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Resumen
Se investigó la capacidad formadora de biofilms en
cepas de bacterias lácticas (BL) con actividad anti-
Listeria en medios de cultivos y sobre superficies indus-
triales a diferentes temperaturas. Lactobacillus curvatus
CRL705, CRL1532 y Lactobacillus sakei CRL1862, aisla-
dos de productos cárneos fermentados argentinos, fue-
ron inoculados sobre chips de acero inoxidable (AI) y
TeflónTM(T) en medios MRS, MRS sin Tween (-tMRS) y
sin Tween/glucosa/MnSO4 (-tgmMRS), incubados a 10ºC
y 30ºC durante diferentes tiempos y analizados mediante
epifluorescencia y microscopía electrónica de barrido
(MEB). Las BL evaluadas revelaron una superficie relativa-
mente hidrofílica y de carácter acídico, exhibiendo L. sakei
CRL1862 la mayor capacidad autoagregante. La adhesión
a las superficies abióticas evaluadas resultó máxima para
L. sakei CRL1862 sobre AI a los seis días (10ºC) y a los tres
días (30ºC). La arquitectura de los biofilms formados por
L. sakei CRL1862 (caracterizada microscópicamente por
epifluerescencia y MEB) evidenció la formación de una
homogénea cubierta biofilmogénica sobre la superficie de
AI, mientras que grupos celulares irregulares se observa-

ron sobre la superficie de T. Se detectó una adaptación a
la topografía y características hidrofílicas/hidrofóbicas
del AI y T de la matriz polimérica extracelular producida
por los lactobacilos evaluados. La capacidad biofilmogé-
nica de L. sakei CRL1862 sobre superficies frecuentemen-
te usadas en la industria frigorífica pone en evidencia su
potencial como estrategia de control de biofilms de
Listeria monocytogenes.

Palabras claves: Biofilms, adhesión, Lactobacillus, bac-
teriocinas, actividad anti-Listeria; superficies industria-
les inertes.

Introducción
En el contexto de globalización mundial, la producción
de alimentos está más que nunca ligada al control de su
procesamiento y de los microorganismos contaminantes
y/o patógenos presentes. Las estadísticas muestran sos-
tenidos incrementos de toxiinfecciones alimentarias
(TA) registrándose un elevado número de muertes (CDC
2013; EFSA 2013), siendo los productos de origen animal
los de mayor riesgo. Entre los “microorganismos emer-
gentes” causantes de TA, Listeria monocytogenes conti-
núa planteando problemas de seguridad alimentaria
debido a su capacidad para crecer a temperaturas de
refrigeración, pH entre 4.6 y 9.0 y en presencia de ele-
vado contenido de sal (Carpentier y Cerf, 2011). Este
patógeno es frecuentemente aislado a partir de alimen-
tos, en particular de productos listos para consumir así
como de los ambientes de procesamiento. En la indus-
tria alimentaria, y en particular la industria de la carne,
es conocido que estas bacterias crecen sobre las super-
ficies de procesamiento (tuberías, mesadas, cuchillos,
etc.) congregándose en ciertas áreas en forma de bio-
films (Di Bonaventura y col., 2008; Sofos y Geornaras,
2010). Este tipo de crecimiento es el responsable de la
elevada resistencia de L. monocytogenes a los agentes
antibacterianos y desinfectantes, causando serios pro-
blemas de higiene y grandes pérdidas económicas
(Carpentier y Cerf, 2011; Sofos y Geornaras, 2010).
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El reconocido rol antimicrobiano de las bacterias lácti-
cas (BL) constituye una alternativa para el desarrollo de
estrategias de control. Las BL son capaces de producir
sustancias antimicrobianas que inhiben el desarrollo de
microorganismos sensibles. Estas sustancias compren-
den los productos del metabolismo del oxígeno, de car-
bohidratos y otras de naturaleza proteica, llamadas
bacteriocinas. Estas últimas son péptidos de síntesis
ribosomal que en su forma activa pueden inhibir a
microorganismos relacionados. La producción de bacte-
riocinas fue detectada en todos los géneros de BL, cons-
tituyendo un fenotipo extensamente presente en este
grupo bacteriano (Nissen-Meyer y col., 2009). En los
últimos 30 años, numerosas bacteriocinas han sido
caracterizadas y usadas como biopreservantes naturales
en diferentes alimentos (Chen y Hoover, 2003; Gálvez y
col., 2010; Vignolo y col., 2012). Estos péptidos antimi-
crobianos (PM< 10 kDa) demostraron su eficiencia en el
biocontrol de patógenos (L. monocytogenes) y contami-
nantes (Brochothrix thermosphacta) en cultivos planc-
tónicos (Castellano y col., 2004, 2008, 2010, 2012;
Castellano y Vignolo, 2006), mientras que su acción
inhibitoria en biofilms no fue aún muy estudiada. En
consecuencia, el objeto de este estudio fue la selección
de cepas de BL bacteriocinogénicas capaces de formar
biofilm en las condiciones existentes durante el proce-
samiento de carne.

