el 

PMP. En ella se observa una buena concordancia entre las series de datos a 

todas las temperaturas (estando incluidos en el rango de DS) excepto a 25°C. 

Se obtuvieron resultados similares mediante el uso del CB. El pH introducido 

en el ComBase para su aplicación en medio LD10% fue modificado a 6,2 a 

25°C (66) y a 4,5 a 30, 35, 40 y 42°C (67). Los datos de λ obtenidos de las dos 

concentraciones iniciales de las cepas cultivadas en LD10% a diferentes 

temperaturas fueron prácticamente iguales (datos no mostrados). El CCP fue 

0,999 a todas las temperaturas, lo cual representa una casi absoluta 

correlación positiva. La media de las dos series de datos de λ y los valores 

obtenidos con PMP y CB se muestran en la Figura 2B. Nuestros resultados 
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fueron diferentes a lo largo de las temperaturas, con unos valores de λ (7,26 

h) y DS (5,243) máximos a 45°C. Los cambios observados en el medio LD10% 

a esa temperatura pudieron ser la causa de las altas desviaciones. λPMP y λCB 

mostraron tendencias similares a los datos experimentales, excepto a 45°C. 

No fue necesario ajustar el estado fisiológico.  
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Tabla 2. Valores estimados de Tg y λ de las cepas de E. coli cultivadas en medio BHI y LD10% 
a diferentes temperaturas. Datos obtenidos a través de los tiempos de detección 
impedanciométricos. 

Tª (°C) Cepa BHI  LD10% 

  Tg λ  Tg λ 

15 1 2,49 24,20  - - 

 2 2,57 22,10  - - 

 3 2,60 22,25  - - 

 4 2,90 23,47  - - 

 4076 2,66 20,91  - - 

 4267 2,54 23,90  - - 

 4782 2,60 22,80  - - 

 4783 2,38 26,20  - - 

 4972 2,56 23,75  - - 

 516 2,36 22,89  - - 

20 1 1,17 10,70  - - 

 2 1,18 11,60  - - 

 3 1,27 9,70  - - 

 4 1,16 11,65  - - 

 4076 1,35 8,70  - - 

 4267 1,22 11,00  - - 

 4782 1,29 9,95  - - 

 4783 1,19 10,85  - - 

 4972 1,13 12,05  - - 

 516 1,34 6,90  - - 

25 1 0,79 4,08  1,16 4,45 

 2 0,77 4,43  1,49 3,51 

 3 0,68 4,62  1,49 4,16 

 4 0,79 4,53  1,94 0,52 

 4076 0,80 3,78  1,52 1,71 

 4267 0,72 4,93  1,69 1,02 

 4782 0,80 3,88  1,83 0,53 

 4783 0,80 3,83  1,33 2,35 

 4972 0,80 4,53  1,41 1,51 

 516 0,68 3,68  1,43 1,91 
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Tabla 2 (Continuación). Valores estimados de Tg y λ de las cepas de E. coli cultivadas en 
medio BHI y LD10% a diferentes temperaturas. Datos obtenidos a través de los tiempos de 
detección impedanciométricos. 

Tª (°C) Cepa BHI  LD10% 

  Tg Λ  Tg λ 

30 1 0,41 2,82  0,47 3,12 

 2 0,47 2,52  0,39 3,57 

 3 0,49 1,82  0,20 5,11 

 4 0,49 2,32  0,36 4,11 

 4076 0,41 3,22  0,41 3,22 

 4267 0,40 3,37  0,33 4,06 

 4782 - -  0,39 3,47 

 4783 0,41 3,22  0,54 2,92 

 4972 0,35 3,81  0,44 3,62 

 516 0,38 2,97  0,39 3,57 

35 1 0,32 3,01  0,69 0,08 

 2 0,37 2,56  0,60 0,97 

 3 0,38 2,27  0,46 1,37 

 4 0,37 2,71  0,53 1,07 

 4076 0,37 2,56  0,36 2,51 

 4267 0,38 2,27  0,39 2,27 

 4782 0,37 2,71  0,30 2,76 

 4783 0,41 2,22  0,26 3,26 

 4972 0,33 2,36  0,15 4,01 

 516 0,30 2,61  0,27 2,91 

40 1 0,27 1,21  0,58 0,92 

 2 0,29 1,06  0,53 1,72 

 3 0,29 1,01  0,35 2,16 

 4 0,29 1,21  0,42 1,62 

 4076 0,26 1,41  0,34 2,31 

 4267 0,26 1,41  0,44 1,77 

 4782 0,25 1,66  0,36 2,01 

 4783 0,21 1,91  0,34 1,91 

 4972 0,24 1,71  0,43 1,77 

 516 0,23 1,51  0,28 1,66 
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Tabla 2 (Continuación). Valores estimados de Tg y λ de las cepas de E. coli cultivadas en 
medio BHI y LD10% a diferentes temperaturas. Datos obtenidos a través de los tiempos de 
detección impedanciométricos. 

Tª (°C) Cepa BHI  LD10% 

  Tg λ  Tg λ 

45 1 0,07 6,95  - - 

 2 0,32 3,41  - - 

 3 0,44 0,82  - - 

 4 0,50 0,82  0,10 2,85 

 4076 0,41 1,07  - - 

 4267 0,35 1,46  0,38 5,22 

 4782 0,37 1,21  - - 

 4783 0,39 1,02  1,05 13,94 

 4972 0,34 1,71  0,66 2,58 

 

 

516 0,59 0,18  0,26 11,71 
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Figura 1. (A) Valores medios del Tg obtenidos de E. coli O157:H7, O26:H11 y cepa de 
referencia cultivadas en medio BHI a diferentes temperaturas. Se muestran las estimaciones 
obtenidas con PMP y CB. (B) Valores medios de λ obtenidos de los cultivos en BHI y 
estimaciones del PMP y CB. λ-CB-adj.α: tiempos de latencia estimados con CB tras ajustar α. 
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Figura 2. (A) Valores medios del Tg obtenidos de E. coli O157:H7, O26:H11 y cepa de 
referencia cultivadas en medio LD10% a diferentes temperaturas. Se muestran las 
estimaciones obtenidas con PMP y CB. (B) Valores medios de λ obtenidos de los cultivos en 
BHI y estimaciones de PMP y CB. 
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3.4.2. CV DE LOS PARÁMETROS DE CRECIMIENTO 

 

El CV o variabilidad relativa, ejecutado para una sola variable, 

pretende describir la dispersión de la misma de forma que no dependa de la 

unidad de la variable medida. No tiene unidades, por ello puede ser 

expresado como fracción o porcentaje(68). Se interpreta de forma que la 

dispersión de la variable será mayor cuanto más alto sea el valor del 

coeficiente. Con la finalidad de obtener los CV de los valores del Tg en BHI y 

LD10% se calculó la media y la desviación estándar de todas las cepas a cada 

temperatura. Como muestra la Tabla 3, los valores más altos se detectaron a 

45°C (0,361 ó 36,1% en BHI; 1,468 ó 146% en LD10%), mientras que los más 

bajos fueron a 15°C en BHI (0,059 ó 5,9%) y a 25°C en LD10% (0,153 ó 

15,3%). A todas las temperaturas la variabilidad entre cepas fue muy 

pequeña, excepto a 45°C en leche. Igualmente, para todas las temperaturas 

los valores del Tg fueron mayores en LD10% que en BHI. El mismo 

procedimiento se realizó con el parámetro de crecimiento λ. En este caso, 

todos los valores del coeficiente en BHI estuvieron comprendidos entre 

0,062 y 0,209; exceptuando a 45°C (1,062 ó 106,2%). Los valores del CV para 

λLD10% fueron más altos que para λBHI a cada temperatura, con un máximo a 

45°C (1,428 ó 142,8%). Una posible explicación a este hecho sería que sólo 

cuando el inóculo es sometido a condiciones de estrés su tamaño podría 

influenciar la duración del tiempo de latencia(64). En nuestro trabajo la 

temperatura de 45°C podría haber causado estrés a las células bacterianas, 

originando un tiempo de latencia prolongado. Es importante señalar que la 

temperatura usada para la diferenciación de E. coli respecto del grupo de 

coliformes fecales es 42°C. La Tabla 3 muestra el CV para cada cepa de E. coli 

a todas las temperaturas estudiadas. Los resultados exhiben valores similares 

en todas las cepas, oscilando entre 0,539-1,059 para TgBHI y 1,055-1,281 para 
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λBHI. Los valores más altos del CV representan la influencia directa de las 

temperaturas en el crecimiento de cada cepa. Un amplio rango de valores 

del CV fue observado en TgLD10% (0,720-1,246) y λLD10% (0,409-1,156), lo cual 

indica que los cambios físicos detectados en la leche representan un 

componente adicional de la variabilidad. 

 

Tabla 3. CV del Tg y λ obtenido de las cepas de E. coli cultivadas en medio BHI o LD10%. 

Criterio CVBHI  CVLD10%  CVLD10% (no 45°C) 

 Tg (h) λ (h)  Tg (h) λ (h)  Tg (h) λ (h) 

Tª (°C)         
15 0,059 0,062  - -  - - 

20 0,063 0,152  - -  - - 

25 0,066 0,102  0,153 0,661  0,153 0,661 

30 0,117 0,209  0,227 0,171  0,227 0,171 

35 0,088 0,100  0,421 0,572  0,421 0,572 

40 0,098 0,207  0,227 0,211  0,227 0,211 

45 0,361 1,062  1,468 1,428  - - 

         

Cepa         

1 1,059 1,055  0,720 1,156  0,420 0,934 

2 0,964 1,111  0,913 0,803  0,667 0,533 

3 0,943 1,281  1,155 0,810  0,934 0,541 

4 0,993 1,239  1,090 0,711  0,932 0,866 

4076 0,642 1,084  1,102 0,623  0,877 0,255 

4267 0,626 1,098  0,909 0,603  0,918 0,569 

4782 0,934 1,236  1,246 0,840  1,029 0,574 

4783 0,539 1,164  0,665 1,044  0,797 0,229 

4972 0,770 1,100  0,777 0,409  0,912 0,466 

516 0,558 1,230  0,964 0,962  0,946 0,353 
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3.4.3. F-TEST DE LOS PARÁMETROS DE CRECIMIENTO 

 

Como recoge la Tabla 4, se llevó a cabo el F-test entre cada cepa de 

E. coli O157:H7 y O26:H11 respecto a la cepa de referencia (CECT 516) y 

entre cada cepa patógena respecto de las cepas no patógenas (CECT 4972 y 

CECT 516). Abordando en primer lugar los cultivos en BHI, los resultados no 

mostraron diferencias significativas entre la cepa de referencia y el resto de 

cepas (los valores críticos de F-test al 5% ó 1% de nivel de confianza fueron 

3,79 y 6,99; respectivamente) ni entre las cepas patógenas y no patógenas 

(los valores críticos para el F-test al nivel de confianza del 5% ó 1% de fueron 

5,05 y 10,97; respectivamente). El mismo procedimiento fue realizado con 

los resultados en LD10%. En este caso la comparación del tiempo de latencia 

de todas las cepas respecto a la de referencia reveló la existencia de 

diferencias significativas en todos los casos excepto en LREC 1, LREC 3 y CECT 

4783. Asimismo, cuando el estudio se realizó entre las patógenas y no 

patógenas, todas las cepas a excepción de LREC 1 y LREC 3 mostraron alguna 

diferencia. En todos los casos la cepa de referencia fue la implicada en estas 

diferencias estadísticas, excepto en CECT 4783. Debido a la alta variabilidad 

observada en los resultados obtenidos a 45°C en LD10% se llevó a cabo un F-

test adicional excluyendo los resultados a esa temperatura, no obteniéndose 

diferencias (los valores críticos para el F-test al 5% ó 1% del nivel de 

confianza fueron 6,39 y 15,98; respectivamente). 
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Tabla 4. Comparación mediante F-test del Tg y λ entre las cepas de E. coli cultivadas en BHI y 
LD10%. Los valores del F-test estadístico son fiables si el valor crítico se encuadra dentro del 
nivel de confianza del (a) 5% ó (b) 1%.  

