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FORMACION DE BIOPELICULAS Y RESISTENCIA A DESINFECTANTES EN
CEPAS DE SALMONELLA AISLADAS DE NOPAL VERDURA Y MUESTRAS DE
AGUA Y SUELO DE USO AGRICOLA

Alfricia Adriana De los Santos Villamil, M.C
Colegio de Postgraduados, 2010

La presencia de Salmonella en nopal verdura fresco (Opuntia ficus-indica
L.) MILL se ha documentado recientemente (Hernandez et al., 2009). La
contaminacion de alimentos es un problema de salud publica que afecta a las
personas en todo el mundo. Una caracteristica importante de Salmonella es su
capacidad para formar biopeliculas, las cuales son comunidades de células
microbianas embebidas en una matriz de exopolimeros que ellas mismas
producen en respuesta a factores como la temperatura, la humedad relativa y
la composicion del medio en que se encuentran (Annous et al., 2005;
Stepanovic et al.,, 2000). Esta capacidad le permite a Salmonella adherirse de
manera irreversible y de colonizar superficies bioticas y abioticas (Annous et
al., 2005, Stepanovic et al, 2004) asi como la de resistir tratamientos con
antimicrobianos (antibioticos, desinfectantes y germinicidas) (Annous et al,
2005; Joseph et al., 2001).

Las biopeliculas formadas por Salmonella pueden convertirse en focos
importantes de contaminacion en la produccion de alimentos inocuos, dificiles
de remover durante los procedimientos normales de limpieza. Por lo anterior
los objetivos del estudio fueron 1) determinar la capacidad de cepas de
Salmonella, aisladas de nopal verdura (10 cepas), muestras de agua (2 cepas) y
suelo (3 cepas), para formar biopeliculas y 2) evaluar el efecto bactericida de los
desinfectantes acido citrico, acido lactico e hipoclorito de sodio en la viabilidad
de cepas formadoras de biopeliculas. Se utilizé el método de O Toole y Kolter
(1998) y placas de poliestireno (Coster®) con medio esencial minimo con
glucosa (MEM) y se determino la densidad optica (D.O) para determinar la
produccion de biopeliculas. Los desinfectantes se aplicaron a placas con
formacion de biopeliculas en MEM simple de 48 h a 37°C. Todas las cepas
registraron produccion de biopeliculas desde las 24 h aunque se obtuvieron
diferencias (Tukey a=0.05), dependiendo del tiempo de incubacion con respecto
a los valores de D.O. Las cepas de suelo expresaron su capacidad mas
rapidamente que las de agua y nopal. El hipoclorito de sodio (200 ppm) y el
acido lactico (1.5 X 104 inhibieron el crecimiento de células cuando se
aplicaron por 20 min sobre las biopeliculas. Los resultados aqui obtenidos
evidencian la importancia de la implementacion de Buenas Practicas Agricolas
en la produccion de nopal como estrategia para prevenir la contaminacion por
cepas de Salmonella formadoras de biopeliculas in vivo donde el efecto de los
tratamientos con satizantes pudiera variar.

Palabras clave: Biopeliculas, Desinfectantes, Nopal, Salmonella.
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BIOFILM FORMATION AND DISINFECTANT RESISTANCE IN SALMONELLA
STRAINS ISOLATED FROM FRESH NOPAL AND WATER AND SOIL
SAMPLES FOR AGRICULTURAL USES

Alfricia Adriana De los Santos Villamil, M.C
Colegio de Postgraduados, 2010

The presence of Salmonella in fresh nopal (Opuntia ficus-indica L.) MILL
has been recently documented (Hernandez et al., 2009). Food contamination is
a public health problem that affects people worldwide. An important
characteristic of Salmonella is its capability of forming biofilms, which are
communities of microbial cells embedded in an exopolymer matrix they
themselves produce in response to factors such as temperature, relative
humidity and the composition of the environment they are found in (1, 6). This
capability helps Salmonella adhere irreversibly and colonize biotic and abiotic
surfaces (Annous et al., 2005; Stepanovic et al., 2000) as well as resisting
treatments with antimicrobials (antibiotics, disinfectant and germicides)
(Annous et al., 2005, Stepanovic et al., 2004).

The biofilms formed by Salmonella can become important sources of
pollution in food production, difficult to remove during normal cleaning
procedures. Because of this, the goals of this study were 1) to determine the
ability of Salmonella strains, isolated from nopal (10 strains), water samples (2
strains), and soil (3 strains) to form biofilms, and 2) to evaluate the bactericidal
effect of the disinfectants citric acid, lactic acid, and sodium hypochlorite on
the viability of biofilm producing strains. The O’toole and Kolter (1998) method
was used with polystyrene plates (Coster™) and a minimum essential medium
(MEM). The optic density (OD) was determined to determine biofilm production.
The disinfectants were applied to the plates with a formation of biofilm in a
simple MEM at 48h, at 37 °C. All the strains showed biofilm production at 24
h, although there were differences (Tukey a=0.05) depending on the incubation
time with regard to OD values. The strains from the soil showed biofilm faster
than did those from nopal or water. Sodium hypochlorite (200 ppm) and lactic
acid (1.5 X 10-4) inhibited cell growth when applied for 20 min on the biofilms.
The results obtained point out the importance of implementing Good
Agricultural Practices in the production of nopal as a strategy to prevent
contamination by Salmonella strains that produce biofilms in vivo, where the
effect of treatments with sanitizers may vary.

Key Words: Biofilms, Disinfectants, Nopal, Salmonella



II. MARCO TEORICO

2.1 Nopal

2.1.1 Origen

El nopal, llamado por los aztecas “nochtli o nopalli”, es una planta endémica
del continente americano, perteneciente a los géneros Opuntia y Nopalea de la
familia Cactaceae. En México se encuentran alrededor de 104 especies de
Opuntia y 10 de Nopalea, muchas de las cuales fueron domesticadas por los
indigenas y llevadas por los conquistadores a Sudamérica y al resto del mundo
(Corrales, 2000).

2.1.2 Importancia

El cultivo del nopal tiene importancia econémica, social y agroecologica para
los pueblos de diversos paises. Esto por la gran superficie ocupada por las
nopaleras (tanto silvestres como cultivadas). En México, el nopal (Opuntia ficus-
indica) ocupa una superficie promedio a nivel nacional de 9,318 hectareas
(ha), concentradas en el Distrito Federal (7,500 ha), y en los estados de Morelos
(450 ha), Puebla (400 ha), Michoacan (318 ha), Guanajuato (280 ha), Baja
California (150 ha), Jalisco (120 ha) y Oaxaca (100 ha) (Agronet, Julio 2010).
Asi como por el tipo y numero de productores involucrados en el cultivo, por la
diversidad de regiones en las que se cultiva y productos generados y por su

importancia en la conservacion del suelo (ASERCA, 1999; Granados, 1991).



2.1.3 Usos

Las especies del nopal se utilizan para multiples usos con diversos propositos
(Claridades Agropecuarias, 1998). Como agregado en la construccion donde
sirven como aglutinante para la proteccion de muros, techos de adobe y
pinturas; como sustrato, en la produccion de grana cochinilla; como forraje,
para la alimentacion de ganado en zonas aridas; como materia prima, para la
produccion de suplementos alimenticios, cosméticos y elaboracion de bebidas
alcoholicas (Corrales, 2000). Sin embargo, el principal uso del nopal es para
consumo en fresco o procesado (ensaladas y yogurts) o como planta medicinal
(Medellin et al, 1998). En este ultimo caso, a la planta de nopal se le han
atribuido propiedades para el control de hipoglucemias (Garibay, 2006), para
disminuir triglicéridos en la sangre (Garcia et al, 2006) y para el control de
trastornos gastrointestinales, por su alto contenido en fibra. Por todo lo
anterior al nopal se le considera un alimento funcional ya que aparte de su
valor nutritivo aporta un beneficio a la salud al prevenir enfermedades (FAO,
2004), y un “tesoro bajo las espinas” por los recursos econoémicos que genera
su cultivo (FAO, 2006).

2.1.4 Riesgos de contaminacion

Como muchos otros productos hortofruticolas, el cultivo del nopal esta
expuesto a contaminacion por diversos microorganismos debido a las
condiciones generadas durante su produccion y manejo postcosecha (Annous,
2009). En el caso del nopal se cosecha de manera manual con ayuda de un

cuchillo y guantes, una vez cortados los nopalitos se depositan en canastos y/o



cajas, y son transportados en camionetas a la central de abastos o
directamente a los mercados locales; sin ningun tipo de acondicionamiento
(Flores, et al.,, 1995). Estas condiciones de manejo hacen que patogenos
entéricos como Salmonella puedan llegar a contaminar este producto
hortofruticola, especialmente cuando se utilizan aguas contaminadas o negras,
se incorporan abonos organicos al suelo durante su produccion o manejo
postcosecha (Hernandez et al.,, 2009) y cuando se maneja el producto con las
manos con poca higiene (Kroupitski et al., 2008).

2.2. Salmonella

2.2.1. Taxonomia y descripcion

El nombre de Salmonella fue dado en 1900 por Lignieres en honor a D. E.
Salmon, bacteridlogo americano quien describié por primera vez a esta
bacteria, inicialmente denominada Cholerae suis (Torres, 2002).

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. En los ultimos
anos se ha venido modificado la nomenclatura de Salmonella, en la actualidad
se consideran dos especies Salmonella entérica, que incluye seis subespecies y
Salmonella bongori (Tellez et al., 2004). Cada subespecie contiene a su vez
varias serovariedades (serotipos) definidas por ejemplo "Salmonella enterica
subespecie entérica serotipo Typhimurium", pero para fines practicos es
habitual que en la comunicacion cientifica, las serovariedades se traten
artificialmente como especies, lo cual evita nombres demasiado largos,
entonces el nombre queda solo como "Salmonella typhimurium" (Uribe y Suarez,

2006).



Las dos especies de Salmonella engloban mas de 2,700 serotipos todos
considerados patogenos al hombre. Las células tienen forma de bacilo, cuyo
tamano oscila entre 0.7-1.5 x 2.0-5 mm de longitud (Bell y Kyriakides, 2002) y
generalmente poseen flagelos peritricos que les dan movilidad. Es una bacteria
Gram-negativa, anaerobia facultativa que fermenta la glucosa, produce acido y
gas, y es capaz de descarboxilizar algin aminoacido pero no produce ureasa.
Las células crecen entre 8° y 45° C de temperatura; y 4.1 y 9.0 de pH con
actividad de agua (aw) minima de aproximadamente 0.94 (Hanes, 2003).