Materiales y métodos
Microorganismos, medios de cultivos
y actividad anti-Listeria 
Se emplearon 20 cepas de BL (Lactobacillus y
Pediococcus) previamente aisladas de carne y embuti-
dos fermentados, pertenecientes a la colección de cul-
tivos de CERELA. Las cepas fueron cultivadas en medio
MRS e incubadas a 30ºC durante 18 h. También fueron
usados otros medios en los cuales se omitieron Tween
80 (-tMRS), Tween 80/glucosa/MnSO4 (-tgmMRS). Para
la actividad antagónica se usó Listeria innocua 7 la que
se desarrolló a 30ºC en medio BHI (Brain Heart
Infussion). Para el BioTimerassay se usó el medio Rojo

Fenol (BT-RF) determinándose las UFC/ml en MRS. La
actividad anti-Listeria de las BL se determinó mediante
el spot-on-lawn assay usando L. innocua 7 como orga-
nismo sensible (Castellano y col., 2010). 

Formacion de biofilm in vitro
La capacidad formadora de biofilm de las BL bacterioci-
nogénicas fue evaluado mediante la técnica colorimé-
trica usando cristal violeta en microplacas de poliestire-
no (Lebeer y col., 2007) en MRS y -tMRS a 30ºC duran-
te 24, 48 y 72 h y 6, 10 y 15 días a 10ºC. Para determi-
nar la capacidad de adhesión de las BL se usó el criterio
propuesto por Stepanovic y col. (2000), basado en la
línea de corte entre negativos y positivos, definida como
tres veces el desvío estándar por encima de la media de
DO del control negativo.

Características superficiales de las BL 
Se evaluó la adhesión microbiana a solventes (del inglés
MATS) según Bellon-Fontaine y col., (1996). Se usaron tres
solventes diferentes, hexadecano para determinar hidro-
fobicidad/hidrofilicidad, cloroformo y etil-acetato para
determinar el carácter acido-básico superficial. Se deter-
minó el porcentaje de adhesión bacteriana a los solventes
(1 - A1/A0) × 100). También se determinó la capacidad
autoagregante de las cepas de BL (Sorroche y col., 2010).

Formación de biofilm sobre chips de
acero inoxidable (AI) y TeflonTM (T) 
Los chips de AI (tipo AISI 304) y T (1 cm2 y 1 mm de
espesor) fueron tratados con acetona (30 min), NaOH
1N (1 h) y enjuagados con agua destilada antes de su
uso. El desarrollo del biofilm se realizó en cajas de Petri
con el medio de cultivo estéril y los chips inoculados
con las cepas de BL productoras de bacteriocina y bio-
film fueron incubados a 10 y 30ºC durante seis días. El
medio fue luego removido y los chips enjuagados con
buffer PBS (pH 7.2) para realizar el recuento celular
mediante el BT assay previamente descripto por
Pantanella y col., (2008). Este método indirecto permite
determinar el número de bacterias en el biofilm basado
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en el tiempo de viraje del rojo fenol provocado por el
metabolismo bacteriano (producción de ácido) median-
te una curva de calibrado (equivalentes plantónicos log
UFC/cm2). Para caracterizar la arquitectura del biofilm
se usó microscopía de epifluorescencia, tiñendo con
naranja de acridina, y Microscopía Electrónica de
Barrido (MEB) mediante fijado de las células (Karnovsky,
1965), lavado de los chips con O4Os, deshidratación
(etanol y acetona) y deposición de oro antes de la cap-
tura de las imágenes. La presencia de células vivas y sus-
tancias poliméricas extracelulares en los biofilms se
reveló usando los colorantes fluorescentes DAPI y con-
canavalina A-FITC (ConA-FITC), respectivamente. 