Valores obtenidos con F-test 

Comparaciones  Ensayos en BHI  Ensayos en 
LD10%  Ensayos en 

LD10% (no 45°C) 

   Tg (h) λ (h)  Tg (h) λ (h)  Tg (h) λ (h) 

Cepas O157 y O26 
vs cepa de 
referencia 

         

1 516  1,185 1,045  1,463 4,468  3,370 0,196 

2 516  1,141 1,066  1,179 7,113a  0,804 0,465 

3 516  1,162 1,009  1,302 4,078  1,089 0,262 

4 516  1,438 1,120  2,078 8,354a  1,833 0,312 

4076 516  1,132 1,160  1,315 11,846a,b  1,066 2,041 

4267 516  1,265 1,158  1,337 5,870a  1,363 0,468 

4782 516  1,573 1,083  2,015 8,151a  1,757 0,497 

4783 516  1,097 1,349  1,175 1,481  1,302 0,454 

4972 516  1,388 1,198  1,115 14,424a,b  1,024 0,487 

Cepas patógenas 
vs no patógenas 

         

1 4972  1,009 1,044  1,312 3,228  3,291 2,482 

516  1,185 1,045  1,463 4,468  3,370 0,196 

2 4972  1,029 1,164  1,314 2,028  0,824 1,049 

516  1,141 1,066  1,179 7,113a  0,804 0,465 

3 4972  1,011 1,101  1,452 3,537  1,115 1,857 

516  1,162 1,009  1,302 4,078  1,089 0,262 

4 4972  1,224 1,026  2,317 1,727  1,877 1,560 

516  1,438 1,120  2,078 8,354a  1,833 0,312 

4076 4972  1,226 1,390  1,466 1,218  1,091 0,239 

516  1,132 1,160  1,315 11,846a,b  1,066 2,041 

4267 4972  1,098 1,034  1,491 2,457  1,396 1,041 

516  1,265 1,158  1,337 5,870a  1,363 0,468 

4782 4972  1,854 1,107  2,246 1,770  1,799 0,982 

516  1,573 1,083  2,015 8,151a  1,757 0,497 

4783 
4972  1,265 1,127  1,053 21,355a,b  1,272 0,221 

516 

 

 1,097 1,349  1,175 1,481  1,302 0,454 
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3.4.4. ESTADO FISIOLÓGICO DE LOS CULTIVOS 

 

La Tabla 5 muestra los valores de α obtenidos después de ajustar en 

ComBase los resultados de λBHI y λLD10% (Figuras 1B y 2B, respectivamente). 

Las cepas, niveles iniciales de microorganismos, pH y parámetros de 

actividad del agua fueron fijados como se explicó previamente. El valor de 

estado fisiológico refleja el nivel de estrés de los cultivos en el momento de 

la inoculación. Los resultados avalan una reducción de los valores de αBHI 

(aprox. 10-4-10-6) respecto al valor por defecto utilizado por el programa 

(4,24 x 10-2). Esto indica un valor más cercano a 0 y un λBHI mayor, así como 

un ligero nivel de estrés celular en el momento de la inoculación. 

Curiosamente, el descenso fue menos importante en los valores de αLD10% (de 

aprox. 10-3-10-4 a aprox. 10-2). 

 

Tabla 5. Valores de α obtenidos tras ajustar en CB los resultados de λBHI y λLD10% 
(Figuras 1B y 2B, respectivamente). Las cepas, nivel inicial del microorganismo, pH 
y parámetros de actividad del agua fueron fijados como se explica en el texto. 

  Ensayos en BHI CB  Ensayos en LD10% CB 

Tª (°C)  λBHI αBHI  λLD10% αLD10% 

15  23,25 1,01 x 10-5  - - 

20  10,31 3,73 x 10-6  - - 

25  4,23 1,37 x 10-5  2,17 3,71 x 10-4 

30  2,89 8,29 x 10-6  3,68 8,25 x 10-4 

35  2,53 6,14 x 10-6  2,12 2,03 x 10-3 

40  1,41 2,03 x 10-4  1,79 3,35 x 10-3 

45a  1,87 9,14 x 10-5  3,63 6,76 x 10-4 
 

a 45°C no está incluido en CB, por lo que se elige 42°C. 
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3.5. DISCUSIÓN 
 

Las conclusiones sobre la variabilidad son diversas dependiendo de 

las condiciones, cepas y especies usadas en los diferentes estudios. Algunos 

autores han analizado las diferencias entre cepas sin emplear el CV y han 

obtenido diferentes resultados: Duh y Schaffner (69) y Begot et al. (70) 

compararon los parámetros de crecimiento de Listeria monocytogenes y 

Listeria innocua. Dengremont y Membre (71) estudiaron las tasas de 

crecimiento de cinco cepas de Staphylococcus aureus en diferentes 

combinaciones de temperatura, pH y concentración de NaCl. Coleman et al. 

(72), Wenz et al. (73) y Baker et al. (74) estudiaron las diferencias entre cepas de 

Escherichia coli O157:H7 procedentes de carne, ganado y asociadas a 

enfermedades humanas; encontrando diferencias en su virulencia. Estos 

autores demostraron la necesidad de elaborar modelos de crecimiento 

específicos para medios y productos alimenticios con el objetivo de su 

extrapolación a los modelos de evaluación de riesgo. 

Comparar el CV de los parámetros de crecimiento de una cepa y de 

una serie de cepas es una aproximación que permite evaluar la importancia 

de la oscilación entre ellas con la finalidad de estimar los parámetros en 

modelos predictivos(42). Varios autores han empleado el CV para estudiar la 

variabilidad en diferentes microorganismos. Oscar (42) comunicó que el CV de 

los parámetros de crecimiento era similar en las cepas individuales de 

Salmonella que crecían en hamburguesas de pollo estériles a 25°C (9,4% para 

el tiempo de latencia y 5,7% para la tasa de crecimiento específica). Sus 

resultados muestran leves diferencias en los parámetros de crecimiento 

entre dichas cepas, al igual que lo encontrado en el presente estudio. Este 

autor concluyó que los valores de la cinética de crecimiento obtenidos con 
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una cepa de Salmonella podrían ser útiles para predecir el crecimiento de 

otras cepas del mismo género sobre las que no existan datos. La mediciones 

en las cepas individuales arrojaron como resultado un CV medio de 11,7% 

para el tiempo de latencia y de 6,7% para la tasa de crecimiento específica. 

Whiting y Golden (41) encontraron que el CV de los parámetros de 

crecimiento estimados en 17 cepas de la misma bacteria era mayor que el 

obtenido de una única cepa. Los valores medios del CV de todas las cepas 

fueron 0,16 para la velocidad de crecimiento exponencial y 0,38 para el 

tiempo de latencia. De Jesus y Whiting (43) publicaron un amplio estudio 

sobre linajes y variaciones entre cepas de los tiempos de latencia y 

velocidades de crecimiento de tres linajes genotípicos diferentes de L. 

monocytogenes. Se observaron diferencias significativas entre ellos, además 

de una amplia variación entre las cepas en todos los parámetros evaluados. 

La media del CV de los parámetros de crecimientos estudiados fue 0,18; 

similar a la obtenida en nuestro estudio en los ensayos con BHI. Lindqvist (44) 

usó los tiempos de detección para estudiar la variabilidad en S. aureus, 

encontrando un CV de aprox. 0,45 en la tasa de crecimiento exponencial y de 

16,7 en el tiempo de latencia. Estos resultados fueron mayores que los 

obtenidos en el presente trabajo. 

El parámetro de estado fisiológico ha sido descrito como un 

cuantificador de la idoneidad del cultivo al medio actual. Asimismo, también 

se ha definido como la fracción potencial de la población inicial que puede 

alcanzar la curva de crecimiento sin latencia (65). Es interesante tener en 

cuenta los pequeños valores de α obtenidos en BHI y LD10%. Estos fueron 

más cercanos al 0 que al valor empleado por defecto por el ComBase, lo cual 

representa tiempos de latencia mayores. El teorema del estado fisiológico 

alega que el valor α del inóculo es igual a la media aritmética de los estados 

fisiológicos de las células individuales. Este teorema es válido 
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independientemente de la distribución de los tiempos de latencia(65), por lo 

que las condiciones ambientales son más importantes en el crecimiento 

celular. En el presente trabajo los valores de α fueron diferentes entre 

temperaturas, lo cual indica diferencias en el nivel de estrés de las células en 

el momento de la inoculación. Aunque el estado fisiológico de la población 

inicial es importante, las células se ven inmediatamente afectadas por la 

temperatura y las condiciones del medio en las que son inoculadas. Esto 

significa que el efecto del medio y de las condiciones ambientales (i) podría 

ser más influyente en el estado fisiológico de las células que las condiciones 

previas y (ii) podría añadirse e incrementar el efecto de las condiciones 

previas a la inoculación. Para disminuir la variación de los valores del estado 

fisiológico se calculó la raíz cuadrada (√α) (Figura 3). Los valores de √α 

fueron similares desde los 10°C (0,0032) hasta los 35°C (0,0025) en cultivos 

de BHI, aumentando ligeramente a 40°C (0,0143). Curiosamente, los 

resultados de los cultivos en LD10% aumentaron desde 25°C (0,0193) hasta 

40°C (0,0579). En ambos medios, los valores de √α disminuyeron desde 40 

hasta 45°C. Se puede concluir que el medio y las condiciones del cultivo 

afectan fuertemente al estado fisiológico de las células, pudiendo este hecho 

añadirse a la historia celular previa. 