2.2.2 Habitat

El tracto intestinal de animales de sangre caliente y fria es el habitat natural de
Salmonella (Téllez et al., 2004). Sin embargo, la bacteria se ha encontrado en
agua, en productos de origen animal como carne, huevo y leche (Torres,
2002), asi como también en productos hortofruticolas frescos (Hernandez et al.,
2009). Lo anterior aunado al grado variable de adaptacion a hospedantes
guarda estrecha relacion con el daiio que causan en el hombre (Maurer, 2005).

2.3.3. Enfermedades causadas por Salmonella

Desde hace mas de 100 anos se sabe de la capacidad de Salmonella de
ocasionar enfermedades en el hombre como la fiebre tifoidea, la gastroenteritis
y la salmonelosis. La salmonelosis es una de las principales causas de muerte
asociadas al consumo de alimentos contaminados, tanto en paises
desarrollados como subdesarrollados (Bell y Kyriakides, 2002; Torres, 2002).
Aproximadamente una tercera parte de los alimentos implicados en brotes por

salmonelosis son productos carnicos, productos derivados de aves (huevos y



ovoproductos), leche y derivados (Hanes, 2003); sin embargo, las frutas y
hortalizas frescas como manzana, tomate cilantro, melon, perejil, chiles
jalapenos y chiles serranos, también se han reportado implicadas en las
ultimas décadas (Annous, 2009; Lapidot et al., 2006).

2.2.4 Capacidad de Salmonella de formar biopeliculas

Una caracteristica importante de Salmonella es su capacidad para formar
biopeliculas. Por ejemplo Salmonella entérica serotipo Thompson, forma
biopeliculas en la planta de cilantro (Annous, 2009), y Salmonella sp en melén
Cantalupe (Annous et al, 2005). Para ilustrar la importancia de esta
caracteristica en la bacteria se proporciona informacion general sobre las
biopeliculas a continuacion.

2.3 Aspectos generales de las biopeliculas

2.3.1 Definicion y composicion

Las biopeliculas son comunidades de células microbianas embebidas en una
matriz de exopolimeros que ellas mismas producen como mecanismo de
supervivencia y proteccion (Branda et al., 2005). La composicion de esta matriz
es variable. Puede estar formada de carbohidratos, péptidos, proteinas, lipidos
o0 una combinacion de estas sustancias aunque la mayor parte del volumen la
constituye el agua, la cual representa hasta un 90 % del contenido total
(Costerton y Rodney, 2002; Lasa, 2006; Edstrom sin ano).

2.3.2 Formacion



La formacion de biopeliculas por microorganismos se produce en respuesta a
diversos factores como la temperatura, la humedad relativa, la composicion del
medio y las condiciones de aerobiosis/anaerobiosis del medio (Edstrom sin
ano; McLandsborough et al., 2006). Es un proceso dinamico caracterizado por
presentar diferentes etapas como: la de adhesion (reversible e irreversible) entre
la superficie y las células; la de formacion de limo y de microcolonias, en la
cual se atrapan y concentran nutrientes y oxigeno, y las células producen
exopolisacaridos adicionales para el anclaje de células superficiales y la
estabilidad de la colonia; la llegada de colonizadores secundarios, los cuales
metabolizan los desechos de la colonia; y la de liberacion de células, a partir de
las capas externas de crecimiento para ser transportadas a sitios diferentes
donde se inicie la formacion de nuevas biopeliculas (Edstrom sin ano; Dunne,
2008). Con relacion en la ultima etapa, se ha reportado (Allison, 1998) que las
biopeliculas pueden autodegradarse debido a wuna reduccion en la
concentracion de oxigeno o del contenido de nutrientes por el incremento de la
biomasa.

2.3.3 Funcion

La capacidad de formar biopeliculas permite a los microorganismos como
Salmonella adherirse y colonizar superficies bidticas y abidticas como tejido
vegetal y animal, plastico, cemento y acero (Annous et al., 2005; Vanegas et al,
2009; Hood and Zottola, 1997). Diversas fuerzas estan involucradas en la
adhesion de las células a las superficies entre las que se encuentran fuerzas

débiles de Vander Walls, electrostaticas e hidrofobias y fuerzas fuertes como



las i6énicas y covalentes (McLandsborough et al., 2006; Kumar y Anand, 1998).
Las biopeliculas también permiten a los microorganismos resistir tratamientos
con antimicrobianos (antibioticos, desinfectantes y germicidas). Lo anterior
debido a su estructura tridimensional y a su matriz de ex polimeros, las cuales
funcionan como tamiz molecular y barreras de difusion, respectivamente
(Kumar y Anand, 1998).

2.3.4 Problemas en los sectores: industrial, de salud y de alimentos

La formacion de biopeliculas por microorganismos representa un serio
problema para los sectores industrial, de salud y de la produccion de
alimentos. Esto por que causan corrosion de tuberias metalicas de agua y
petréleo, especialmente las producidas por bacterias sulfato reductoras o
productoras de acido (Hamilton, 1998). También porque se les ha asociado con
diversos problemas de salud como fuentes de infecciones en hospitales
(nosocomios) cuyo costo anual asciende a mas de 1 billon de délares anuales
(Mah y O'Toole, 2001). Cabe senalar que las biopeliculas pueden resistir los
mecanismos de defensa del sistema inmune del paciente y ser extremadamente
resistentes a tratamientos con antibioticos y tratamientos con biosidas para la
desinfeccion de instrumental quirurgico (Hancock y Klemm, 2006). En
procesos de transformacion de alimentos, las biopeliculas pueden constituirse
en importantes focos de contaminacion por bacterias patégenas, tales como
Salmonella, Klebsiella, Pseudomonas Campylobacter, E.coliy Listeria, (Joseph et

al., 2001), ya que son dificiles de remover de las superficies de contacto



durante los procedimientos normales de limpieza y sanitacion, (Annous, 2009;
Joseph et al.,, 2001; Kumar y Anand, 1998).

Varios investigadores coinciden en que el proceso de formacion de biopeliculas
esta bajo el control de un complejo sistema de regulacion genético entre los que
se encuentra el llamado “quorum sensing”. Este sistema de regulacion se activa
en respuesta a la densidad de poblacion celular y esta mediado por la
produccion y secrecion de moléculas indicadoras (“signal molecules”). Una vez
que estas moléculas alcanzan cierto umbral, inducen diferentes procesos
celulares entre los que se encuentran, ademas de la formacion de biopeliculas,
la movilidad, conjugacion, competencia, esporulacion y virulencia (Dunne,
2006; Fuqua et al., 1996; Miller et al., 2001). Por otra parte, también se han
reportado los reguladores globales CsrA en E. coli, CytR en Vibrio cholerae y
SarA en Staphylococcus aureus, los cuales son fundamentales para la
formacion de biopeliculas por estas bacterias (Toledo-Arana et al., 2005).

2.4. Formacion y control de biopeliculas

Para evaluar la formacion de biopeliculas existen diferentes métodos como la
microscopia la cual puede ser electronica de transmision o de barrido o la
microscopia epifluorescente (Kuman y Anand, 1998). Sin embargo, la
formacion también se puede determinar visual o espectrofotométricamente
(Christensen et al.,, 1985). En el primer caso, se deja crecer una bacteria en un
tubo de cultivo para favorecer la formacion de biopelicula, la cual se tine y de
manera visual se valora en funcion a una escala. En el segundo caso, la

bacteria se crece en microplacas donde la valoracion de la biopelicula se realiza
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siguiendo los pasos siguientes: fijacion de biopelicula con alcohol; tincion de
células con cristal violeta; lavado con agua para retirar las células plantonicas;
suspension en acido acético glacial; y, determinacion de la densidad optica de
la biopelicula en un espectrofometro (Stepanovic, 2004).

El control de biopeliculas representa un reto para los sectores industrial, de la
salud y de la produccion de alimentos, debido a la dificultad para eliminarlas
una vez formadas. Entre los métodos de control se encuentran los fisicos,
quimicos y biologicos, los cuales se describen a continuacion.

Métodos fisicos. Entre estos se encuentran el uso de campos magnéticos y
eléctricos, la sonicacion combinada con la aplicacion de acidos organicos o
calor (Hyoungill et al., 2009; Quian et al, 1997). También las corrientes
eléctricas combinadas con el uso de antibidticos han mostrado buenos
resultados en el control de biopeliculas formadas por Escherichia coli O157:H7
(Liu et al., 1997); y los tratamientos térmicos con agua para mantener las
caracteristicas sensoriales y la vida util de una gran variedad de frutas y
hortalizas frescas (Annous, 2009). La radiacion ionizante y la luz UV se han
reportado reducen tanto las células planctonicas como las poblaciones de las
biopeliculas producidas por Salmonella (Brendan et. al., 2004).

Métodos quimicos.- Estos incluyen la utilizacion de desinfectantes, antibioticos,
detergentes, agentes quelantes o sus combinaciones entre otros. Sin embargo,
para que estos productos puedan funcionar se recomienda desprender o
liberar, de la superficie, el mayor numero de células como sea posible, ya que

estas son mucho mas sensibles a los desinfectantes, asi como romper la matriz
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de polisacaridos para un mejor contacto con la biopelicula, previo al
tratamiento. Por ejemplo, Korber (1997) reporté que el tratamiento con fosfato
trisodico al 10% solamente tiene efecto en la reduccion del numero de células
bacterianas embebidas en biopeliculas. Por otra parte, Kumar (1998) menciona
que los desinfectantes como el acido peristaltico, formaldehido y cloruro de
mercurio no tienen efecto sobre las biopeliculas formadas por Listeria
monocytogenes en superficies de contacto con alimentos. También se ha
reportado que algunos compuestos bioactivos como las bacteriocinas pueden
controlar la formacion de biopeliculas. Al respecto, Bower et al (19995)
reportaron que la nisina inhibié la formacion de biopeliculas producidas por
Listeria monocytogenes.