Resultados y discusión
La evaluación de la actividad anti-Listeria de 20 cepas
de BL (19 Lactobacillus y una cepa de Pediococcus) mos-
tró que diez cepas, incluyendo L. curvatus (CRL705,
CRL1863, CRL1533, CRL1534, CRL1536, CRL1538 y
CRL1539) y L. sakei (CRL1613 y CRL1862), exhibieron
elevada actividad inhibitoria frente a L. innocua 7 (datos
no mostrados). Estas dos especies de Lactobacillus -muy
cercanas filogenéticamente- han sido aisladas como las
más representativas de nichos ecológicos cárneos, como
carne fresca envasada bajo vacío y embutidos fermenta-
dos (Vignolo y col., 2010). Asimismo, L. sakei y L. curva-
tus fueron descriptas como productoras de bacterioci-
nas como herramienta competitiva en estos nichos eco-
lógicos y en particular como productoras de péptidos
anti-Listeria (Urso y col., 2006; Vignolo y col., 2012) en
carne refrigerada envasada bajo vacío (Jones y col.,
2010). De hecho, el análisis del genoma de L. curvatus

CRL705 mostró la presencia de cinco genes que codifi-
can para la producción de diferentes bacteriocinas,
enfatizando su potencial como cultivo bioconservador
(Hebert y col., 2012) 

Por otra parte, las BL productoras de bacterioci-
nas fueron evaluadas en su capacidad biofilmogénica en
diferentes medios de cultivo y condiciones de tiempo-
temperatura. La adhesión de Lactobacillus (CRL1532,
CRL1862 y CRL705) a microplacas de poliestireno (Figura
1) mostró dos patrones diferentes. La adhesión celular
resultó máxima a los seis días de incubación a 10ºC para
todas las cepas seleccionadas (Figura 1A), mientras que a
30ºC se observaron mayores niveles de biofilm luego de
tres días de incubación (Fig. 1B). Los cultivos en MRS y 
-tMRS presentaron mayor formación de biofilm en las tres
cepas de Lactobacillus, por el contrario, en el medio
-tgmMRS la capacidad de adhesión fue menor, sugirien-
do que medios más pobres no promueven la adhesión de
estos lactobacilos en placas de poliestireno.

A diferencia de los resultados obtenidos, la for-
mación de biofilm de L. rhamnosus GG y lactobacilos
vaginales se vio disminuida en presencia de Teewn 80
(Lebeer y col., 2007; Leccese Terraf y col., 2012). L. sakei
CRL1862, L. curvatus CRL705 y CRL1532 no formaron
biopelículas en ausencia de glucosa (fuente principal de
carbono del medio MRS) y de Mn++ (estimulante del
crecimiento), en coincidencia con otros estudios en los
cuales L. acidophilus y diferentes cepas de L. rhamnosus
y L. casei fueron incapaces de formar biofilms en medios
carentes de fuentes de carbono (Schar-Zammaretti y
col., 2005; Lebeer y col., 2007). Sin embargo, la capaci-
dad de producción de biofilms de Salmonella spp. y L.

Figura 1. Gráfico de dispersión. Crecimiento en biofilm de cepas de lactobacilos a 10 °C (A) y 30 °C (B) durante 15 y 3
días, respectivamente usando diferentes medios de cultivo, MRS (‐‐); ‐tMRS (‐‐) y ‐gtmMRS (‐‐). Línea de corte (--).
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monocytogenes no se vio alterada en presencia de
medios pobres y ricos en nutrientes (Stepanovic y col.,
2004). En este estudio, L. sakei CRL1862, L. curvatus
CRL705 y CRL1532 fueron capaces de crecer formando
biofilms a 10ºC y su máximo nivel fue alcanzado a los
seis días, evidenciando la dependencia de la cepa, com-
posición de medio y factores fisicoquímicos para la for-
mación de biofilm.