Los valores α estimados para λLD10% son mayores que los de λBHI, 

debido posiblemente a las características de la leche desnatada. Los valores 

más bajos de α podrían indicar un periodo de latencia más amplio. Hasta 

nuestro conocimiento no ha sido anteriormente publicada la variación de α a 

lo largo de una serie de temperaturas y cepas, por lo que dicho aspecto no 

pudo ser contrastado con la bibliografía. Lindqvist (44) estudió la variabilidad 

de α en 17 cepas de E. coli a una única temperatura de 17°C y encontró 

mayores valores del parámetro que los obtenidos en nuestro trabajo (0,01-

0,92). Por otro lado, Baranyi y Pin (65) desarrollaron un método basado en el 
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teorema del estado fisiológico para estimar la tasa máxima de crecimiento 

específico y el tiempo de latencia de poblaciones bacterianas homogéneas. 

En el presente el estado fisiológico celular se calculó mediante los tiempos 

de latencia estimados desde los TD previamente calculados. 

Figura 3. Raíz cuadrada de los valores de α obtenidos mediante el uso de los valores 
de λ estimados previamente en BHI o LD10% 

 
 

Los microbiólogos predictivos consideran que los ensayos llevados a 

cabo en caldo de cultivo son estudios conservadores “a prueba de fallos” que 

permiten estimar el crecimiento bacteriano ante las condiciones alimentarias 

más comunes(75; 72). Coleman et al. (72) indicaron que la presencia de bajas 

densidades iniciales en alimentos como la carne picada y la agitación eran 

dos situaciones típicas que en los estudios podían dar lugar a sesgos. Nuestro 

estudio ha tenido en cuenta la variación entre cepas, temperatura de 

incubación, estado fisiológico celular en el momento de la inoculación y el 

uso de un modelo de alimento. De tal manera, se han observado diferencias 

entre los ensayos realizados en medio LD10% y BHI. A pesar de lo declarado 

en los estudios anteriores, los resultados en BHI no mostraron diferencias 
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entre temperaturas y cepas que confirmen dicha sobrestimación(76). Sin 

embargo, se observaron diferencias significativas en LD10%. 

La variabilidad entre cepas cepas ha sido estudiada por alguno de los 

autores anteriormente citados. En el presente estudio no se observó 

variabilidad significativa entre las cepas O157:H7, O26:H11 respecto de la no-

O157:H7, ni entre las patógenas y no patógenas. Se ha demostrado la 

necesidad del contacto célula-célula en la realización de algunas 

interacciones bacterianas dentro de una población. Dubey y Ben-Yehuda (77) 

observaron como las bacterias Gram positivas o Gram negativas 

intercambiaban moléculas citoplasmáticas o formaban nanotubos 

intercelulares tras 30-50 min a 37°C. Pese a que no ser el objetivo de la 

investigación, se podría suponer la existencia de conexiones directas entre 

las bacterias individuales en el presente trabajo, originando interacciones y 

variaciones. Numerosas bacterias Gram negativas intercambian información 

a través de las vesículas de la matriz extracelular para la entrega de 

moléculas de quorum sensing, ADN, etc. La interacción física entre bacterias 

mediante la formación de nanotubos facilitaría el transporte de las mismas 

para la posterior sincronización de los metabolismos individuales, 

reduciendo la variabilidad individual. Los resultados recientemente 

reportados por Labhsetwar et al. (78) en células isogénicas de E. coli sobre el 

efecto del ruido en la expresión génica del crecimiento y uso de vías 

metabólicas mostraron que la expresión del gen puede dar lugar a 

diferencias fenotípicas entre las células incluso en poblaciones isogénicas 

que crecen en condiciones macroscópicamente idénticas. El CV de las tasas 

de crecimiento fue bajo (0,30), por lo que los cambios en el metabolismo de 

las células individuales no cambian el aspecto macroscópico de las colonias 

ni aumentan el CV entre las tasas de crecimiento de las especies.



 

 

CAPÍTULO 4. COMPORTAMIENTO DE CRONOBACTER SAKAZAKII CECT 

858 A TEMPERATUAS Y MANIPULACIONES FRECUENTES A NIVEL 

DOMÉSTICO   
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4.1. INTRODUCCIÓN 
 

4.1.1. CRONOBACTER SAKAZAKII 

 

Cronobacter sakazakii es un miembro de la familia 

Enterobacteriaceae. El microorganismo fue originariamente conocido como 

Enterobacter cloacae pigmentada de amarillo, pasando en 1980 a 

denominarse Enterobacter sakazakii en base a las diferencias bioquímicas 

con E. cloacae encontradas por Farmer et al. (79) (80). Recientes investigaciones 

basadas en el uso de polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados, 

ensayos fenotípicos, ribotipificación automatizada, secuenciación del gen 

16S e hibridación ADN-ADN descubrieron nuevas evidencias capaces de 

sustentar un nuevo cambio en la nomenclatura del género, denominándose 

en 2008 Cronobacter sakazakii(81). 

 

4.1.1.1. INFECCIONES CAUSADAS POR C. SAKAZAKII 

Urmenyi y Franklin (82) informaron de los dos primeros casos 

conocidos de meningitis neonatal originada por C. sakazakii, denominado en 

aquel momento E. cloacae pigmentada de amarillo. Desde entonces el 

microorganismo ha sido aislado de localizaciones clínicas como líquido 

cefalorraquídeo, sangre, esputo, tracto respiratorio alto y bajo, tracto 

digestivo, heridas superficiales y orina(83). 

La frecuencia de la enfermedad en recién nacidos parece ser baja. 

Una revisión de casos producidos en niños entre 1961 y 2003 reveló 48 casos 

de enfermedad causados por la bacteria. El estudio U.S. FoodNet 2002 
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declaró una tasa de infección invasiva originada por el organismo de 1 por 

cada 100.000 niños menores de un año y de 8,7 por cada 100.000 recién 

nacidos de bajo peso(84).  

Las infecciones por C. sakazakii son una importante causa de 

meningitis, septicemia y enterocolitis necrotizante en bebés(85); pudiendo 

derivar la primera a ventriculitis, absceso e infarto cerebral, formación 

quística y desarrollo de hidrocefalia(80). Los recién nacidos prematuros, con 

bajo peso al nacer o aquellos con menos de 28 días de vida son el sector de 

la población con más riesgo. La tasa de mortalidad en las infecciones 

neonatales es superior al 50%, en cuyo caso la mitad de los fallecimientos se 

producen en la primera semana tras el diagnóstico. Asimismo, el 94% de los 

supervivientes desarrollan secuelas neurológicas irreversibles(83; 86). 

La infección en adultos es poco frecuente. Los pacientes infectados 

presentaron enfermedades subyacentes graves en todos los casos 

notificados. En esta franja de la población los aislamientos de la bacteria se 

produjeron en personas con bacteremia y osteomielitis. Sin embargo, no se 

presentó ningún caso de meningitis ni de compromiso de la vida del 

paciente(87; 80; 85; 88; 86). 

 

4.1.1.2. ECOLOGÍA 

El hábitat natural de C. sakazakii es desconocido hasta el momento. 

El organismo no ha sido localizado en muestras de aguas superficiales, 

ganado, ni leche cruda de vaca(89). Sin embargo, un informe clínico redactado 

por Ongradi (88) sugirió la capacidad de este organismo de sobrevivir en aguas 

superficiales calientes. 

Un primer indicio sobre el posible reservorio medioambiental de la 

bacteria fue proporcionado mediante la emisión de informes en los que se 
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comunicaba el aislamiento de C. sakazakii en el intestino de insectos como la 

mosca de la fruta mexicana Anastrepha ludens(90) y la mosca de los establos 

Stomoxys calcitrans(91). Esta última se alimenta de la sangre de animales 

homeotermos y reptiles, y ha sido localizada en el hábitat de vacas, cerdos y 

caballos. S. calcitrans tiene una distribución mundial, correlacionándose con 

la variada localización de las infecciones por C. sakazakii. Como se observa, la 

contaminación ambiental por insectos juega un papel muy importante en la 

propagación de este organismo. 

La presencia de C. sakazakii ha sido estudiada en hogares y 

ambientes de producción de leche en polvo, chocolate, cereal, patata y pasta 

mediante métodos de cultivo adaptado y ribotipificación. La bacteria ha sido 

aislada, con una frecuencia variable, en cadenas de producción alimentaria y 

bolsas de aspiradoras domésticas(92; 93; 83). 

 

4.1.1.3. PRESENCIA EN LOS ALIMENTOS Y MODO DE TRANSMISIÓN 

Las fuentes y vehículos de transmisión de C. sakazakii son una 

incógnita a día de hoy. A pesar de que el organismo ha sido identificado en 

numerosos alimentos como queso, carne, verduras, granos, hierbas, especias 

y leche UHT(94-96); sólo la leche maternizada ha mostrado una fuerte 

asociación. Muytjens et al. (97) identificaron miembros de la familia 

Enterobacteriaceae en el 52,2% de 141 botes de leche maternizada 

procedentes de 35 países. C. sakazakii fue el tercer microorganismo más 

aislado con unos niveles de contaminación de entre 0,36 y 0,66 ufc/100 g. 

La contaminación de estos productos con C. sakazakii puede 

producirse tanto a nivel intrínseco como extrínseco al ocurrir durante el 

proceso de manufacturación o mediante el empleo de utensilios 

contaminados en la reconstitución del producto(98). Asimismo, el 
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microorganismo posee capacidad de adhesión a superficies plásticas o 

siliconadas mediante la formación de biofilms. De tal manera, utensilios 

como los biberones o los equipos de alimentación enteral pueden albergar la 

bacteria en grandes cantidades(99). 

 

4.1.1.4. PATOGÉNESIS Y FACTORES DE VIRULENCIA 

C. sakazakii puede adherirse a las células intestinales y sobrevivir en 

macrófagos(100). Las adhesinas bacterianas específicas y los receptores 

celulares del hospedador involucrados en este proceso son desconocidos 

actualmente. Algunas cepas de C. sakazakii producen material capsular, cuya 

contribución a la evasión macrófaga no ha sido tampoco identificada(101). 

Dicha cápsula podría aportar protección al microorganismo y facilitar su 

supervivencia en ambientes desecados(86). 

Hasta ahora no hay evidencia epidemiológica que apoye la dosis 

infectiva mínima. Pagotto et al. (100) determinaron la dosis letal mínima de 18 

cepas en ratones. Afirmaron que en neonatos esta dosis podría requerir unos 

valores celulares inusualmente altos, pero alcanzables cuando la LMR es 

expuesta a temperaturas inapropiadas durante un márgen amplio de tiempo.  

Hasta nuestro conocimiento, el microorganismo puede crecer desde 

6 hasta 45°C, incluso algunas cepas a 47°C(102). Los procedimientos estándar 

de pasteurización pueden provocar una reducción de aprox. 21-log en las 

células viables del organismo. Por consiguiente, es posible que la 

contaminación de los productos se produzca tras el tratamiento térmico 

mediante el uso de equipos y/o aditivos no estériles, asumiendo que la 

bacteria sea capaz de sobrevivir en los ambientes secos de las fábricas(103). 
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4.2. OBJETIVOS  
 

Objetivo 1. Conocer el comportamiento de Cronobacter sakazakii CECT 858 

en caldo de soja triptona (TSB) y LMR a distintas temperaturas (refrigeración, 

ambiente y congelación) y manipulaciones (calentamiento y descongelación 

con microondas) llevadas a cabo frecuentemente a nivel doméstico. 