Costerton y Rodney (2002) reportan que para que el desinfectante también
tenga efecto sobre las células éste debe reaccionar primero con los
polisacaridos de la biopelicula; sin embargo, el desinfectante puede oxidarse al
entrar en contacto con estos compuestos y perder su efectividad (Edstrom, sin
ano). Otros reportan (Kumar et al, 1998) que después de un tratamiento con
biocida las células bacterianas pueden incrementar la produccion de
exopolimeros como respuesta de defensa y dejar sin efectividad al producto.
Una nueva alternativa es el uso de compuestos antimicrobianos en el
tratamiento de embalaje de alimentos para evitar la formacion de biopeliculas.
Sin embargo, Kumar y Anand (1998), reportan que las células bacterianas

pueden generar resistencia debido a la produccion de enzimas que degradan e
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inactivan a los antimicrobianos, especialmente a los del grupo de los [-
lactamicos.

Por lo anteriormente expuesto, se deduce que los tratamientos quimicos son
eficaces en la eliminacion de células planctonicas pero ineficaces contra las
biopeliculas por lo que una combinacion de métodos fisicos y quimicos
aunados a la prevencion de la formacion de estas estructuras es lo mas
conveniente para evitar problemas de contaminacion (Brendan et al., 2004).
Control biolégico.- En la literatura se cuenta con reportes sobre la utilizacion de
fagos en el control de biopeliculas. Por ejemplo, Hughes et al. (1998b)
reportaron que algunos fagos como el SF153b pueden despolimerizar los
exopolisacaridos producidos por bacterias Gram negativas, por lo que podrian
ser utilizados de manera selectiva en la degradacion de biopeliculas.

La prevencion de la formacion de biopeliculas producidas por microorganismos
a través de acciones como la limpieza y sanitacion de superficies se constituye
como una de las mejores estrategias en la prevencion de la contaminacion por
patogenos al hombre de los productos hortofruticolas frescos. Por lo que el
disenno de equipos de procesamiento de facil limpieza y sanitizacion es crucial
en estas acciones (Kumar y Anand, 1998).

Durante un analisis de la pureza de una coleccion de cepas de Salmonella,
previamente aisladas de nopal verdura y de muestras de agua y de suelo de
uso agricola, se observo la presencia de colonias “rugosas” en cultivos de mas

de 30 dias de crecimiento en Agar Soya Tripticaseina a temperatura ambiente.
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Cabe senalar que la “rugosidad” puede ser una caracteristica indicadora de

formacion de biopeliculas (Malcova et al., 2007).

2.5 Objetivos e hipotesis

Por todo lo anterior los objetivos de este estudio fueron determinar la
capacidad de cepas de Salmonella aisladas de nopal verdura fresco y muestras
de agua y suelo de uso agricola proveniente de la region nopalera de
Tlalnepantla Mor., para formar biopeliculas y evaluar el efecto bactericida de
los desinfectantes acido citrico, acido lactico e hipoclorito de sodio en la
viabilidad de cepas formadoras de biopeliculas con fines de prevencion y
control.

Las hipotesis plateadas para este trabajo son: las cepas aisladas de nopal
verdura, agua y suelo agricola pueden formar biopeliculas y; la aplicacion de
un desinfectante afecta la viabilidad de las células formadoras de biopeliculas,

inhibiendo el crecimiento de las mismas.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cepas

Se incluyeron en este estudio 15 cepas de Salmonella, correspondientes a
Salmonella entérica serotipo Typhimurium (S. typhimurium), Salmonella
entérica serotipo Javiana (S. javiana), y Salmonella sp. aisladas e identificadas
previamente (Hernandez et. al., 2009) (Cuadrol). Diez cepas se aislaron de
nopal verdura (N), dos de agua (A) y tres de suelo de uso agricola (S), de una
zona productora de nopal en Tlalnepantla, Morelos, México, en verano de 2006
(Hernandez, et. al., 2009).

Para los ensayos de biopeliculas se utilizaron como testigo las cepas de
Escherichia coli O44:H18 y S. typhimurium Copenhague 4,12:1 12, de una
coleccion del Laboratorio de Investigacion Basica del Departamento de Salud
Puablica, de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de
Meéxico (UNAM).

3.1.1 Reactivacion de cepas

Las cepas de Salmonella se recuperaron del medio de conservacion agua-
glicerol (50:50) y de condiciones a -80 °C. Para su reactivacion se transfirieron
a tubos (20 x 150 mm) con 5 ml de Caldo Soya Tripticaseina (CST Bioxon®), e
incubaron a 37 °C por 18 h. Las suspensiones bacterianas obtenidas se
sembraron en cajas Petri (90 x 15 mm) con Agar Entérico Hektoen (AEH
Bioxon®), por la técnica de estria abierta, e incubaron a 37 °C por 48 h. Cada

una de las cepas se transfirié a tubos inclinados con rosca (8 x 120 mm) con
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Agar Soya Tripticaseina (AST Difco®) y se crecio a 37 °C por 24 h. Los tubos
con las cepas reactivadas se guardaron como tubos de trabajo.

Cuadro 1. Relacion de cepas de Salmonella analizadas en este estudio.

Fuente Clave Especies de
Salmonella
Nopal verdura N3 Salmonella sp.
N4 S. javiana
N7 S. typhimurium
N8 S. javiana
N10 S. javiana
N12 S. typhimurium
N13 S. typhimurium
N14 S. javiana
N17 S. typhimurium
N18 S. typhimurium
Agua A3 S. typhimurium
A8 S. typhimurium
Suelo S1 S. javiana
S4 S. javiana
S8 S. javiana

Fuente: Hernandez et. al., 2009

3.1.2 Verificacién de pureza de cepas

Las 15 cepas de Salmonella se crecieron en Agar Sangre (AS) a 37 °C por 24 h
para verificar su pureza ademas de probar el tipo de hemolisis. La prueba de
hemodlisis consiste en detectar la presencia o ausencia de la enzima hemolisina
a través de un cambio de color (lisis de eritrocitos) en el medio. En esta prueba

se registran tres tipos de hemolisis: alfa, beta o gama. La hemodlisis alfa
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presenta una zona de globulos rojos parcialmente lisados que rodean a la
colonia la cual es visible; y el medio, originalmente rojo intenso, cambia a verde
tenue, con tendencia a café. La hemolisis beta exhibe una zona totalmente
incolora alrededor de la colonia, la cual se aprecia por la pérdida de color, de
rojo intenso pasa a rojo claro transparente. La hemolisis gama se distingue por
la ausencia de lisis de eritrocitos y por mantener el color rojo intenso del medio
(Koneman, 1985).

A partir de cultivos en AS, se seleccionaron colonias separadas y se
transfirieron a los medios: Agar MacConkey (MC Bioxon®), para confirmar la
reaccion negativa de las cepas de Salmonella a la lactosa; y AST, para analizar
visualmente la pureza de las cepas de las colonias desarrolladas a 37 °C por 24
h (Koneman, 1985; NOM-114-SSA1-1994) (Anexos). De los cultivos en AST se
seleccionaron tres colonias por cepa con las caracteristicas tipicas de
Salmonella y se transfirieron por separado a AST en tubo inclinado (8 x 120
mm) con rosca; dos tubos por colonia. Los cultivos asi obtenidos se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta su utilizacion para las pruebas de
formacion de biopeliculas y resistencia a desinfectantes.

Previo a su utilizacion, la identidad de los cultivos se corrobor6 por el método
automatizado Vitek (Biomerieux, Francia) (Figura 13).

3.2. Morfologia de colonias y formacion de matriz extracelular

Las 15 cepas de Salmonella se sembraron individualmente en cajas con AST, se
incubaron a 37 °C por 24 h y posteriormente a temperatura ambiente por 38
dias. Durante ese tiempo se hicieron observaciones visuales periodicamente y
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se registraron los cambios en los cultivos, en especial la aparicion de colonias
“rugosas” (con microcanales), caracteristica previamente observada en tubos
con AST inclinado durante la conservacion y verificacion de pureza de las cepas
de Salmonella.

3.3 Formacion de biopeliculas por cepas de Salmonella

La formacion de biopeliculas se analizo por el método de O Toole y Kolter
(1998), con algunas modificaciones.

3.3.1 Preparaciéon de inéculo

A partir de cultivos en tubo inclinado con AST se toméd, por separado, masa
bacteriana la cual se transfirio a cajas Petri con AST y se incub6 a 37°C por 24
h. De las colonias individuales desarrolladas se tomaron muestras para
preparar suspensiones en solucion salina estéril a 0.85 %, hasta ajustar la
densidad bacteriana a uno en la escala de McFarland (3 x 108 UFC/mL)
(Anexos)

3.3.2 Inoculacioén e incubacién de placas

Se emplearon dos placas de poliestireno (Coster®) con 24 pozos cada una. En
cada pozo se depositdo 1 mL de Medio Esencial Minimo (MEM simple) (Gibco®)
suplementado con glucosa (Figura 10A). En seguida se depositaron 50 pL de
suspension bacteriana ajustada a 108 UFC/mL en solucion salina al 0.85 %
por pozo (Stepanovic¢, 2000) (Figura 10B). Como control negativo se conté con 2
pozos que contenian unicamente MEM; y como testigo positivo (biopelicula

positiva) y testigo negativo (biopelicula negativa), pozos inoculados con
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suspension de cepas de E. coli y de S. typhimurium Copenhague 4,12:1 12,
respectivamente. Se analizo por duplicado de acuerdo al esquema siguiente.

Placa I Placa II
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

A|ICN | T- | T+ | A3 | A8 | S1 A| CN | N7 | N8 |N10 | N12 N13

B|CN| T- | T+ | A3 | A8 | S1 B| CN | N7 | N8 |N10 | N12 | N13

C| S4 | S8 | N3 | N4 C |N14 | N17 | N18

D| S4 | S8 | N3 | N4 D | N14 | N17 | N18

Donde: CN= Control negativo (MEM simple, sin bacteria); T-=Testigo negativo
(S. typhimurium Copenhague 4,12:1 12); T+= Testigo positivo (E. coli); N cepa de
nopal; A cepa de agua; y, S, cepa de suelo.

Las placas inoculadas se incubaron aerobicamente a 37 °C por 24, 48 y 72 h
sin agitacion en oscuridad (Figura 10C). Transcurrida la incubacion, se
descarto el contenido de las placas y los pozos se lavaron enérgicamente tres
veces con agua destilada estéril. Después del lavado, las placas se mantuvieron
a temperatura ambiente de laboratorio.