Cuando se estudiaron las propiedades superfi-
ciales de las tres cepas anti-Listeria previamente selec-
cionadas, se observó baja adhesión a los hidrocarburos
ensayados (Tabla 1). No obstante, se observó una leve
afinidad al solvente no polar hexadecano (4.8 ± 2.6%,
para CRL705 y 3.0 ± 0.2%, para CRL1532), mientras que
L. sakei CRL1862 mostró ausencia total de afinidad. Por
el contrario, CRL1862 exhibió el máximo valor de afini-
dad a etil-acetato (solvente básico-dador de electro-
nes), seguido por L. curvatus CRL705 y CRL1532, mien-
tras que las tres cepas de BL mostraron no adherirse a
cloroformo (solvente ácido, aceptor de electrones). De
estos resultados puede inferirse una superficie mayori-
tariamente hidrofílica para las cepas de BL en estudio.
La baja afinidad por el hexadecano observada concuer-
da con lo descripto para cepas de origen lácteo (L. casei,
L. rhamnosus y L. paracasei) que mostraron valores com-
prendidos entre 2.7 y 26.5% (Pelletier y col., 1997). Los
valores obtenidos mediante MATS indicarían una baja
hidrofobicidad de la superficie celular de L. sakei
CRL1862 y L. curvatus CRL705 comparada con lo repor-
tado para lactobacilos orales (Samot y col., 2011). El
relativo carácter hidrofílico de las cepas seleccionadas
coincide con otros estudios de BL (Ly y col., 2006). La
adhesión bacteriana a cloroformo y etil-acetato permi-
tió establecer las características acido-base de Lewis de
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Figura 2. BioTimer Assay. (A) Líneas de correlación correspondientes al tiempo de cambio de color del medio BT‐PR en
función del número de células planctónicas de L. curvatus CRL705 (▬), L. curvatus CRL1532 (▬) y L. sakei CRL1862 (▬);
(B) Adhesión de las cepas de Lactobacillus al AI (líneas continuas) y T (líneas punteadas) a 10 ºC durante 10 días. EP‐log
UFC/cm2: equivalente planctónico‐log UFC por chip.

Figura 3. Micrografías de epifluorescencia del desarro‐
llo de L. sakei CRL1862 sobre chips de AI (A) y T (B) incu‐
bados a 10°C durante 6 días. Biofilms teñidos con
naranja de acridina. Aumento 100x.
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la superficie celular; la mayor adhesión a etil-acetato
que a cloroformo exhibida por L. sakei CRL1862 y L. cur-
vatus CRL705 indicaría un leve carácter ácido de la
superficie (aceptor de electrones) en contraste con lo
informado para Lactococcus lactis de diversos orígenes
(Giaouris y col., 2009; Pelletier y col., 1997). La produc-
ción de ácido por las cepas de Lactobacillus conduce a
la presencia de grupos aceptores de electrones sobre la
pared celular, siendo éstos responsables de la afinidad
con el solvente dador de electrones (etil-acetato). La
presencia de compuestos acídicos ligados a la pared
celular explicaría el carácter acídico de CRL1862 y
CRL705. Con respecto a la autoagregación, en base a los
porcentajes determinados, L. sakei CRL1862 puede defi-
nirse como una cepa fuertemente autoagregativa, mien-
tras que sólo podría sugerirse una intermedia capacidad
para CRL705 y CRL1532. Teniendo en cuenta las propie-
dades superficiales de las BL bacteriocinogénicas eva-
luadas, la habilidad para autoagregar junto al bajo
carácter hidrofílico podrían ser usados como criterio
preliminar para evaluar la capacidad biofilmogénica
sobre superficies de interés industrial.

Además se evaluó la capacidad de estos lactobacilos
para formar biofilm sobre chips de AI y T mediante el
BioTimerassay. Los datos obtenidos mostraron una
correlación lineal entre el cambio de color del indicador
y los log de las unidades formadoras de colonias (UFC)
para cada cepa (cultivo plantónico) evaluada (Fig. 2A).
Los resultados mostraron similares recuentos para la
colonización de las tres cepas sobre AI y T incubados en
MRS a 10ºC durante seis días (Fig. 2B). L. sakei CRL1862
mostró los mayores valores celulares sobre ambas
superficies abióticas. Un menor número de células adhe-
ridas fue obtenido para CRL1532, mientras que una
fuerte disminución en los recuentos luego de los seis
días a 10ºC se detectó para la cepa CRL705. El AI, a pesar
del alto costo y susceptibilidad a la corrosión, es aún el
material más frecuentemente empleado en equipos y
superficies de procesamiento en la industria de alimen-
tos. No obstante, los polímeros plásticos han ganado
mucho terreno, entre ellos el TeflonTM es cada vez más
usado como recubrimiento de superficies por sus propie-
dades únicas (Pompermayer y Gaylarde, 2000). En este
estudio, independientemente de la cepa evaluada, los

Figura 4. Microscopía de fluorescencia de biopelículas de L. sakei CRL1862 formadas sobre T (1) y AI (2). A: Distribución
del biofilm sobre la superficie (tinción con DAPI), B: presencia de sustancias poliméricas extracelulares (tinción con ConA‐
FITC) y C: imagen A superpuesta con imagen B.