Objetivo 2. Modelar los valores medios y desviaciones estándar de las 

poblaciones obtenidas. 

Objetivo 3. Aplicar modelos matemáticos para estimar las poblaciones 

iniciales y finales ajustadas, velocidad máxima (Vmax), periodo de latencia, 

coeficiente de determinación (R2), Tg y tiempo de destrucción decimal (D) de 

las curvas de crecimiento, según precise. 
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4.3. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

4.3.1. CEPAS UTILIZADAS, RECONSTITUCIÓN Y CULTIVO 

 

Se empleó la cepa Cronobacter sakazakii CECT 858. Tras su 

reconstitución en caldo triptona de soja (TSB, Difco) se inoculó 1 ml del 

cultivo reconstituido en tubos con 10 ml de TSB y se incubó a 37°C durante 

18-24 h. Las poblaciones se comprobaron tras el tiempo citado a la 

temperatura indicada, siendo de aprox. 109 ufc/ml. El procedimiento se 

repitió tres veces consecutivas para conseguir una correcta activación del 

sistema metabólico bacteriano. 

 

4.3.2. PREPARACIÓN DE INÓCULOS 

 

Se inocularon alícuotas de 0,5 ml procedentes de un cultivo de 

población 109 ufc/ml en botellas con 500 ml de TSB. De esta forma, se 

consiguieron concentraciones del microorganismo de aprox. 106 ufc/ml. 

Asimismo, 0,5 ml de los cultivos de 106 ufc/ml se transfirieron de nuevo a 

botellas con 500 ml de TSB, alcanzándose poblaciones finales de aprox. 103 

ufc/ml. Finalmente, se inocularon alícuotas de 10 ml procedentes del cultivo 

con 103 ufc/ml en 32 tubos estériles. De igual manera, se inocularon 10 ml de 

cultivo de población 106 ufc/ml en 16 tubos, así como 100 ml del mismo 

cultivo en 7 botellas. 
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Se repitió el proceso con leche maternizada reconstituida (LMR; 

Nativa 1, Nestlé) esterilizada previamente a su uso. 

 

4.3.3. ESTUDIOS DE CRECIMIENTO 

 

El estudio emuló situaciones domésticas cotidianas de 

mantenimiento y manipulación de biberones para lactantes con la finalidad 

de conocer el comportamiento de C. sakazakii CECT 858. Los tiempos de 

muestreo excedieron ampliamente las prácticas normales de manipulación 

doméstica con el fin de conocer el comportamiento posterior del 

microorganismo bajo tales condiciones: 

i) Ensayo a temperatura de refrigeración: Se introdujeron 16 

tubos con cultivos de población 103 ufc/ml a 4°C durante 60 h. Se llevaron a 

cabo 4 muestreos al día, cada 4 h, mediante la extracción de 0,1 ml de uno 

de los tubos para su posterior dilución y siembra. 

ii) Ensayo a temperatura ambiente: Se mantuvieron 16 tubos 

con poblaciones iniciales de 103 ufc/ml a temperatura ambiente durante 60 

h. Se llevaron a cabo 4 muestreos al día, cada 4 h, mediante la selección de 

uno de los tubos y extracción de 0,1 ml de él para su posterior dilución y 

siembra. Paralelamente a cada muestreo se anotó la temperatura ambiental. 

iii) Ensayo a temperatura de congelación: Se introdujeron 16 

tubos con poblaciones de 106 ufc/ml a -20°C durante 60 h. Se realizaron 4 

muestreos al día, cada 4 h, previo calentamiento de uno de los tubos al baño 

maría hasta alcanzar 37°C. Seguidamente, se extrajeron 0,1 ml del cultivo 

para su dilución y siembra.  
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iv) Estudio del efecto de las microondas sobre la concentración 

bacteriana: Una botella con 100 ml de población 106 ufc/ml fue seleccionada 

como control. Se extrajeron de la misma 0,1 ml para su dilución y siembra. 

Seguidamente se dieron dos situaciones: 

- Tres botellas con 100 ml de cultivo 106 ufc/ml se introdujeron 

al microondas (Bluesky bmo20-4; potencia 800w; frecuencia 2450 MHz) 

hasta alcanzar su contenido 37°C. De cada botella se extrajeron alícuotas 

de 0,1 ml para su dilución y siembra. 

- Tres botellas con 100 ml de cultivo 106 ufc/ml se sometieron 

a -20°C durante 24 h. Transcurrido este tiempo fueron introducidas en el 

microondas hasta alcanzar su contenido 37°C. De cada botella se 

extrajeron alícuotas de 0,1 ml para su dilución y siembra. 

Las placas sembradas se incubaron a 37°C durante 24 h, 

procediéndose a su contaje una vez transcurrido el tiempo. Todo el proceso 

se realizó por triplicado en TSB y LMR.  

 

4.3.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Se introdujeron los datos obtenidos del contaje de colonias en el 

programa Excel. Se calculó la media y DS de los resultados de los ensayos 

realizados por triplicado para el posterior modelado de curvas. En el ensayo 

a temperatura ambiente se estimó el Tg, así como los valores ajustados de 

las poblaciones iniciales y finales, Vmax y R2; con sus correspondientes DS 

mediante el modelo dinámico de ajuste (DMFit) de Baranyi y Roberts (63). El 

valor del tiempo de destrucción fue estimado para el ensayo a temperatura 

de congelación. 
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4.4. RESULTADOS 
 

Los resultados de los estudios de comportamiento de C. sakazakii a 

distintas temperaturas y manipulaciones se muestran en las Figuras 4-8. En 

ellas se recogen las medias y desviaciones estándar de los datos triplicados 

de cada ensayo y se comparan los resultados en TSB y LMR. 

La Figura 4 muestra los datos respectivos al estudio del crecimiento 

bacteriano a 4°C en TSB y LMR. Como se observa, ambos cultivos mantienen 

una población constante a lo largo del periodo de estudio. El cultivo en TSB 

partió de una población media inicial de 3,56 log ufc/ml, alcanzó a las 36 h su 

población máxima con 3,58 log ufc/ml y terminó el estudio con una 

población final de 3,53 log ufc/ml. Por su parte, el cultivo en leche 

maternizada comenzó con 3,28 log ufc/ml, con un máximo a las 8 h de 3,29 

log ufc/ml y una población final de 2,93 log ufc/ml. Las DS abarcaron 0,11-

0,22 log ufc/ml y 0,04-0,36 log ufc/ml en TSB y LMR, respectivamente. 

Figura 4. Media y DS de la población por horas de los cultivos en TSB y LMR a 4°C. 
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La Figura 5 recoge los resultados del comportamiento del 

microorganismo a temperatura ambiente. El cultivo en TSB partió de una 

población de 4,27 log ufc/ml, alcanzando su máximo a las 28 h con 9,76 log 

ufc/ml. Por su parte, el cultivo en leche partió de 3,97 log ufc/ml, logrando su 

población máxima a las 28 h con 10,39 log ufc/ml. Las DS comprendieron 

respectivamente 0,13-1,42 y 0,14-1,14 log ufc/ml. La temperatura ambiental 

osciló entre 24 y 27,5°C, con una media de 24°C dado que el ensayo se 

realizó en los meses de primavera. La inclusión de los datos en DMFit(63) 

aportó en TSB unas poblaciones iniciales y finales ajustadas de 4,36 (DS 

0,287) y 9,831 (DS 0,376) log ufc/ml, respectivamente. La velocidad máxima 

de crecimiento para este medio fue de 0,266 (DS 0,0529) log ufc/ml/h y el 

valor de R2 de 0,984 (DS 0,376) log ufc/ml. En LMR la población inicial y final 

ajustada fue de 3,837 (DS 0,134) y 10,47 (DS 0,125) log ufc/ml, 

respectivamente. Asimismo se obtuvo una velocidad máxima de 0,32 (DS 

0,0204) log ufc/ml/h y un valor de R2 de 0,997 (DS 0,165) log ufc/ml. Por 

último, el cálculo del tiempo de generación arrojó unos valores de 93 min en 

TSB y 76,7 min en leche. 

Figura 5. Media y DS de la población por horas de los cultivos en TSB y LMR a temperatura 
ambiente. Se muestra media y DS de la temperatura ambiental por horas. 
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La Figura 6 muestra los datos obtenidos del estudio del 

comportamiento bacteriano a -20°C. Los cultivos en medio TSB y LMR 

partieron de una población inicial de 6,10 y 6,61 log ufc/ml, alcanzando a las 

60 h una población final de 3,88 y 5,40 log ufc/ml, respectivamente. Las DS 

abarcaron los rangos de 0,29-2,19 log ufc/ml en TSB y 0,14-1,13 log ufc/ml 

en LMR. El tiempo de reducción decimal fue de 27,02 h en TSB y de 49,75 h 

en leche. 

Las Figuras 7 y 8 recogen las medias de los resultados obtenidos del 

estudio del efecto de las microondas sobre las concentraciones de cultivos 

de C. sakazakii en TSB y LMR. Los resultados fueron comparados respecto a 

un ensayo control. La Figura 7 recoge los resultados del ensayo en TSB, 

siendo la población del control 6,33 log ufc/ml (DS 0,2), la del cultivo 

calentado 5,71 (DS 0,33) log ufc/ml y la del cultivo descongelado 5,53 (DS 

0,51) log ufc/ml. La Figura 8 muestra los datos del experimento paralelo 

llevado a cabo en LMR, presentando control, ensayo calentado y 

descongelado unas poblaciones de 6,36 (0,35), 5,63 (DS 0,55) y 6,88 (DS 

0,43) log ufc/ml, respectivamente (DS no mostradas). 

Figura 6. Media y DS de la población por horas de los cultivos en TSB y LMR a -20°C. 
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Figura 7. Comparación de las medias de los cultivos en TSB sometidos a 
calentamiento y descongelación por microondas respecto de un control 

 
 

Figura 8. Comparación de las medias de los cultivos en LMR sometidos a 
calentamiento y descongelación por microondas respecto de un control 
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4.5. DISCUSIÓN 

 

Cronobacter sakazakii ha sido relacionado con graves casos de 

meningitis en neonatos, cuya vía de entrada en el consumidor es la leche 

maternizada(104). Cuando la bacteria está presente en este producto puede 

crecer durante su reconstitución, calentamiento, almacenamiento y 

alimentación del recién nacido; lo cual incrementa la probabilidad de 

infección. Comprender el comportamiento del microorganismo a 

temperatura ambiente o subambiente es necesario para predecir posibles 

dosis ingeridas por el consumidor(103). El presente trabajo tiene por objeto el 

estudio de la conducta del microorganismo ante situaciones domésticas 

frecuentes de almacenamiento y manipulación de LMR con el fin de 

satisfacer tales necesidades. 