3.3.3 Tincién y lectura de densidad optica

Para visualizar y definir la intensidad de la formacion de biopeliculas, en cada
pozo de la placa se depositaron 950 pL de colorante cristal violeta (SIGMA-
ALDRICH) al 1 % en agua destilada y se dejo reposar por 20 minutos a
temperatura ambiente de laboratorio. Posteriormente se retiré el colorante con
una pipeta Pasteur y se lavo con agua destilada estéril (Figura 10D). Después
de dos lavados adicionales, se depositaron 1000 pL de etanol al 96%, por pozo,

para decolorar las células tenidas y adheridas a las paredes de la placa.
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Finalmente, el sobrenadante de las cepas de Salmonella en etanol (96%) de
cada uno de los pozo se recupero con una micropipeta y se depositdé en una
celda de poliestireno (2 mL) (BioRad) para registrar la lectura de absorbancia a
570 nm en un espectrofotometro Spectronic® (Genesys 2) (Figura 11). Los
valores de densidad optica (D.O) registrados en cada ensayo, se promediaron y
se estimo la desviacion estandar.

De acuerdo a la D.O registrada, las cepas se clasificaron en las categorias de:
no productora de biopelicula y productora (débil, moderada o fuerte) de
biopelicula (Stepanovic et al., 2004). Para esto, de definio el limite de la D.O
(D.Oy) la cual se estableciéo como tres veces la desviacion estandar arriba de la
media del testigo negativo (S. typhimurium Copenhague 4,12:1 12). De esta
forma las cepas se clasificaron como sigue:

1. D. O. < D.OL = No productora de biopelicula (0)

2. D.OL <D.O < (2 x D.Or)= Productora débil de biopelicula (+)

3. (2xD.0O1) < D.O < (4 x D.Or)= Productora moderada de biopelicula (++)

4. (4 x D.O 1) < D.O= Productora fuerte de biopelicula (+++)

3.3.4 Repeticiones experimentales

Se realizaron dos ensayos en diferentes periodos de tiempo para evaluar la
capacidad de las cepas de Salmonella de formar biopeliculas. El primer ensayo
se establecio de marzo a junio; y el segundo, de agosto a noviembre, del 2009.
Estos ensayos se realizaron en el Laboratorio de Investigacion Basica del
Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la Universidad

Nacional Auténoma de México.
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Primer ensayo: En este ensayo se evaluaron las 15 cepas de Salmonella y se
empled como testigo positivo una cepa de E. coli silvestre, aislada de mango
“Ataulfo”. En este no se incluyo al testigo negativo pero si conté con el control
negativo, el cual solo contenia medio MEM simple, sin bacteria (Stepanovic et
al., 2004). La unidad experimental consté de una placa con dos repeticiones.
Este ensayo se repitio dos veces.

Segundo ensayo: En este se incluyeron, ademas de las 15 cepas de Salmonella,
las cepas Escherichia coli O44:H18 y S. typhimurium Copenhague 4,12:1 12,
como testigos positivo y negativo, respectivamente; y el control negativo (medio
MEM simple, sin bacteria). Este ensayo se repitio tres veces.

Con los valores de D.O registrados en cada uno de los ensayos se realizo un
analisis de varianza y una comparacion de medias por Tukey (a=0.05), con el
sistema de analisis estadistico SAS V-9.1, para determinar diferencias

significativas en la formacion de biopeliculas entre cepas, a través del tiempo.

3.4 Sensibilidad de biopeliculas de Salmonella a desinfectantes organicos

e inorganicos.

Se seleccionaron las cepas N18, A8 y S1, aisladas de nopal verdura y de
muestras de agua, y de suelo de uso agricola, respectivamente, por haberse
definido en la categoria de productoras fuertes de biopeliculas (S1, y A8) y
como formadora de microcanales (N18 y A8). Como testigos positivo y negativo
se incluy6 a Escherichia coli O44:H18 y a S. typhimurium Copenhague 4,12:1
12, respectivamente.
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3.4.1 Desinfectantes orgdnicos e inorganicos

Para conocer la sensibilidad de las células productoras de biopeliculas a
diferentes desinfectantes se probaron los acidos citrico y lactico (organicos) asi
como el hipoclorito de sodio (inorganico), a las concentraciones recomendadas,
para la desinfeccion superficial de frutas y hortalizas frescas (FDA, 2006). Para
el acido lactico se utilizo la concentracion de 1.5 X 10-4; para el acido citrico, 1
X 10-4; y para el hipoclorito de sodio, 200 ppm. Como control se utiliz6 agua
destilada estéril. Cada wuna de las soluciones empleadas se preparo
asépticamente a temperatura ambiente en agua destilada estéril y en MEM.
Previo a su utilizacion se registro el pH de las soluciones desinfectantes con un
potenciometro Conductronic pH 120.

3.4.2 Tratamiento de biopeliculas con desinfectantes

De acuerdo a lo referido previamente las placas de poliestireno (Coster®) con
MEN simple se inocularon con cada una de las tres cepas seleccionadas. Las
placas se incubaron a 37 °C por 48 h. Concluido el periodo de incubacion se
retir6é el medio con una pipeta Pasteur y cada pozo se lavo tres veces con agua
destilada estéril. Enseguida, se depositd 1 mL de sanitizante por pozo y se
incubo por 20 minutos. Transcurrida la incubacion se retiré el desinfectante
con una pipeta Pasteur y cada pozo se enjuag6 con agua destilada estéril.

3.4.3 Recuperacion y cuantificacion de células viables

Con la finalidad de favorecer la deteccion de aquellas células que hayan
permanecido viables después del tratamiento con desinfectante, en cada pozo

se deposito 1 mL de CST y se incubo a 37 °C por 24 h sin agitacion en
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oscuridad. Se tomaron 100 uL de cada suspension bacteriana en CST y se
depositaron en tubos Eppendorf (1 mL) con 900 uL de agua peptonada
buferada (DIFCO™™) al 0.1 %, previamente esterilizados. Después de agitarse en
un vortex por 15 s, se tomaron 100 uL para hacer diluciones seriadas (de 10! a
10-%) de las cuales se tomaron 10 uL y depositaron en cajas Petri con AST para
conteo de células por la técnica de la gota (Pérez et al., 2002).

La técnica de cuantificacion por gota consiste en depositar el inoculo en areas
definidas de un medio sélido (Figura 14) y dejar secar a temperatura ambiente
por 30 min, sobre una superficie nivelada, en condiciones de esterilidad (Figura
14D). Después del secado, el medio inoculado se incuba a 37 °C por 18 h para
posteriormente realizar la cuenta de las Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) bajo una lupa con luz. Se contabilizan tinicamente aquellos medios con

desarrollo de colonias separadas, de acuerdo a la ecuacion siguiente.

Numero de UFC por mL = No. De colonias X factor de dilucion X 100
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Reactivacion de cepas

Todas las cepas de Salmonella utilizadas en el estudio (Cuadro 1), se
recuperaron de las muestras conservadas en agua-glicerol (50:50) a -80 °C
desde el primer ensayo de reactivacion. Por lo que los resultados de esta fase

del estudio fueron satisfactorios.

4.2 Pureza de cepas

Para evaluar si los cultivos recuperados estaban puros una vez activados se
resembraron en Agar Sangre (AS) y el analisis de las cepas obtenidas en este
medio mostré cultivos homogéneos con colonias redondas de color blanco
tendiendo a gris brillante y de consistencia butirosa (tipo mantequilla) y
ninguna hemolitica (gamma). En Agar Enterico Hektoen (AHE) las colonias se
encontraron redondas, de color negro con un halo transparente, con la
morfologia caracteristica de Salmonella. Esto coincide con lo reportado por la
NOM-114-SSA1-1994 y por Koneman (1985). En medio Agar MacConkey (MC)
las colonias se desarrollaron translucidas (lactosa negativas), redondas de
crecimiento uniforme (Koneman 1985; Caffer y Terragno, 2001). En Agar Soya
Tripticaseina (AST) las colonias se registraron redondas de tamano uniforme,

color blanco brillantes (Figura 1). Una vez confirmada la pureza, se confirmo
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también la identidad de las bacterias como Salmonella por el método

automatizado Vitek.

_~Salmenella typhimurium
/ 3 &

Figura 1. Colonias de Salmonella typhimurium y Escherichia coli O44:H18, crecidas
en tres diferentes medios de cultivo. A) Cepas de Samonella en Agar sangre. B) Cepas
de E. coliy Salmonella en Agar MacConkey y C) Cepas de Salmonella en Agar soya

tripticaseina incubada a 37 °C por 24 h.

4.3 Formacion de matriz extracelular por cepas de Salmonella

Los resultados obtenidos muestran la presencia de diferentes
comportamientos, uno de los cuales corresponde a un crecimiento de colonia
con forma de microcanales y otro liso sin microcanales. El tipo de morfologia
con microcanales esta relacionado con bacterias formadoras de una matriz
extracelular tipica de biopeliculas. Las cepas que mostraron este tipo de forma
muy bien definida fueron A8, S8, N3, N12, N13, N17, y N18 (Figura 2). Jonas et
al. (2007) mencionan que este tipo de crecimiento caracteristico, puede deberse
a la produccion de fibras de curli, secretadas por Salmonella que tiene la

funcion de adhesion a superficies, agregacion celular, y resistencia ambiental.
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Estas estructuras fibrilares de curli junto con celulosa y otros polisacaridos se
unen para formar una matriz extracelular visible (Steven, 2005).

En contraste la morfologia de las colonias de las cepas A3, S1, S4, N4, N7, N8,
N10 y N14 se encontr6 lisa sin los microcanales caracteristicos de las cepas
que secretan exopolisacaridos (Figura 2). No obstante estas cepas tienen la
capacidad de formar biopeliculas de acuerdo al método empleado de O Toole y
Kolter (1998), donde se mide la densidad optica. De este grupo de cepas S1,
N8, S4 y A3 reportaron lecturas de D.O. de 0.217, 0.184, 0.178, y 0.158
respectivamente, lo que corresponde a la categoria de productoras fuertes de
biopeliculas (Cuadros 6).