A1 B1 C1

A2 B2 C2



máximos recuentos celulares fueron registrados sobre
los chips de AI durante la incubación en MRS a 10ºC, en
coincidencia con el relativo carácter hidrofílico de las
superficies de los lactobacilos evaluados. A pesar que la
naturaleza hidrofílica del AI es bien reconocida, también
fue descripta como hidrofóbica (Brugnoni y col., 2007),
dependiendo de la composición química y el acabado de
su superficie, así como la metodología usada para medir
la hidrofobicidad. En coincidencia con los resultados de
este estudio, la velocidad de adhesión de Streptococcus
de origen lácteo fue potenciada en presencia de un sus-
trato hidrofílico como el AI (Flint y col., 2000). Por otra
parte, si bien la colonización sobre ambas superficies
abióticas resultó evidente a 10ºC, la población adheren-
te de L. sakei CRL1862 sobre chips de TeflonTM fue menor
que en AI. La combinación del carácter hidrofílico de la
pared celular de los lactobacilos y la superficie hidrofó-
bica del TeflonTM condujo a una significativa menor
colonización, como fue reportado para L. monocytoge-
nes sobre sustratos hidrofóbicos (Chavant y col., 2002).

En base a las mejores características biofilmo-
génicas exhibidas por L. sakei CRL1862, se analizó la
arquitectura de los biofilms formados sobre las dos
superficies abióticas mediante técnicas microscópicas.
Las fotomicrografías correspondientes al máximo
número de células del biofilm tomadas mediante
microscopía de epifluorescencia se muestran en la
Figura 3. Se observó una homogénea cobertura celular
en los chips de AI (Figura 3A), mientras que grupos celu-
lares aparecen sobre la superficie de T (Figura 3B). Estos
resultados concuerdan con la característica superficial
hidrofílica de L. sakei CRL1862 que provocaría una
mejor colonización sobre AI que sobre T. En particular,
las células de CRL1862 se presentaron alineadas a lo
largo de las estriaciones de las visibles imperfecciones
resultantes del pulido del AI, mientras que sobre la
superficie polimérica del T se observan empaquetamien-
tos de células muy próximos y embebidos en una nube
de material claramente visible y unido por ramificacio-
nes filamentosas que sugieren la presencia de material
celular (ADN/ARN). Mediante el uso de una lectina con
marcación fluorescente (concanavalina A), pudo visua-
lizarse la presencia de carbohidratos en la matriz de
sustancias poliméricas extracelulares producidos por L.
sakei CRL1862 (Figura 4). La presencia de biofilm está

estrechamente relacionada con la presencia de esta
matriz compuesta por sustancias poliméricas extracelu-
lares, que resulta esencial para la estabilidad mecánica
y adhesión mediante una red tridimensional cohesiva
que interconecta e inmoviliza transitoriamente a las
células en el biofilm (Flemming y Wingender, 2010).
Mediante microscopía de barrido también se evidencia-
ron patrones de adhesión similares a los observados por
microscopía epifluorescente (Figura 5).
Notablemente, la matriz de sustancias extracelulares
del biofilm formado por L. sakei CRL1862 sobre ambas
superficies mostró gran adaptación a la topografía del
material, en AI el biofilm formado sobre las estrías del
pulido aparece suavizando la microerstructura del
material, en contraste con la amorfa masa de sustancias
extracelulares que rodea a los clusters de bacterias
sobre la superficie de TeflonTM. 

Conclusión
El screening de BL anti-Listeria permitió seleccionar la
cepa L. sakei CRL1862 como la mejor formadora de bio-
film sobre superficies de acero inoxidable y TeflonTM a
10ºC. La formación de biofilm por cepas de BL podría
facilitar y promover la colonización de materiales iner-
tes regularmente usados en la industria de la carne,
inhibiendo el asentamiento de patógenos. Las caracte-
rísticas de esta cepa permitirían su aplicación en la
inhibición de L. monocytogenes mediante diferentes
estrategias, actualmente en evaluación. 
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