El análisis del comportamiento de la bacteria a 4°C durante 60 h se 

llevó a cabo con la finalidad de conocer el comportamiento del 

microorganismo a temperatura de refrigeración. Durante el periodo de 

estudio C. sakazakii mantuvo una población estable dentro del ciclo 

logarítmico correspondiente al inóculo inicial (aproximadamente 103 log 

ufc/ml), con una ligera reducción a partir de las 24 h en LMR y de las 48 h en 

TSB. Hasta nuestro conocimiento las temperaturas mínimas publicadas que 

permitieron el crecimiento del microorganismo fueron 5,5°C(104) y 6°C(103). 

Nazarowec-White y Farber (104) estudiaron la temperatura mínima de 

crecimiento en BHI de 10 cepas de C. sakazakii clínicas y aisladas de 

alimentos, las cuales oscilaron entre 5,5 y 8°C. Su ensayo a 4°C mostró una 

concentración constante a la inicial de inoculación (1,1 x 103 ufc/ml) durante 

el tiempo de estudio (20 días) o incluso disminuyó progresivamente. Farmer 

et al. (79) indicaron ausencia de crecimiento a 4°C en las 57 cepas estudiadas. 



 

92 

Nuestros resultados concuerdan con los notificados en dichas referencias al 

corroborar la ausencia de crecimiento del microorganismo a la temperatura 

de refrigeración de 4°C. Sin embargo, dicho crecimiento sí es posible en 

temperaturas de refrigeración abusivas, con un tiempo de duplicación de 

aprox. 13 h(104). Se confirma por tanto la importancia de llevar a cabo un 

almacenamiento de la leche reconstituida a temperaturas de refrigeración 

apropiadas con el fin de garantizar la ausencia de crecimiento bacteriano. 

Rhodehamel (105) descubrió que la temperatura de muchos frigoríficos de uso 

doméstico oscilaba entre 7 y 10°C. Asimismo, Harris (106) declaró que el 20% 

de los frigoríficos domésticos encuestados presentaban temperaturas entre 

5 y 10°C, pero en ningún caso se superaba esta última. En contraste, Van 

Garde y Woodburn (107) encontraron que la temperatura en el 21% de los 

frigoríficos domésticos examinados era igual o superior a 10°C. Por último, 

Daniels (108) manifestó que 1 de cada 10 frigoríficos de uso doméstico 

presentaba más de 7,2°C y al menos 1 de cada 10 más de 10°C. Estas 

condiciones permitirían el crecimiento de la bacteria(104). 

Se llevó a cabo el estudio microbiológico a temperatura ambiental. 

De esta manera se pudo conocer el comportamiento bacteriano ante 

situaciones de mantenimiento prolongado de LMR a dicha temperatura, 

como en el almacenamiento de biberones en la mesilla de noche para las 

tomas nocturnas o su transporte en largos viajes. La temperatura media 

ambiental fue de 24°C, dado que se efectuó en los meses de primavera. Bajo 

estas condiciones, C. sakazakii presentó una elevada capacidad de 

crecimiento al alcanzar su población máxima a las 28 h de estudio y un 

tiempo de duplicación de 93 min en TSB y 76,7 min en leche. Iversen et al. 

(103) declararon un promedio de tiempo de duplicación en LMR a 21°C de 102 

min, mientras que para Iversen et al. (109) e Iversen y Forsythe (96) fue de 75 

min bajo las mismas condiciones que en el ensayo anterior. Nazarowec-
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White y Farber (104) encontraron un tiempo medio de generación de 40 min a 

23°C en LMR. Nuestros resultados en leche corroboran lo expuesto por 

Iversen et al. (109) e Iversen y Forsythe (96); sin embargo, se alejan de lo 

indicado por el resto de autores citados. Las diferencias podrían deberse 

tanto a la variedad de cepas utilizadas en los diferentes estudios como a la 

oscilación térmica presentada en nuestro trabajo (entre 24 y 27,5°C). 

Nazarowec-White y Farber (104) obtuvieron un tiempo de latencia a 23°C entre 

1,76 y 3,40 h para las cepas estudiadas. A pesar de que en nuestro estudio se 

observa un comienzo del crecimiento que correspondería con la fase de 

latencia, no resulta del todo evidente al no ser objeto del ensayo. Con la 

finalidad de determinar la velocidad máxima de crecimiento, se introdujeron 

en el programa DMFit(63) los datos correspondientes al periodo de estudio en 

el que se produjo dicha multiplicación (0-28 h). De esta forma, se obtuvieron 

unos valores en TSB y LMR de 0,266 h-1 y 0,32 h-1, respectivamente. Iversen 

et al. (103) publicaron una velocidad de crecimiento de diversas cepas de C. 

sakazakii a 25°C en BHI de 0,96 h-1, muy superior a la de nuestro estudio. 

Asimismo, mediante DMFit también se obtuvieron unos valores de R2 de 

0,984 en TSB y 0,997 en LMR, los cuales representan una bondad de ajuste 

excelente. Iversen et al. (103) informaron de que la temperatura óptima de 

crecimiento de la bacteria se extiende entre 37 y 43°C. Es importante 

recalcar la facilidad con que la primera puede alcanzarse a temperatura 

ambiente en los meses verano, lo que resalta la importancia de un adecuado 

almacenamiento de la leche maternizada tras su reconstitución. 

Las recomendaciones de preparación y almacenamiento de 

biberones emitidas por la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la 

Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

(FAO) no indican ninguna advertencia respecto a su conservación a 

temperatura de congelación(110), por lo que es muy probable que numerosos 
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hogares estén realizando la congelación de LMR como método de ahorro de 

tiempo. De tal manera, se planteó un ensayo que permitiese conocer el 

comportamiento del organismo a -20°C. En este caso, se observó una 

disminución en la concentración inicial del cultivo a lo largo del tiempo de 

estudio. La reducción se produjo de forma más pronunciada en TSB que en 

LMR, siendo la del primero de -2,22 log ufc/ml. Los tiempos de reducción 

decimal fueron de 27,02 h en TSB y de 49,75 h en leche. Sin embargo, en 

ambos casos se produjeron unas elevadas desviaciones estándar que 

alcanzaban valores de hasta 2,19 log ufc/ml. No se encontraron estudios que 

describiesen ensayos similares, por lo que el contraste con los datos de otros 

autores no ha sido posible. Una justificación a estos valores podría 

encontrarse en el elevado estrés al que C. sakazakii fue sometido tras su 

almacenamiento a -20°C, temperatura muy alejada de la ideal para su 

crecimiento. 

Finalmente el estudio trató de conocer el efecto de las microondas 

sobre la concentración de C. sakazakii en dos situaciones llevadas a cabo de 

forma cotidiana en los domicilios: el calentamiento y la descongelación de 

productos. Las microondas son ondas electromagnéticas usadas 

habitualmente a una frecuencia de 2450 MHz. Originan calor por fricción 

debido a la interacción con moléculas polarizadas (dipolos) como agua, 

lípidos, aminoácidos o proteínas(111). En medicina se emplean para la 

descontaminación de residuos, esterilización de recipientes plásticos y 

desinfección de lentes de contacto y catéteres urinarios(112-115). Kindle et al. 

(116) estudiaron el efecto de microondas emitidas a una frecuencia de 2450 

MHz sobre cultivos de 105 ufc/ml en LMR, calentándose hasta conseguir la 

ebullición del producto. En todas sus muestras la concentración bacteriana 

se vio significativamente disminuida tras la aplicación de microondas, con 

una tasa de destrucción dependiente de la leche empleada. En nuestro 
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estudio se aplicaron ondas mediante el empleo de un electrodoméstico de 

idénticas características al indicado por Kindle et al. (116). Sin embargo, 

nuestros resultados mostraron una leve reducción de la población en TSB y 

nula en LMR. La diferencia con respecto al estudio de Kindle et al. (116) podría 

deberse a la diferencia de temperatura alcanzada por los cultivos. En nuestro 

caso se buscó el calentamiento hasta 37°C al ser la temperatura máxima 

indicada para la alimentación del recién nacido, mientras que Kindle et al. 

(116) lo hicieron hasta 100°C. A pesar de lo obtenido en nuestros resultados, la 

actividad antimicrobiana de los microondas ha sido observada en varios 

estudios(117; 118). Todos ellos han informado de una significativa reducción de 

los niveles bacterianos mediante su uso, constituyendo por tanto un método 

simple y económico de reducción de los niveles bacterianos en productos 

como LMR. Se desconoce el mecanismo exacto que produce la inactivación 

de los microorganismos por este procedimiento. Algunos autores lo 

atribuyen a la producción de calor(119-121), mientras que otros postulan que se 

debe a un efecto letal atérmico adicional de las microondas(116). 

Nazarowec-White y Farber (104) observaron que C. sakazakii era una 

de las especies más termotolerantes en la familia Enterobacteriaceae. Sin 

embargo, su resistencia térmica no es suficiente para sobrevivir a 

procedimientos estándares de pasteurización. Todo ello sugiere que la 

contaminación de los productos ocurre durante el secado, reconstitución o 

adición de componentes. A pesar de que este microorganismo se presenta a 

bajos niveles en las leches maternizadas, la incidencia presentada en su 

estudio (6,7%) y en el de Muytjens et al. (97) (52%), en combinación con el 

relativo corto periodo de latencia y tiempo de generación de la bacteria, 

podría ser motivo de preocupación. A pesar de que la dosis infectiva de este 

microorganismo es desconocida, es bastante improbable que bajo 

condiciones de refrigeración se multiplique hasta niveles suficientes como 
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para conseguir causar una infección(103). Sin embargo, hay que tener en 

cuenta que en refrigeración el presente trabajo demuestra que la población 

del microorganismo consigue sobrevivir durante un período suficiente como 

para infectar al lactante. Los recién nacidos prematuros tienen un tracto 

gastrointestinal más permeable debido a un retraso en la alimentación y a la 

ausencia de microbiota intestinal natural, lo cual en recién nacidos a término 

es sabido que les protege contra la invasión de microorganismos 

patógenos(122). Igualmente, es posible que la baja acidez del estómago de los 

neonatos, especialmente en los prematuros, represente un factor adicional 

que contribuya a su supervivencia e infección(123; 124). Los resultados 

obtenidos en el estudio demuestran la importancia del empleo de medidas 

asépticas y temperaturas apropiadas en la preparación, uso y 

almacenamiento de la leche en polvo para lactantes(104). El seguimiento de 

las directrices establecidas por FAO/WHO (110) respecto a las preparaciones 

en polvo para lactantes garantiza la seguridad del consumidor. En ellas se 

especifica la necesidad de una correcta esterilización de todos los utensilios 

implicados en la preparación del producto, así como su reconstitución con 

agua a 70°C y el almacenamiento en el frigorífico por un periodo máximo de 

24 h, no debiéndose almacenar a temperatura ambiente más de 2 h.  