Los resultados aqui obtenidos concuerdan con los resultados reportados por
Malcova y colaboradores (2007) quienes compararon la morfologia de las
colonias de Salmonella typhimurium con microscopia electronica, mediciones de
absorbancia y ELLA (por sus siglas en ingles Enzyme-linked lectinsorbent
assay). Dichos autores senalan por sus resultados que aunque, puede existir
supresion en la produccion de fibras de curli y celulosa, hay sobreproduccion
de polisacaridos capsulares (componente de biopeliculas de Salmonella) que
hace que las células bacterianas tengan la capacidad de formar la biopelicula.
Por otra parte también coinciden con los de Malcova y colaboradores (2008),
quienes evaluaron este tipo de morfologia (microcanales) en Salmonella
typhimurium pero en medio Agar Rojo Congo; en este trabajo los microcanales
se registraron en colonias de cepas crecidas en AST e incubadas por 38 dias en

condiciones ambientales.
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Figura 2. Morfologia de colonias de Salmonella sp, aisladas de nopal, agua y suelo de
uso agricola, en AST e incubadas a 37 °C por 24 h, y posteriormente a temperatura
ambiente por 38 dias. Donde: S1, S4, N4, N7, N8, N10, N14 y A3 cepas con colonias
planas sin microcanales; y, S8, N3, N12, N13, N17, N18 cepas con colonias con

crecimiento tipo microcanal indicado con flecha roja.

27



Por los resultados obtenidos se concluye que las cepas de S. typhimurium, S.
javiana, y Salmonella sp., tienen la capacidad de formar biopeliculas
independientemente de su origen (nopal verdura, agua y suelo) y que no todas

son formadoras de matiz extracelular (microcanales) (Scher, 2004).

4.4 Formacion de biopeliculas

Los resultados obtenidos del analisis de la capacidad de Salmonella para
formar biopeliculas, por el método de O Toole y Kolter (1998), mostraron que
las todas las cepas produjeron biopeliculas desde las 24 h de incubacion,
aunque se observaron diferencias (Tukey a=0.05) dependiendo de los tiempos
de incubacion con respecto a los valores de absorbancia. En los Cuadros 2 y 3
se muestran los valores registrados de D.O. a 570 nm. En el primer ensayo, la
mayoria de las lecturas de D.O a las 24 h fueron bajas comparadas con las que
se obtuvieron en el segundo ensayo. Sin embargo, también se observo que la
intensidad de las lecturas se incrementé con el transcurso de las horas
registrando los valores de absorbancia mas altos a las 48 y 72 h. Esto se
corrobor6 con los analisis estadisticos que mostraron diferencias significativas
segun Tukey (a=0.05) entre las 24 y 72 h; entre 48 y 72 h no hubo diferencias
significativas (Cuadro 11 y 14).

La permanencia de Salmonella sobre superficies bidticas y abidticas se ha
relacionado con la caracteristica de esta bacteria para formar biopeliculas, la

cual la puede hacer resistir condiciones variantes del medio ambiente
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D.O (570 nm)

(Costerton y Rodney, 2002), y constituirse en un riesgo cuando productos como

el nopal se consumen frescos (Hernandez et al., 2009).

A) Primer ensayo
B) Segundo ensayo

0.20+
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D. O (570 nm)
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Figura 3. Valores promedio de absorbancia de los tres tiempos, relacionados con la
capacidad de producir biopeliculas, registrados en el primer y segundo ensayo. Las
letras A, S y N indican el sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol (96%),
aisladas de agua, suelo y nopal, respectivamente; CN: pozo solo con MEM; T-: S.

typhimurium Copenhague 4,12:1 12; T+: E. coli O44:H18.

Las cepas S1, N3, A3 y A8, fueron las que tuvieron los valores mas altos de
absorbancia, de 0.143, 0.104, 0.098 y 0.098, respectivamente, para el primer
ensayo (Figura 3A); mientras que, para el segundo fueron S1, S8, N8 y S4 con
0.217, 0.188, 0.184 y 0.178, respectivamente (Figura 3B). La cepa S1 fue la
Unica que mantuvo su categoria de fuerte formadora de biopeliculas entre
ensayos y con los valores mas altos de absorbancia siendo superada solamente

por el testigo positivo, en el segundo ensayo.
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En el primer ensayo, los valores mas bajos de absorbancia los registraron las
cepas N12 y N18 con 0.043 y 0.05 respectivamente (Cuadro 10). A las 24 h
estas cepas tuvieron una moderada produccion de biopeliculas; pero a las 48
h, se ubicaron en la categoria de fuertes productoras de biopeliculas (Cuadro
3). En el segundo ensayo las cepas N7, N17 y N13 se clasificaron como fuertes
productoras de biopeliculas a las 24 h; sin embargo, estas mismas cepas
registraron los valores mas bajos absorbancia, 0.077, 0.056 y 0.053,
respectivamente (Cuadro 13) a las 48 y 72 h, ubicandose en las categorias de
débiles a moderadas productoras de biopeliculas. Estas discrepancias entre las
cepas con mayor y menor absorbancia, puede deberse a las variaciones en los
promedios de cada tiempo evaluado y sus repeticiones; el primer ensayo tuvo
solo 2 repeticiones, mientras que el segundo 3 repeticiones. Los valores antes
senalados corresponden a los promedios de los valores de absorbancia

obtenidos en los tres tiempos evaluados.
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Figura 4. Valores promedio de absorbancia del sobrenadante de cepas de Salmonella
en etanol (96%) registrados a diferentes tiempos en el primer ensayo. Las letras A, Sy
N indican el sobrenadante de cepas aisladas de agua, suelo y nopal, respectivamente.

Las barras representan la desviacion estandar.

Analizando Gnicamente los resultados in situ de las cepas N3, N4, N7, N8, N10,
N12, N13, N14, N17 y N18, provenientes de nopal verdura, estos mostraron
diferencias significativas entre si, en los dos ensayos realizados (Cuadro 9 y
12). En el primer ensayo (Figura 4), las cepas N3, N4, N8, N10, N12, N14 y
N18, se clasificaron dentro de la categoria de débiles a moderadas productoras
de biopeliculas a las 24 h; pero a las 48 h y 72 h éstas quedaron en la
categoria de fuertes productoras de biopeliculas (Cuadro 4). Estos resultados

coinciden con el analisis de comparacion de medias segun Tukey (a=0.05), en
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el que se demuestra que no hay diferencias significativas en los periodos de 48
y 72 h (Cuadro 11). En el segundo ensayo (Figura 5), las cepas N10, N12, N13,
N14 y N17 se clasificaron como débiles a moderadas productoras de
biopeliculas a las 48 y 72 h pero a las 24 h como fuertes productoras de
biopeliculas. Esto concuerda con el analisis de comparacion de medias segun
Tukey (a=0.05) que indica diferencia estadistica significativa entre 24 y 72 h
(Cuadro 14). Las cepas N7 y N8 mostraron un comportamiento mas estable en
ambos ensayos, tendiendo a incrementar sus valores de absorbancia conforme

al transcurso del periodo de incubacion (Cuadros 2 y 3).
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Figura 5. Valores promedio de absorbancia del sobrenadante de cepas de Salmonella
en etanol (96%) registrados a diferentes tiempos en el segundo ensayo. Las letras A, S
y N indican el sobrenadante de cepas aisladas de agua, suelo y nopal,
respectivamente; y T-: S. typhimurium Copenhague 4,12:1 12; T+: E. coli O44:H18. Las

barras representan la desviacion estandar.
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La variacion en categorias para las mismas cepas se puede explicar en el hecho
de que los valores de referencia para la asignacion de categoria fueron
diferentes para cada ensayo. En el primer ensayo se tomaron como referencia
los valores del control negativo (no inoculado con ninguna cepa), mientras que
para el segundo ensayo se utilizaron los valores del testigo negativo (S.
typhimurium Copenhague).

Con respecto a las cepas de agua de uso agricola, A3 y A8 fueron las que
expresaron su capacidad de fuertes productoras de biopeliculas desde las 24 h.
Estas cepas no mostraron diferencias significativas en ambos ensayos (Cuadro
10 y 13), lo que indica que son muy similares entre ellas con respecto a esta
variable.

En relacion a las cepas aisladas de suelo S1, S4 y S8 fueron las que
presentaron valores mas altos de absorbancia en los dos ensayos, con respecto
a las cepas aisladas de nopal y agua. Sin embargo, entre estas cepas hubo
diferencias significativas segun Tukey (a=0.05) (Cuadro 10). La cepa S1 mostro
los valores mas altos de absorbancia con respecto a S4 y S8.

Las 15 cepas de Salmonella evaluadas mostraron un comportamiento diferente
en los dos ensayos realizados. Esta variacion podria explicarse considerando
que en lo Unico que no se tuvo control fue en la temperatura ambiental ya que
los ensayos se establecieron durante las estaciones de primavera, verano y
otono. El resto de las condiciones estuvieron controladas como lo fueron los
medios de cultivo y la temperatura de incubacion. La produccion de

biopeliculas in vitro es un proceso muy complejo y depende de numerosos
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factores fisicos y quimicos, como la composicion del medio, la temperatura, el
pH, niveles de oxigeno (Hostacka et al.,, 2010), y cambios dentro de las mismas
cepas (Malcova et al., 2007), entre otros.

Asi mismo, las cepas mostraron variabilidad en su intensidad de produccion de
biopeliculas con respecto al tiempo. Por ejemplo, algunas cepas mostraron un
aumento en los valores de densidad optica (indirectamente un incremento en la
produccion de biopeliculas) en el transcurso de las horas. Esto fue el caso de
las cepas A3 y A8 aisladas de agua y la cepa S1 de suelo, que en todos los
ensayos presentaron una fuerte produccion de biopeliculas. Lo anterior
coincide con Scher (2004) quien menciona que Salmonella tiene la capacidad
de formar biopeliculas independientemente de su origen (alimentos, animales
entre otros).