 



  

 

CAPÍTULO 5. ALTERACIÓN DEL COMPORTAMIENTO DE C. SAKAZAKII 

CECT 858 MEDIANTE LA INOCULACIÓN DE SOBRENADANTES LIBRES 

DE CÉLULAS Y RELACIÓN CON EL QUORUM SENSING  

  



 

 

 

 



 

99 

5.1. INTRODUCCIÓN 
 

5.1.1. QUORUM SENSING (QS) 

 

5.1.1.1. ORIGEN DEL QUORUM SENSING 

Desde las afirmaciones de van Leeuwenhoek, hace 300 años, en las 

que estableció que el mundo está lleno de microorganismos, una de las ideas 

que prevalecían en Microbiología era la concepción de las bacterias como 

organismos asociales, cuya única actividad era dividirse para generar nuevas 

bacterias. Sin embargo, desde hace 60 años se ha documentado que, lejos de 

este comportamiento aislado, existe una conducta bacteriana en grupo. En 

su forma más simple, podríamos afirmar que el quorum sensing es un 

mecanismo de comunicación entre células mediante el cual las bacterias son 

capaces de saber cuántas son a través de la producción y detección de la 

acumulación de una molécula de señalización. Esta última sería secretada a 

su entorno permitiendo conocer el momento en el que deben «actuar» para 

desarrollar sus funciones de la forma más eficaz(125). 

El concepto de la comunicación intercelular dentro de una población 

bacteriana se originó con los descubrimientos de Tomasz (126) acerca de la 

competencia genética en Streptococcus pneumoniae (entonces conocido 

como Pneumococcus) y Hastings(127) sobre la bioluminiscencia en Vibrio. La 

competencia es un estado fisiológico en el que las bacterias son capaces de 

llevar a cabo la transformación genética de sus moléculas de ADN. En 1965, 

Tomasz (126) informó de que la entrada en el estado competente se regía por 

un factor extracelular fabricado por el propio Streptococcus. Por lo tanto, el 

factor de competencia fue descrito como un “activador similar a las 
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hormonas” que sincroniza el comportamiento de la población bacteriana. En 

1970, Hastings mostró como dos especies de bacterias marinas 

bioluminiscentes, Vibrio fischeri y Vibrio harveyi, producían luz a altas 

densidades celulares; no siendo así en suspensiones diluidas(127). Se pensó 

que la producción de luz podría estar estimulada por la adición exógena de 

fluidos de cultivos libres de células; siendo el componente responsable, 

denominado autoinductor, identificado más tarde como una acil-

homoserina-lactona (AHL)(128). La combinación de los resultados de Tomasz y 

Hastings sugirieron que ciertas bacterias podrían usar la producción, 

liberación, intercambio y detección de moléculas con la finalidad de medir su 

densidad de población y controlar su comportamiento en respuesta a las 

variaciones en el número de células(129). 

El término que se utilizó para nombrar este fenómeno, QS, fue citado 

por primera vez en una revisión publicada por Fuqua et al. (130) en la revista 

Journal of Bacteriology en el año 1994. El origen del nombre se debe al 

doctor Winans, un colaborador del grupo dirigido por Greenberg, quien 

explicó a su cuñado en una reunión familiar el tipo de trabajo de 

investigación que estaba realizando, ocurriéndosele a este que la expresión 

QS (darse cuenta de que se había alcanzado el número mínimo para algo) 

describía mejor el fenómeno que el término autoinducción(131; 125). 

Durante casi 20 años estos fenómenos de señalización célula-célula 

se consideraron ocurrencias anómalas restringidas a unas pocas bacterias 

especializadas. En la actualidad es sabido que la comunicación intercelular no 

es una excepción, sino más bien una norma en el mundo bacteriano con gran 

importancia microbiológica(129). 
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5.1.1.2. FUNCIONAMIENTO DEL QUORUM SENSING 

Cuando la concentración bacteriana es reducida, el autoinductor se 

forma y se excreta en baja cantidad. Pero, a medida que aumenta el número 

de bacterias, estos autoinductores se van acumulando en el medio 

extracelular. De esta forma, una vez que se llega a un umbral en la 

concentración de la molécula (y, por lo tanto, a una concentración 

bacteriana específica) se induce la expresión de una serie de genes que 

genera un cambio coordinado en el comportamiento del grupo bacteriano. 

Con este concepto se pasa a aludir a las bacterias como «organismos 

multicelulares que modifican su comportamiento como una unidad única», 

de manera que el resultado de estas interconexiones hace que surjan efectos 

que no pueden explicarse a partir de una sola célula aislada(132; 129; 125). 

Algunas de las actividades fisiológicas de los microorganismos reguladas por 

mecanismos de QS son la adquisición de nutrientes, conjugación, 

transformación, síntesis de los factores de virulencia, colonización, 

producción y resistencia a antibióticos, motilidad, esporulación, regulación 

del estado de bacteria viable pero no cultivable, formación de biofilms y 

modificación del estado inmunitario del hospedador(125). 

Hay una serie de criterios que deben cumplir los autoinductores para 

que puedan ser considerados como señales de QS(133; 125): 

- La producción de la señal de QS debe llevarse a cabo durante 

etapas específicas de crecimiento, o en respuesta particular a 

cambios ambientales.  

- La señal de QS debe poder acumularse en el ambiente 

extracelular y ser reconocida por las bacterias receptoras. 

- La acumulación de la señal de QS por encima de un umbral 

crítico de concentración debe estimular una respuesta.  
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- La respuesta celular debe extenderse más allá de los cambios 

fisiológicos necesarios para metabolizar o detoxificar la molécula.  

Existen 3 tipos de autoinductores(134; 125):  

1. Autoinductores tipo 1 o acil-homoserina-lactonas (AHL): se 

encargan de la comunicación entre bacterias Gram negativas que 

pertenecen a la misma especie.  

2. Oligopéptidos: se encargan de la comunicación entre bacterias 

Gram positivas que pertenecen a la misma especie.  

3. Autoinductores tipo 2: moléculas producidas por bacterias Gram 

positivas y Gram negativas que se encargan de la comunicación 

entre bacterias pertenecientes a diferentes especies.  

Las AHL son productos de sintetasas autoinductoras tipo LuxI. Estas 

pequeñas moléculas son detectadas por las proteínas citoplasmáticas afines 

LuxR que, al acoplarse con el autoinductor, se unen a la secuencia promotora 

llamada lux-box y de esta forma activan la transcripción de genes de QS(135). 

Las AHL producidas por las diferentes especies de microorganismos Gram 

negativos difieren en la longitud de la cadena acil y en la presencia de un 

grupo metileno, oxo o hidroxilo en la posición C-3(136). Los oligopéptidos son 

reconocidos por los receptores de la membrana. La transducción de la señal 

se produce por cascadas bioquímicas de fosforilación que finalmente 

interaccionan con los factores de transcripción del ADN activándose así la 

expresión de los genes de QS(137). Los autoinductores tipo 2 son productos 

derivados del metabolismo bacteriano y poseen estructura 

dihidroxipentandiona o DPD, por lo que este tipo de autoinductores también 

son conocidos mediante las siglas DPD(138; 125). 
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5.2. OBJETIVOS 
 

Objetivo 1. Obtener sobrenadantes libres de células a partir de cultivos de 

Cronobacter sakazakii CECT 858 en TSB en distintos momentos de la fase de 

crecimiento (fase exponencial y fase estacionaria). 

Objetivo 2. Estudiar el fenómeno del quorum sensing en el comportamiento 

de cultivos de Cronobacter sakazakii CECT 858 tras la inoculación de 

sobrenadantes libre de células. 

Objetivo 3. Contrastar los resultados de los cultivos con sobrenadantes libres 

de células respecto a un control, mediante el modelado de los valores 

medios y desviaciones estándar de las poblaciones de los cultivos a cada hora 

de ensayo. 

Objetivo 4. Aplicar modelos matemáticos que estimen las poblaciones 

iniciales y finales ajustadas, velocidad máxima, periodo de latencia, R2 y las 

correspondientes DS de cada curva de crecimiento. 
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5.3. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

5.3.1. CEPAS UTILIZADAS, RECONSTITUCIÓN Y CULTIVO 

 

Se ha utilizado la cepa Cronobacter sakazakii CECT 858. Tras la 

reconstitución del liofilizado en TSB, se transfirieron alícuotas (1 ml) del 

cultivo a tubos con 10 ml de TSB y se incubaron a 37°C durante 18-24 h. Las 

poblaciones se comprobaron en placas de Petri con TSA incubadas a 37°C 

durante 24 h, obteniéndose aprox. 109 ufc/ml. Se realizaron tres pases 

consecutivos con el fin de activar adecuadamente el sistema metabólico de 

las bacterias. 

 

5.3.2. OBTENCIÓN DE SOBRENADANTES LIBRES DE CÉLULAS  

 

Para la realización del presente ensayo se necesitaron cuatro tipos 

de sobrenadantes libres de células cuyas características se muestran en la 

Tabla 6. 

Se inocularon alícuotas de 0,1 ml de un cultivo de C. sakazakii de 

concentración 109 ufc/ml en tubos con 10 ml de TSB. Seguidamente se 

incubaron a 37°C durante 24 h para obtener S9 ó durante 4 h para obtener 

S3. Transcurrido el tiempo los tubos se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 

min. El contenido de los tubos se pasó a través de un filtro de 0,22 μm 

(Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). 
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Tabla 6. Clasificación de los sobrenadantes libres de células respecto a las características de 
los cultivos de origen de cada uno (tiempo de incubación, población y fase del crecimiento 
bacteriano). 

Sobrenadante 
libre de células 

Características de los cultivos de origen de los sobrenadantes 

 Tiempo de 
incubación 

Población Fase del ciclo del 
crecimiento bacteriano 

S9 18-24 h 109 ufc/ml Fase estacionaria 

S3 4 h 103 ufc/ml Fase exponencial 

S9C Obtenido tras concentrar S9 

S3C Obtenido tras concentrar S3 
 

 

Los sobrenadantes S9C y S3C se consiguieron a partir de la 

concentración de 10 ml de los sobrenadantes S9 y S3, respectivamente; a 

50°C, 30 rpm, 60 min y condiciones de vacío en el evaporador rotatorio 

(Heidolph Instruments GmbH & Co., Schwabach, Germany). Finalmente, se 

reconstituyeron al 20% con TSB justo en el momento previo a su uso. 

 

5.3.3. INFLUENCIA DE LOS SOBRENADANTES LIBRES DE CÉLULAS 
SOBRE LOS CULTIVOS 

 

Se inocularon alícuotas de 0,1 ml de un cultivo de C. sakazakii de 

población 109 ufc/ml en tubos con 10 ml de TSB. Se incubaron a 37°C durante 

18-24 h, obteniéndose concentraciones de 109 ufc/ml. Se preparó una 

batería de tubos destinados a la realización de diluciones con 0,9 ml de TSB 

cada uno. Estos se introdujeron a 37°C los 10 minutos previos a su 

manipulación, con el fin de evitar que se produjeran alteraciones en el 

crecimiento bacteriano por la inoculación de las colonias en un medio con 

una temperatura inferior a la óptima para su desarrollo.  
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Con la objetivo de estudiar el crecimiento completo de la bacteria, se 

realizaron 7 diluciones decimales seriadas del cultivo con 109 ufc/ml. De tal 

manera, se obtuvo una población final de 102 ufc/ml. Esta última se incubó a 

37°C durante 1 h para alcanzar la 3ª generación. Posteriormente se 

combinaron 0,9 ml del cultivo de 102 ufc/ml con 0,1 ml de S9, obteniendo un 

volumen final de 1 ml. Debido a los resultados encontrados en el supuesto 

anterior se procedió a invertir los volúmenes de los inóculos en los ensayos 

posteriores. Para ello, se llevaron a cabo 6 diluciones decimales seriadas de 

los cultivos de concentración 109 ufc/ml, obteniéndose una concentración 

final de 103 ufc/ml. Se incubaron a 37°C durante 1 h para lograr la 3ª 

generación y seguidamente se procedió a mezclar: 

- 0,1 ml de un cultivo de 103 más 0,9 ml de S9. 

- 0,1 ml de un cultivo de 103 más 0,9 ml de S3. 

- 0,1 ml de un cultivo de 103 más 0,9 ml de S9C. 

- 0,1 ml de un cultivo de 103 más 0,9 ml de S3C. 

En todos de los casos se consiguieron volúmenes finales de 1 ml y 

poblaciones de 102 ufc/ml. 

Los cultivos con S9 y S3 se incubaron a 37°C durante 10 h y aquellos 

con S9C y S3C durante 15 h. Cada hora se extrajeron alícuotas de 0,1 ml de 

cada cultivo para su posterior dilución en placa de 96 pocillos y siembra en 

TSA, de acuerdo a Chen et al. (139). Las placas sembradas se incubaron a 37°C 

durante 24 h, procediéndose a su contaje transcurrido el tiempo. 

Cada ensayo se realizó por triplicado. Asimismo, se llevó a cabo 

paralelamente un estudio control sin la inoculación de sobrenadante. 
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5.3.4.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

 

Los resultados obtenidos tras el contaje de colonias de las placas se 

introdujeron manualmente en el programa Excel. Se calculó la media y 

desviación estándar de los valores obtenidos en cada ensayo por triplicado. 

Posteriormente, se procedió al modelado de curvas en las que se comparó 

cada ensayo con su estudio control correspondiente. La prueba T de Student 

(T-test) para dos muestras emparejadas fue empleada para comprobar si las 

diferencias entre curvas eran estadísticamente significativas. Para ello, se  

consideró significativo un valor de P<0,05. Usando DMFit se calcularon los 

valores ajustados de las poblaciones iniciales y finales, velocidad máxima, 

periodo de latencia y R2, con sus correspondientes DS (63). 
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5.4. RESULTADOS 
 

Los resultados del crecimiento de C. sakazakii tras la inoculación de 

los sobrenadantes se muestra en las Figuras 9-13. En ellas se recogen las 

medias y desviaciones estándar de los resultados obtenidos en cada ensayo y 

se comparan con los mismos parámetros de la curva control elaborada 

paralelamente.  

La Figura 9 recoge los datos procedentes del ensayo en el que se 

estudia el crecimiento durante 10 h de la combinación de 0,9 ml de un 

cultivo de 102 ufc/ml con 0,1 ml de S9. Como se muestra, ambas curvas de 

crecimiento evolucionaron aparentemente de forma similar. El cultivo con S9 

comenzó con una población de 2,11 log ufc/ml y alcanzó su máximo con 9,3 

log ufc/ml, con una DS de 0,14-0,44 log ufc/ml. Por su parte, el cultivo 

control inició el crecimiento con una población de 2,05 log ufc/ml y consiguió 

su máximo con 9 log ufc/ml, presentando un rango de DS entre 0,19 y 0,58 

log ufc/ml. La realización del T-test confirmó que ambas curvas eran iguales 

estadísticamente. La Tabla 7 recoge los valores iniciales y finales ajustados, λ, 

Vmax y R2, junto con sus correspondientes DS, de las curvas de la Figura 9. 

La Figura 10 muestra los datos relativos al experimento en el que se 

intenta conocer cómo afecta al crecimiento bacteriano la mezcla de 0,9 ml 

de S9 con 0,1 ml de cultivo de 103 ufc/ml. Los valores iniciales fueron 2,01 y 

1,92 log ufc/ml; alcanzándose unas poblaciones máximas de 8,82 y 9 log 

ufc/ml para el cultivo combinado con S9 y el control, respectivamente. Los 

rangos de DS se situaron entre 0,16-0,76 y 0,05-0,74 log ufc/ml, 

respectivamente. La aplicación del T-test al ensayo confirmó la existencia de 

diferencia significativa entre las curvas con un valor P=0,002. Los valores 
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iniciales y finales ajustados, λ, Vmax, R2 y DS de las curvas se recogen en la 

Tabla 7. 

Figura 9. Media y DS de la población por horas de los cultivos combinados de 0,9 ml de 
población 102 ufc/ml con 0,1 ml de S9 durante 10 h. Los resultados se comparan con una 
curva control.  

 
 

Figura 10. Media y DS de la población por horas de los cultivos combinados de 0,1 ml de 
población 103 ufc/ml con 0,9 ml de S9 durante 10 h. Los resultados se comparan con una 
curva control.  
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En la Figura 11 se muestran los resultados correspondientes al 

experimento en el que se combinan 0,1 ml de cultivo 103 ufc/ml con 0,9 ml 

de S3. La población inicial fue 2,69 log ufc/ml para el cultivo con S3 y 2,43 log 

ufc/ml para el cultivo control. Se alcanzó la concentración máxima a la 

octava hora, con poblaciones de 9,48 y 9,32 log ufc/ml, respectivamente. Las 

DS estuvieron comprendidas entre 0,05-0,89 log ufc/ml en el caso del cultivo 

con S3 y 0,03-0,87 log ufc/ml en el control. El análisis realizado a través de la 

T de Student reveló que la diferencia entre ambas curvas es estadísticamente 

significativa, con una valor P=0,048. Los valores iniciales y finales ajustados, 

λ, Vmax, R2 y sus respectivas desviaciones estándar se recogen en la Tabla 7. 

Figura 11. Media y DS de la población por horas de los cultivos combinados de 0,1 ml de 
población 103 ufc/ml con 0,9 ml de S3 durante 10 h. Los resultados se comparan con una 
curva control. 

 
 

La Figura 12 muestra la comparación del crecimiento de un cultivo 

combinado de 0,9 ml de S9C más 0,1 ml de cultivo 103 ufc/ml con respecto a 

un control. El estudio se llevó a cabo durante 15 h para garantizar el alcance 

de la población máxima. El cultivo con sobrenadante comenzó su ciclo de 

crecimiento con una población inicial de 2,37 log ufc/ml, mientras que el 

control lo hizo con 2,63 log ufc/ml. La población máxima fue alcanzada a la 
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décima hora por el primer cultivo (5,8 log ufc/ml) y a la séptima por el 

segundo (9,49 log ufc/ml). Los márgenes en los que se situó la DS fueron 

0,04-1,12 log ufc/ml para el ensayo con S9C y 0,04-1,14 log ufc/ml para el 

control. Se llevó a cabo el T-test confirmando, con valor P=5,6-7, que ambas 

curvas eran estadísticamente significativas. Los valores iniciales y finales 

ajustados, λ, Vmax, R2 y las DS para las curvas de la Figura 12 se muestran en 

la Tabla 7. 

Figura 12. Media y DS de la población por horas de los cultivos combinados de 0,1 ml de 
población 103 ufc/ml con 0,9 ml de S9C durante 15 h. Los resultados se comparan con una 
curva control.  

 
 

Por último, se confrontó la curva de crecimiento del cultivo 

inoculado con 0,9 ml de S3C con la de un cultivo control durante 15 h. Los 

resultados se muestran en la Figura 13. El cultivo con sobrenadante comenzó 

con una población de 2,42 log ufc/ml, mientras que el control lo hizo con 

2,63 log ufc/ml. El máximo lo alcanzaron a las 9 h (9,33 log ufc/ml) el cultivo 

con S3C y las 7 h (9,48 log ufc/ml) el control. Las DS se situaron entre 0,03-

0,53 log ufc/ml para el cultivo con S3C y 0,04-1,14 log ufc/ml en el control. El 

T-test mostró que ambas curvas eran estadísticamente significativas con una 

probabilidad de error de 5,6-7. La Tabla 7 muestra los valores ajustados de las 
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poblaciones iniciales y finales, periodo de latencia, velocidad máxima, R2 y DS 

de las curvas. 

Figura 13. Media y DS de la población por horas de los cultivos combinados de 0,1 ml de 
población 103 ufc/ml con 0,9 ml de S3C durante 15 h. Los resultados se comparan con una 
curva control.  
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Tabla 7. Población inicial ajustada, tiempo de latencia, velocidad máxima, población final ajustada, R2 y respectivas DS de cada ensayo 
obtenidos mediante Combase Predictor(63). Se incluyen los datos de los controles realizados paralelamente. 

Ensayo Población inicial 
ajustada 

Tiempo de 
latencia 

Velocidad máxima Población final 
ajustada 

R2  

  Log 
ufc/ml 

DS h DS Log 
ufc/ml/h 

DS Log 
ufc/ml 

DS  DS 

0,9 ml de cultivo 102 
ufc/ml + 0,1 ml de S9 

 2,0229 0,272 0,474 0,601 0,793 0,064 9,594 0,852 0,986 0,292 

Control 2,00224 0,074 0,968 0,146 0,906 0,0201 9,12 0,104 0,999 0,0828 

0,1 ml de cultivo 103 
ufc/ml + 0,9 ml de S9 

 1,676 0,227 1,599 0,441 0,982 0,0715 9,0264 0,401 0,989 0,279 

Control 1,927 0,243 1,481 0,458 0,988 0,0743 9,296 0,386 0,988 0,292 

0,1 ml de cultivo 103 
ufc/ml + 0,9 ml de S3 

 2,855 0,187 1,308 0,33 1,0693 0,0686 9,415 0,154 0,993 0,218 

Control 2,461 0,321 0,857 0,59 0,957 0,0901 9,517 0,337 0,982 0,352 

0,1 ml de cultivo 103 
ufc/ml + 0,9 ml de S9C 

 2,353 0,197 0,47 0,763 0,44 0,0495 5,894 0,233 0,973 0,209 

Control 2,686 0,348 1,144 0,533 1,246 0,151 9,253 0,22 0,978 0,391 

0,1 ml de cultivo 103 
ufc/ml + 0,9 ml de S3C 

 2,577 0,336 2,0104 0,691 0,995 0,133 8,947 0,429 0,969 0,441 

Control 2,686 0,348 1,144 0,533 1,246 0,151 9,253 0,22 0,978 0,391 
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5.5. DISCUSIÓN 
 

Quorum sensing, la habilidad celular para comunicarse con sus 

semejantes con el fin de controlar funciones celulares, se ha estudiado en un 

amplio rango de bacterias: Erwinia(140), Rhizobium leguminosarum bv. 

phaseoli(141), Vibrio harveyi(142-144), Escherichia coli(145-147; 138), Salmonella 

typhimurium(145; 146; 144; 138; 148), Pseudomonas aeruginosa(149), Acinetobacter(150) 

y Clostridium botulinum(151), entre otras. Sin embargo, hasta nuestro 

conocimiento poco se sabe de este mecanismo de regulación en Cronobacter 

sakazakii. La elevada tasa de mortalidad descrita en recién nacidos por el 

consumo de leches maternizadas contaminadas(79; 152) justifica el estudio de 

los fenómenos que regulan su comportamiento. 