Sin embargo, en el segundo ensayo algunas cepas de nopal como N14, N17 y
N18 presentaron una fuerte produccion de biopeliculas a las 24 h, la cual
disminuyo a las 48 h, para ubicarlas dentro de las categorias de débiles a
moderadas productoras de biopeliculas, no obstante a las 72 h nuevamente
logran una fuerte produccion. Esto podria, en parte, explicarse porque las
lecturas se realizaron sobre diferentes placas, es decir, las placas para evaluar
a las 24 h fueron exclusivamente para medir la absorbancia en ese periodo y se
utilizaron otras distintas para las 48 y 72 h. Ademas esta heterogeneidad
también pudo ser debido a un manejo inadecuado de las mismas en la

deposicion del inoculo, o bien a la tincion o lavado de placas.
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4.4 Sensibilidad de Salmonella productora de biopeliculas a

desinfectantes organicos e inorganicos

En este ensayo se incluyeron las cepas A8, S1 y N18, por haber sido
registradas dentro de la categoria de productoras fuertes de biopeliculas. Los
resultados obtenidos con los desinfectantes solubilizados en agua destilada
(Cuadro 7) muestran que solo los tratamientos con hipoclorito de sodio (200
ppm) y el acido lactico (1.5 X 104 aplicados por 20 min inhibieron el
crecimiento de las tres cepas de Salmonella. Los datos registrados mostraron
diferencias significativas (Cuadros 15). Estos resultados corroboran los
resultados obtenidos por Joseph y colaboradores (2000), quienes reportaron
que el hipoclorito de sodio a 100 ppm aplicado por 20 min sobre biopeliculas,
inhibe el crecimiento de células de Salmonella sp.

El mecanismo del cloro para inhibir microorganismos, puede ser el resultado
de varios factores: oxidacion de enzimas sulfhidrilo y aminoacidos; pérdida del
contenido intracelular; disminucion de la toma de nutrientes; inhibicién de la
sintesis de proteinas, decrecimiento en la toma de oxigeno; oxidacion de
componentes respiratorios; disminuciéon en la produccion de adenosin
trifosfato, rompimiento del DNA y represion de la sintesis de DNA (Rutala,

2002).
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Figura 6. Comparacion de efecto de desinfectantes organicos e inorganicos diluidos
con agua y MEM, en la viabilidad de biopeliculas de Salmonella de 48 h de
crecimiento, en placas de poliestireno incubadas a 37 °C. Donde: T-: S. typhimurium
Copenhague 4,12:1:1,2 y T+: E. coli, representan a los controles negativo y positivo,
respectivamente; y, A8, S1 y NI18, a cepas aisladas de agua, suelo y nopal,

respectivamente.

Los resultados del ensayo con acido citrico e hipoclorito utilizando MEM (200
ppm) como solvente, no mostraron inhibicion del crecimiento de las células
adheridas de las cepas A8, S1 y N8, ya que estas se mantuvieron viables
mostrando cuentas similares a las obtenidas con el testigo. Esto, en el caso del
cloro, pudiera deberse a la presencia de materia organica (MEM) que interfiere
con la actividad de dicho compuesto (Rutala, 2002). Los resultados también
concuerdan con los obtenidos por Zhuang et al.,, (1996) quienes encontraron
que el acido citrico al 0.2% carece de efecto inhibitorio sobre Salmonella
motevideo en tomate.

Con relacion al acido lactico disuelto en MEM a la concentracion de 1.5 X 104

se encontré que fue el tratamiento mas efectivo para inhibir el crecimiento de
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las células bacterias adheridas a las placas de poliestireno (Figura 6). Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Rupasinghe y colaboradores (2006),
quienes reportaron una disminucion de 4 log cuando evaluaron la eficacia de
del acido lactico (1.5%) combinado con acido peroxiacético (80 ppm) en
manzanas inoculadas con Salmonella Newport.

Aun cuando los acidos organicos, en este caso acido citrico y acido lactico,
registraron valores de pH cercanos (1.8 y 1.7, respectivamente) su accion
inhibitoria depende también de otros factores como el tipo de acido, la
constante de disociacion del mismo y la concentracion (Buchanan et al., 1993;
Ita y Hutkins, 1991). En este caso el acido lactico puede tener dos mecanismos
posibles de accion antimicrobiana. Una es la habilidad del acido para atravesar
la membrana celular, en esta disociaciéon del acido en la célula, acidifica el
interior de la célula. Otra es la habilidad especifica del acido lactico para bajar
la actividad acuosa (Rupasinghe et al., 2006).

Los resultados obtenidos permiten concluir que el hipoclorito disuelto en agua
y el acido lactico disuelto en agua y MEM durante el mismo periodo de tiempo,
son buenos tratamientos para inhibir el crecimiento de bacterias que forman
biopeliculas. Sin embargo, el acido lactico a pesar de ser el mas efectivo tiene la
desventaja de que al ser un producto derivado del metabolismo bacteriano es
costoso. Por lo tanto el hipoclorito de sodio presenta mayores ventajas debido a
que es economico ademas de ser un desinfectante accesible, inactiva a un

amplio espectro de microorganismos y no deja residuos toxicos para los
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humanos a bajas concentraciones (Rupasinghe et al., 2006), la dureza del agua

no le afecta y es de rapida accion (Rutala 2002).
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V. CONCLUSIONES

Las cepas de Salmonella N4, N7, N8, N10,N12, N13, N14, N17, N18, A3,
A8, S1,S4 y S8, aisladas de cladodios de nopal verdura (N), agua (A) y
suelo (S) de uso agricola de la region de Tlalnepantla Morelos, tienen la
capacidad de formar biopeliculas.

Las cepas S1, S4, S8 de suelo y A3 de agua, tuvieron la mayor capacidad
formativa de biopeliculas.

Las cepas S1, S4 y S8 de suelo expresan su capacidad de adhesion mas
rapidamente que las cepas de agua A3 y A8 y que las de nopal N4, N7,
N8, N10, N12, N13, N14, N17, N18.

El acido lactico a 1.5 X 104 y el hipoclorito de sodio a 200 ppm disueltos
en agua inhibieron significativamente el crecimiento de células de
Salmonella cuando se aplicaron por 20 min a placas de poliestireno con
formacion de biopeliculas de las cepas A8, S1 y N8.

El acido citrico a 1 X 10-4 ppm no tuvo efecto inhibitorio sobre células de
Samonella cuando se aplico por 20 min a placas de poliestireno con

formacion de biopeliculas de las cepas A8, S1 y N8.
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Cuadro 2. Valores de absorbancia del sobrenadante de cepas de Salmonella en
etanol (96%), registrados en el primer ensayo. Cada valor representa el
promedio de tres repeticiones. Las letras indican el sobrenadante de cepas
aisladas de nopal verdura (N) y de agua (A) y suelo (S) de uso agricola,

colectados en Tlalnepantla Morelos en Junio de 2006.

Cepa* Tiempo de incubacién (h) /

Densidad 6ptica (570 nm)

24 48 72
Testigo- 0.002 0.000 0.000
Testigo+ 0.033 0.045 0.044
A3 0.062 0.103 0.132
A8 0.098 0.078 0.121
S1 0.070 0.173 0.195
S4 0.060 0.108 0.096
S8 0.037 0.087 0.080
N3 0.039 0.101 0.120
N4 0.057 0.119 0.087
N7 0.060 0.100 0.102
N8 0.049 0.078 0.076
N10 0.054 0.080 0.101
N12 0.015 0.039 0.045
N13 0.048 0.069 0.085
N14 0.047 0.068 0.081
N17 0.049 0.078 0.083
N18 0.033 0.060 0.062

Testigo-: S. typhimurium Copenhague 4,12:1 12;
Testigo+: E. coli O44:H18
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Cuadro 3. Valores de absorbancia del sobrenadante de cepas de Salmonella en
etanol (96%), registrados en el segundo ensayo. Cada valor representa el
promedio de cuatro repeticiones. Las letras indican el sobrenadante de cepas
aisladas de nopal verdura (N) y de agua (A) y suelo (S) de uso agricola,

colectados en Tlalnepantla Morelos en Junio de 2006.

Cepa* Tiempo de incubacion (h)

24 48 72
Testigo- 0.014 0.016 0.024
Testigo+ 0.688 0.662 0.727
A3 0.105 0.165 0.205
A8 0.138 0.156 0.173
S1 0.169 0.231 0.265
S4 0.136 0.189 0.213
S8 0.163 0.208 0.208
N3 0.154 0.134 0.132
N4 0.101 0.093 0.123
N7 0.069 0.074 0.096
N8 0.145 0.183 0.219
N10 0.094 0.091 0.109
N12 0.097 0.086 0.102
N13 0.050 0.042 0.074
N14 0.144 0.096 0.202
N17 0.068 0.026 0.076
N18 0.134 0.128 0.214

Testigo-: S. typhimurium Copenhague 4,12:1 12;
Testigo+: E. coli O44:H18
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Cuadro 4. Clasificacion de cepas de Salmonella aisladas de nopal verdura (N) y
de agua (A) y suelo (S) de uso agricola, colectados en Tlalnepantla Morelos en
Junio de 2006. Las cepas se clasificaron en las categorias de no productora y
productora débil, moderada o fuerte de biopeliculas, de acuerdo a los valores
de absorbancia registrados en sobrenadantes en etanol (96%). Estos resultados

corresponden al primer ensayo.

Cepa Repeticion 1 (h) Repeticion 2 (h) Repeticion 3 (h)
24 48 72 24 48 72 24 48 72
CN 0] 0] 0 0 0 0 0 0 0
T+ ++ At S +H+ At
A3 ++ A+t +H+ o+t +H+ e+ A+t
A8 +++ At +H+ o+t +H+ At
S1 ++ A+t +H+ o+t +H+ e+ A+t
S4 ++ At +H+ o+t +H+ At
S8 + +H+ +H+ o+t +H+ e+ A+t
N3 + +H+ +H+ o+t +H+ At
N4 ++ A+t +H+ e+t +H+ At
N7 +H+ At I = = e +H+ A+ At
N8 + +H+ +H+ e+t +H+ At
N10 + +H+ I = = e +H+ A+ At
N12 + +H+ ++ e+t T S s
N13 ++ At I = = e ++ At
N14 + +H+ +H+ e+t +H+ At
N17 ++ At I = = e +H+ A+ At
N18 + +H+ +H+ e+t +H+ At

Donde: 0, no productora; +, productora débil, ++, productora moderada; y

+++, productora fuerte. CN-: solo MEM; Testigo+: E. coli
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Cuadro 5. Clasificacion de cepas de Salmonella aisladas de nopal verdura (N) y

de agua (A) y suelo (S) de uso agricola, colectados en Tlalnepantla Morelos en

Junio de 2006. Las cepas se clasificaron en las categorias de no productora y

productora débil, moderada o fuerte de biopeliculas, de acuerdo a los valores

de absorbancia registrados en sobrenadantes en etanol (96%). Estos resultados

corresponden al segundo ensayo.