Lehner et al. (153) estudiaron la formación de biofilms, producción 

extracelular de polisacáridos y señalización célula-célula en 56 cepas de C. 

sakazakii, encontrando importantes evidencias que corroboran que los 

procesos de desarrollo de biofilms se encuentran mediados por sistemas de 

comunicación intercelular. Asimismo, identificaron dos moléculas de 

señalización emitidas por la bacteria al medio, tanto de forma individual con 

conjunta, que podrían ser las causantes de este fenómeno: 3-oxo-C6-HSL y 3-

oxo-C8-HSL. 

El presente estudio trata de conocer cómo afecta la inoculación de 

sobrenadantes libres de células al crecimiento de C. sakazakii. Varios autores 

han llevado a cabo ensayos con finalidades similares en distintas especies 

bacterianas. Zhao et al. (151) estudiaron la producción de señales de quorum 

sensing en Clostridium botulinum 56A. Para ello, adicionaron sobrenadantes 

libres de células procedentes de cultivos incubados 8,5 h a cultivos con bajos 
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niveles de esporas y monitorizaron su turbidez por densidad óptica.  

Encontraron que el tiempo medio de detección de la turbidez fue siempre 

menor en los cultivos con sobrenadantes que en los controles. Avendano-

Perez y Pin (148) estudiaron cómo afectaba el contacto con bacterias fecales 

humanas a la concentración de Salmonella entérica subsp. enterica Serovar. 

Para descartar que el efecto encontrado fuese producido por moléculas 

suspendidas en el sobrenadante y no por el propio contacto, inocularon 

sobrenadantes libres de células procedentes del cocultivo de Salmonella y 

bacterias fecales a un cultivo individual de Salmonella. En este caso la 

concentración del cultivo no presentó ninguna alteración tras la 

combinación. En nuestro estudio se mezclaron cultivos de bajas poblaciones 

de C. sakazakii con sobrenadantes libres de células obtenidos de fase 

exponencial, estacionaria y los concentrados de los mismos con el fin de 

realizar un seguimiento de su crecimiento en el tiempo. 

Cuando se inoculó un pequeño volumen de S9 en el cultivo (0,1 ml 

de S9 en 0,9 ml de cultivo 102 ufc/ml; proporción 1:9), no se apreciaron 

diferencias estadísticamente significativas en el crecimiento respecto a su 

control paralelo, siendo destacable que el tiempo de latencia fue el doble en 

el último. Sin embargo, cuando se incrementó el volumen inoculado de S9 

(0,9 ml de S9 en 0,1 ml de cultivo 103 ufc/ml; proporción 9:1) se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas, demostrando que el volumen 

empleado en el primer caso era insuficiente para producir alteraciones 

perceptibles.  

La combinación de 0,9 ml de S3 con 0,1 ml del cultivo 103 ufc/ml 

mostró igualmente diferencias estadísticamente significativas, con una 

probabilidad de error muy cercana al valor de significación estadística (0,048 

para P<0,05). Las diferencias más pronunciadas se dieron al comienzo del 
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tiempo de latencia y mitad de la fase exponencial, presentando poblaciones 

prácticamente análogas en el resto de tiempos.  

Se llevaron a cabo ensayos idénticos a los anteriores con 

sobrenadantes concentrados. El empleo de S9C produjo fuertes diferencias 

en el crecimiento del cultivo inoculado respecto al control; obteniendo el 

primero un periodo de latencia 2,5 veces menor, tres veces menos Vmax y 

una población final ajustada 1,6 veces menor. El ensayo con S3C también 

mostró disparidades respecto del control, con la mitad de λ pero poblaciones 

ajustadas y Vmax muy similares.  

Nuestro estudio revela que la inoculación de sobrenadantes libres de 

células procedentes de fase exponencial y estacionaria de un cultivo de C. 

sakazakii altera el crecimiento de la bacteria cuando se inocula en una 

proporción 9:1 al producir una disminución en la Vmax de crecimiento. El 

efecto se produjo de forma más significativa cuando se emplearon 

sobrenadantes concentrados, siendo mayor el efecto con el procedente de 

fase estacionaria. El empleo de S3 ocasionó resultados opuestos, debidos 

posiblemente al azar dada la alta probabilidad de error encontrada. Nuestros 

datos difieren de los reflejados por Zhao et al. (151) y Avendano-Perez y Pin 

(148). Una justificación de las disparidades podría deberse a la diferencia de 

especies utilizadas en cada trabajo. Zhao et al. (151) encontraron que el tiempo 

medio de detección de turbidez fue siempre menor para los cultivos con 

sobrenadante añadido. Sin embargo, este efecto fue mayor a 22°C que a 

30°C y los resultados no mostraron significación estadística. Nuestro estudio 

fue llevado a cabo en una temperatura aun mayor (37°C) y presentó fuerte 

significación. Además, sus resultados sólo tuvieron en cuenta el tiempo de 

detección de turbidez y no los tiempos de germinación como tal, pudiendo 

dar lugar a errores. Igualmente, el estudio sólo se llevó a cabo con 

sobrenadantes procedentes de cultivos incubados 8,5 h; mientras que 
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nuestros resultados más consistentes fueron obtenidos con sobrenadante 

procedentes de 24 h de incubación. Avendano-Perez y Pin (148). declararon 

que la combinación de cultivos de Salmonella con sobrenadantes libres de 

células no producía alteración en la concentración bacteriana. Sin embargo, 

la proporción de los volúmenes inoculados no se especifica, pudiendo ser tan 

pequeña como en nuestro primer ensayo y no dando lugar a alteraciones 

observables.  

Lehner et al. (153) identificaron las moléculas 3-oxo-C6-HSL y 3-oxo-C8-

HSL como mediadoras de quorum sensing en C. sakazakii, las cuales podrían 

ser las causantes de nuestros resultados. Fuqua y Greenberg (154) estudiaron 

la comunicación célula-célula en la bacteria Gram negativa Vibrio fischeri. 

Observaron que cuando la concentración bacteriana es muy baja en un 

cultivo, las moléculas mediadoras de quorum sensing se producen en muy 

baja concentración y se secretan al medio extracelular por difusión, 

acumulándose en él. Una vez que los microorganismos se reproducen y 

alcanzan valores de 1010-1011 células/ml, la concentración del mediador 

alcanza valores en torno a 1-10 nM. En estas circunstancias la molécula entra 

al interior de la célula, también por difusión, y se une a su proteína receptora 

desencadenando una respuesta(155). Este descubrimiento podría constituir la 

explicación a nuestros resultados. En nuestro estudio las mayores 

alteraciones del crecimiento se produjeron con sobrenadantes de fase 

estacionaria procedentes de poblaciones de aprox. 109 ufc/ml, que según 

Fuqua y Greenberg (154) contendrían mediadores en concentración suficiente 

para producir quorum sensing. El equipo de Rustem F. Ismagilov de la 

Universidad de Chicago demostró que el fenómeno del quorum sensing no 

depende del número absoluto de moléculas mediadoras en el medio, sino 

del número de estas en un volumen dado, es decir, de su densidad(156). La 

aplicación de estos resultados podría justificar que la inoculación de 0,1 ml 
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de S9 en 0,9 ml de cultivo de C. sakazakii no produjese diferencias 

significativas en el crecimiento de la bacteria, dada la baja densidad de las 

moléculas mediadoras en el cultivo. Sin embargo, la fuerte alteración en el 

crecimiento observada mediante el empleo de sobrenadantes concentrados 

podría deberse a la alta densidad molecular presente en los mismos. 

Turovskiy y Chikindas (157) encontraron que la presencia de glucosa en 

las muestras podía inhibir el efecto de quorum sensing, hecho a menudo 

ignorado por los investigadores. Nuestros ensayos con 0,9 ml de S9 y S3 se 

llevaron a cabo en ausencia del nutriente. Sin embargo cuando se emplearon 

S9C y S3C, medios reconstituidos con TSB fresco que contiene glucosa, los 

resultados fueron aún más consistentes. Se descarta, por consiguiente, una 

posible inhibición de la comunicación por efecto del carbohidrato. 

Las evidencias parecen sustentar que el presente estudio representa 

un caso de quorum sensing en Cronobacter sakazakii CECT 858. Aun así, es 

necesaria más investigación con la finalidad de identificar las moléculas 

mediadoras del fenómeno y profundizar más en el campo de estudio. 
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Conclusión 1: La elaboración de modelos de crecimiento específicos de 

medios de cultivo y alimentos es necesaria para la correcta toma de 

decisiones sobre la gestión de riesgos microbianos. Por su parte, el empleo 

del CV de los parámetros de crecimiento entre cepas permite conocer su 

oscilación entre los miembros de una especie con la finalidad de elaborar 

modelos predictivos. 

Conclusión 2: Se demuestra la existencia de leves diferencias en los 

parámetros de crecimiento de las cepas de Escherichia coli estudiadas, la 

gran influencia del medio y condiciones de cultivo sobre α, así como la leve 

existencia de diferencias significativas entre las cepas O157:H7 y O26:H11 

respecto de la no-O157:H7, y entre patógenas y no patógenas. 

Conclusión 3: Es posible el uso de cepas no-O157:H7 y no patógenas de cara 

a futuros estudios de los parámetros de crecimiento. Esta circunstancia 

facilitaría en gran medida el trabajo en el laboratorio al poder utilizarse 

cepas no patógenas que necesitan unas condiciones de trabajo menos 

estrictas. 

Conclusión 4: Se corrobora la importancia del empleo de medidas asépticas y 

temperaturas apropiadas en la preparación, uso y almacenamiento de la 

leche maternizada. El producto reconstituido deberá ser almacenado en el 

frigorífico durante un periodo máximo de 24 h y no permanecer a 

temperatura ambiente más de 2 h.  

Conclusión 5: La presencia de sobrenadantes libres de células altera el 

comportamiento de Cronobacter sakazakii, con un efecto más pronunciado 

al inocular S9C en una proporción 9:1.  

Conclusión 6: Los resultados obtenidos podrían avalar que los mismos sean 

atribuidos al efecto del fenómeno del quorum sensing 
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