Cepa Repeticion 1 (h) Repeticion 2 (h) Repeticion 3 (h) Repeticion 4 (h)
24 48 72 24 48 172 24 48 72 24 48 72
T+ +H+ +H+ ottt e+t +H+ bt
T- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A3 S S R S S S S e R = = S
A8 +H+ e s s +H+ ot + +H+ +
S1 S S R S S S S +H+ R = = S
S4 +H+ e s s = = e s = Tt
S8 S S R S S S S e R = = S
N3 +H+ +H+ ot +H+ R = = St
N4 o +H+ ot 4 e R = = S
N7 +H+ +H+ o+t ++ = = e +H+ o+t +
N8 S S R S S S S +H+ R = = S
N10  +++  +++  +++ +H+ o+t ++ +H+ R = = St
N12  +++  +++  +++ +++ + ++ +H+ o+t + +H+ o+t +
N13  +++  ++ + +++ + + +H+ R = = St
N14  +++ + ++ S S S +H+ S = S
N17 + + 0 +++ + ++ +H+ +H+ A+
N18  +++ +++  +++ +H+ ot 4 S S S R = = S

Donde: O, no productora; +, productora débil, ++, productora moderada; y

+++, productora fuerte. Testigo-:

Testigo+: E. coli O44:H18

S. typhimurium Copenhague 4,12:1 12;
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Cuadro 6. Clasificacion de cepas de Salmonella aisladas de nopal verdura (N) y
de agua (A) y suelo (S) de uso agricola, colectados en Tlalnepantla Morelos en
Junio de 2006. Las cepas se clasificaron en las categorias de no productora y
productora débil, moderada o fuerte de biopeliculas, de acuerdo a los valores
de absorbancia registrados en sobrenadantes en etanol (96%). Estos resultados

corresponden a los promedios obtenidos del primer y segundo ensayo.

Cepa Clasificacion de cepas en categorias Produccion de
Matriz de
exopolisacaridos
Primer ensayo Segundo ensayo
24 48 72 24 48 72

T- - - - 0 0 0 -

T+ ++ +++ +++ +++ +++ +++ -

A3 +++ +++ +++ +++ +++ +++ No

A8 +++ +++ +++ +++ +++ +++ Si

S1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ No

S4 +++ +++ +++ +++ +++ +++ No

S8 ++ +++ +++ +++ +++ +++ Si

N3 ++ +++ +++ +++ +++ +++ Si

N4 +++ +++ +++ +++ +++ +++ No

N7 +++ +++ +++ +++ +++ +++ No

N8 +++ +++ +++ +++ +++ +++ No
N10 +++ +++ +++ +++ +++ +++ No
N12 + +++ +++ +++ +++ +++ Si
N13 +++ +++ +++ +++ +++ +++ Si
N14 +++ +++ +++ +++ +++ +++ No
N17 +++ +++ +++ +++ ++ +++ Si
N18 ++ +++ +++ +++ +++ +++ Si

Donde: O, no productora; +, productora débil, ++, productora moderada; y
+++, productora fuerte. La produccion de la matriz se registr6 en cepas
crecidas en AST a 37 °C por 24 h y posteriormente a temperatura ambiente

por 38 dias. Testigo-: S. typhimurium Copenhague 4,12:1 12; Testigo+: E. coli
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Cuadro 7. Efecto de desinfectantes organicos e inorganicos, disueltos en agua
destilada estéril, en la viabilidad de células de Salmonella, desarrolladas en

biopéliculas formadas en placas de poliestireno por 48 h e incubadas a 37 °C.

Cepa Testigo Ac. citrico Hipoclorito Ac. lactico
(agua estéril) 1X 104 ppm de sodio 1.5X 10+
200 ppm ppm
UFC/mL Log UFC/mL Log UFC/mL Log UFC/mL Log
S. typhimurium ~ 1.17 X 109 9.07 2.1X10° 932 NC NC NC NC
Copennague
E. coli 3.77X 108 8.58 2.6 X 108 8.43 NC NC NC NC
044 : H18
A8 2.1 X10° 9.33 1 X109 9.03 NC NC NC NC
S1 3X 109 9.48 1.4 X 10° 9.16 NC NC NC NC
N18 3.2 X109 9.51 1.3 X109 9.11 NC NC NC NC

Donde: NC, no crecio. Las letras indican las cepas aisladas de agua (A) y suelo

(S) de uso agricola y de nopal verdura (N).

Cuadro 8. Efecto de desinfectantes organicos e inorganicos, disueltos en MEM
(Medio Esencial Minimo), en la viabilidad de células de Salmonella,
desarrolladas en biopéliculas formadas en placas de poliestireno por 48 h e

incubadas a 37 °C.

Cepa Testigo Ac. Citrico Hipoclorito de Ac. Lactico
(MEM) alX 104 ppm sodio a 200 ppm al1l.5X 10+
ppm
UFC/mL Log UFC/mL Log UFC/mL Log UFC/mL Log
S. typhimurium 2.3 X 109 9.37 8.5 X109 9.93 1.7 X 109 9.24 NC NC
Copennague
E. coli 6 X 108 8.78 6.3 X 108 8.80 8 X 108 8.90 NC NC
044 : H18
A8 2.3X10% 937 2.3X10° 9.37 2 X109 9.31 NC NC
S1 2.8 X 109 9.45 2.3 X 109 9.37 3.2 X 109 9.51 NC NC
N18 3.8 X 109 9.59 1.2 X109 9.09 2.9 X 109 9.47 NC NC

Donde: ND, no creci6. Las letras indican las cepas aisladas de agua (A) y suelo

(S) de uso agricola y de nopal verdura (N).
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Cuadro 9. Analisis de varianza de los valores promedio de absorbancia del
sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol (96%) registrados a diferentes

tiempos en el primer ensayo.

Variable dependiente: abs

Suma de Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 56 0.29107651 0.00519779 5.37 <.0001
Error 96 0.09299894 0.00096874

Total correcto 152 0.38407545

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE  abs Media

0.757863 41.84991 0.031125 0.074372

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F

cepa 16 0.14306324 0.00894145 9.23 <.0001
tiempo 2 0.04721232 0.02360616 24.37 <.0001
cepa*tiempo 32 0.03206478 0.00100202 1.03 0.4344
rep 2 0.06129196 0.03064598 31.63 <.0001
tiempo*rep 4 0.00744421 0.00186105 1.92 0.1131

Tests de hipotesis usando el MS Anova para tiempo*rep como un término de error

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
tiempo 2 0.04721232 0.02360616 12.68 0.0186
rep 2 0.06129196 0.03064598 16.47 0.0117
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Cuadro 10. Analisis de comparacion de los valores de absorbancia del
sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol (96%) en el primer ensayo

segun Tukey (a=0.05).

Tukey Agrupamiento Media No. de
observaciones cepa

A 0.14383 9 S1
A
B A 0.10400 9 N3
B A
B A C 0.09883 9 A3
B A C
B A C 0.09878 9 A8
B C
B D C 0.09039 9 N4
B D C
B D C 0.08906 9 N7
B D C
B D C 0.08789 9 5S4
B D C
B D C 0.07822 9 NI1O
B D C
B D C 0.07000 9 N17
B D C
B D C 0.06811 9 S8
B D C
B D C 0.06772 9 N8
B D C
B D C 0.06739 9 N13
B D C
B D C 0.06522 9 NI14
D C
E D C 0.05006 9 N18
E D
E D 0.04306 9 N12
E D
E D 0.04089 9 T+
E
E 0.00088 9 CN

Nota: Medias con la misma letra son

significativamente iguales.
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Cuadro 11. Analisis de comparacion de medias con respecto al tiempo, de los
valores de absorbancia del sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol

(96%), segun Tukey (a=0.05).

Namero de
Tukey Agrupamiento Media observaciones tiempo (h)

A 0.090176 51 72
A

A 0.083069 51 48
B 0.049871 51 24

Nota: Medias con la misma letra son significativamente

iguales.

57



Cuadro 12. Analisis de varianza de los valores promedio de absorbancia del

sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol (96%) registrados a diferentes

tiempos en el segundo ensayo.

Variable dependiente: abs

Fuente
Modelo
Error

Total correcto

R-cuadrado

0.820470

Fuente

cepa

tiempo
cepa*tiempo
rep
tiempo*rep

348 1.92888628

16 8.44799829

32 0.15284699

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
59 8.81520705 0.14941029 26.96 <.0001

0.00554278

407  10.74409333

Coef Var Raiz MSE  abs Media

46.40957 0.074450 0.160419

Cuadrado de

DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
0.52799989 95.26 <.0001
0.06440221 11.62 <.0001
0.00477647 0.86 0.6858
0.00701823 1.27 0.2858
0.01075044 1.94 0.0738

2 0.12880443

3 0.02105469
6 0.06450265

Tests de hipotesis usando el MS Anova para tiempo*rep como un término de error

Fuente

tiempo
rep

Cuadrado de

DF Anova SS la media F-Valor Pr>F

2 0.12880443
3 0.02105469

0.06440221
0.00701823

5.99 0.0372
0.65 0.6098
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Cuadro 13. Analisis de comparacion de medias de las cepas, de los valores

de absorbancia del sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol (96%) en el

segundo ensayo segin Tukey (a=0.05).

Nimero de

Tukey Agrupamiento Media observaciones cepa
A 0.69400 24 EC
B 0.21763 24 S1
B
B 0.18846 24 S8
B
B 0.18442 24 N8
B
B 0.17892 24 S4
B
C B 0.16121 24 N18
C B
C B 0.15829 24 A3
C B
C B 0.15625 24 A8
C B
C B D 0.14904 24 N14
C B D
C B D 0.14350 24 N3
C D
C E D 0.10288 24 N4
C E D
C E D 0.09513 24 N10
C E D
C E D 0.09338 24 N12
E D
F E D 0.07763 24 N7
F E
F E 0.05646 24 N17
F E
F E 0.05333 24 NI13
F
F 0.01663 24 ST

Nota: Medias con la misma letra son
significativamente iguales.
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Cuadro 14. Analisis general de comparacion de medias con respecto al tiempo

de los valores de absorbancia del sobrenadante de cepas de Salmonella en

etanol (96%) registrados en el segundo ensayo segun Tukey (a =0.05).

Nimero de
Tukey Agrupamiento Media observaciones tiempo (h)

A 0.18528 136 72
A
B A 0.15115 136 48
B
B 0.14482 136 24

Nota: Medias con la misma letra son significativamente iguales.
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Cuadro 15. Analisis de varianza del efecto de los desinfectantes organicos e
inorganicos, en la viabilidad de células de Salmonella, desarrolladas en

biopéliculas formadas en placas de poliestireno por 48 h e incubadas a 37 °C

Variable dependiente: ufc

Suma de Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 55 4.0418362E20 7.3487932E18 2.58 0.0001
Error 64 1.8212817E20 2.8457527E18

Total correcto 119 5.863118E20

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE  ufc Media

0.689366 124.9428 1686935893 1350166667

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F

cepa 4 3.7592222E19 9.3980554E18 3.30 0.0160
trat 7 1.570384E20 2.2434057E19 7.88 <.0001
cepa*trat 28 1.3493185E20 4.8189945E18 1.69 0.0422
rep 2 1.0172582E19 5.0862908E18 1.79 0.1757
trat*rep 14 6.4448578E19 4.6034699E18 1.62 0.0984

Tests de hipotesis usando el MS Anova para trat*rep como un término de error

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
trat 7 1.570384E20 2.2434057E19 4.87 0.0058
rep 2 1.0172582E19 5.0862908E18 1.10 0.3585
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Cuadro 16. Analisis general de comparacion de medias, con respecto a
tratamientos de los desinfectantes sobre biopeliculas de cepas de Salmonella.

de 48 h e incubadas a 37 °C (Tukey, a =0.05).

Numero de
Tukey Agrupamiento Media observaciones trat

A 3038666667 15 cc/MEM
A

B A 2393333333 15 MEM

B A

B A 2160000000 15 CL2/MEM

B A

B A 1976000000 15 agua

B A

B A 1233333333 15 cc/A

B

B 0 15 CL2/A

B

B 0 15 Lac/A

B

B 0 15 Lac/MEM

Donde: MEM: medio esencial minimoc; cc/MEM: ac. citrico a 1 X 104 ppm
disuelto en MEM; CL2/MEM: hipoclorito de sodio a 200ppm disuelto en MEM;
Lac/MEM: ac. lactico a 1.5 X 10% ppm disuelto en MEM; cc/A: ac. citrico a 1 X
104 ppm disuelto en agua; CL2/A: hipoclorito de sodio a 200ppm disuelto en
agua; Lac/A: ac. lactico a 1.5 X 104 ppm disuelto en agua.

Nota: Medias con la misma letra son significativamente iguales.
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Figura 7. Etapas en la preparacion del medio Agar Sangre (AS). A) Enfriamiento del
Agar Base de Sangre (ABS) después de autoclaveado en bano Maria a 45°C. B) Adicion
de sangre de carnero al medio ABS. C) Homogeneizacion de AS por agitacién hasta que

todo el medio se encuentre rojo. D) Vaciado de AS en cajas Petri estériles.
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Figura 8. Preparacion de Medio Esencial Minimo (MEM). A) Vaciado del MEM en agua

desionizada estéril. B) Adicion de glutamina, bicarbonato y HEPES con pipeta nueva y
estéril. C) Vaciado del medio al filtro Stericup®. D) Filtrado del medio usando una

bomba de vacio.
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Figura 9. Esterilizacion de glucosa para el MEM. A) Vaciado de la glucosa diluida en
agua en una jeringa para su filtracion. B) Filtrado de la glucosa al 4% a través de un
filtro MILLEX® de 0.22 um desechable.
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Suspensién bacteriana

Figura 10. Preparacion de placas poliestireno (Coster®) para la evaluacion de biopeliculas.
A) Adicion del medio esencial minimo (MEM) con glucosa al 0.4% a los pozos de las placa.
B) Inoculacion de las placas con cepas de Salmonella sp. C) Placas de poliestireno
inoculadas e incubadas a 37 °C por 72 h. D) Lavado de placas, después de ser teniidas con

cristal violeta al 1%.
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Figura 11. Suspension de colorante en etanol (96%) a las celdas del espectrofotometro

Spectronic® (Genesys 2).

Figura 12. Fotocolorimetro-Vitek® usado para ajustar las suspensiones

bacterianas segun la escala de McFarland.
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Figura 13. Preparacion de tarjetas para corroborar la identidad de las cepas, en el

sistema Vitek (Biomerieux®, Francia). A) Gradillas de Vitek®, con tarjetas y tubos de
suspension bacteriana. B) Vitek® para el llenado de las tarjetas con la suspension
bacteriana. C) Corte del conducto para separar la tarjeta. D) Introduccion de tarjetas

al equipo automatizado Vitek® para su analisis.
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Figura 14. Etapas de la siembra en placa por la técnica de gota. A) Plantilla para la
siembra en caja de Petri por la técnica de gota. B) Acomodo de la plantilla por debajo
de la caja Petri con AST. C) Deposicion del inoculo sobre el are definida de la placa. D)

Secado de las cajas inoculadas sobre una superficie nivelada en condiciones de

asepsia.
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Figura 15. Primer ensayo, repeticion uno. Valores promedio de absorbancia del

sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol (96%) registrados a diferentes tiempos.
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Figura 16. Primer ensayo, repeticion dos. Valores promedio de absorbancia del

sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol (96%) registrados a diferentes tiempos.
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Figura 17. Primer ensayo, repeticion tres. Valores promedio de absorbancia del

sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol (96%) registrados a diferentes tiempos.
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Figura 18. Segundo ensayo, repeticion uno. Valores promedio de absorbancia del

sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol (96%) registrados a diferentes tiempos.

72



0.8

07 +—F

E24h E48h M72h

DENSIDAD OPTICA (570 nm)

T+ T- A3 A8 S1 S4 S8 N3 N4 N7 N8 N10 N12 N13 N14 N17 N18
CEPAS

Figura 19. Segundo ensayo, repeticion dos. Valores promedio de absorbancia del

sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol (96%) registrados a diferentes tiempos.
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Figura 20. Segundo ensayo, repeticion tres. Valores promedio de absorbancia del

sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol (96%) registrados a diferentes tiempos.
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Figura 21. Segundo ensayo, repeticion cuatro. Valores promedio de absorbancia del

sobrenadante de cepas de Salmonella en etanol (96%) registrados a diferentes tiempos.
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Medio agar sangre

500 ml de agar base sangre Bioxon®

25 ml de sangre de carnero desfibrada Hemo-provedores

Preparar el agar base sangre de acuerdo a las instrucciones del producto y
esterilizar a 121 °C por 25 min. La sangre debe estar a 35 °C y mezclarla con el
agar base sangre previamente colocado en bano Maria para bajar la
temperatura a 40-50 °C (aproximadamente 1 hora) (Figura 7A y B). Disolver en
la estufa (FISHER SCIENTIFIC) y con agitacion lenta para evitar la formacion
de burbujas (Figura 7C) e inmediatamente después vaciar en placas (Figura

7D). Preparar el medio en condiciones de asepsia.

Medio de MEM simple

Medio MEM Gibco® 46¢g

L- Glutamina In Vitro S5 ml

Bicarbonato Microlab (4.4 %) 5 ml

HEPES In Vitro (1 %) 5 ml

Agua estéril desionisada 485 ml

Disolver el medio MEM, enseguida la glutamina, después el carbonato y
finalmente el HEPES (Figura 8A y B). La mezcla resultante se filtra con un
sistema de filtracion Millipore® con diametro de poro de 0.22 um, conectado a
una bomba de vacio (Figura 8C y D). El recipiente se tapa y se coloca en una

incubadora a 37 °C por 24 h, para verificar la esterilidad del medio. Después
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de 24 h de incubacion almacenar a 4 °C y adicionar la glucosa esterilizada

previo a su utilizacion.

Glucosa al 4 %
Pesar 4 g de glucosa y mezclar con 96 mL de agua destilada. Posteriormente la
solucion se filtra con un filtro Millipore® desechable MILLEX® de 22 pm de

diametro (Figura 9), y se almacena a 5° C hasta su utilizacion.

Agar Soya Tripticaseina

Agar soya tripticaseina Difco 40 g

Agua destilada 1000 mL

Suspender el AST en el agua destilada. Calentar agitando frecuentemente y
hervir por 1 minuto. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

Enfriar a 45 °C, agitar y vaciar en cajas Petri estériles.

Agar MacConkey

Agar MacConkey Bioxon® 50 g

Agua destilada 1000 mL

Suspender los 50 g del medio en 1000mL de agua destilada, calentar y agitar
frecuentemente hasta disolver por completo, hervir por 1 minuto. Esterilizar
en autoclave a 121° C durante 15 minutos dejar enfriar y vaciar en placas

estériles.
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Agar entérico Hektoen

Agar entérico Hektoen Bioxon® 76 g

Agua destilada 1000 mL

Suspender el medio en el agua destilada. Calentar agitando frecuentemente y
hervir por 1 minuto. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos. Enfriar

agitar y vaciar en cajas Petri.

Caldo soya tripticaseina

Caldo soya tripticaseina Bioxon® 30 g

Agua destilada 1000 mL

Suspender 30 g del medio preparado en 1 L de agua, hasta diluirlo
completamente, vaciar en los recipientes adecuados y esterilizar con tapas

flojas a 121 °C por 15 min. Dejar enfriar y apretar tapas.

Cristal violeta

Cristal violeta SIGMA-ALDRICH 0.4 g

Agua destilada 40 mL

Disolver el cristal violeta en el agua destilada con en un matraz usando un
agitador magneético. El liquido resultante se filtra con ayuda de un embudo y
un papel filtro Whatman, la mezcla se vierte en un tubo Corning de 50 mlL,

nuevo y esteéril.
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Solucion salina al 0.85%

Cloruro de sodio 8.5 g

Agua 1000 ml

Se disuelve el cloruro de sodio en el agua y se esteriliza a 121 °C por 15

minutos.

Escala de McFarland

Suspensién bacteriana Contenido en mL

por mL (x 109) Cloruro de bario (1%) Acido sulftrico (1%)
1 0.1 9.9
2 0.2 9.8
3 0.3 9.7
4 12 0.4 9.6
5 15 0.5 9.5
6 18 0.6 9.4
7 21 0.7 9.3
8 24 0.8 9.2
o 27 0.9 9.1
10 30 1.0 9.0
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