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RESUMEN 

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) es una bacteria patógena transmitida por los 

alimentos y causante de listeriosis. Esta bacteria se multiplica bajo un amplio rango de 

condiciones ambientales, muchas de ellas utilizadas en la industria alimentaria para evitar la 

proliferación de patógenos. Entre los mecanismos de supervivencia más estudiados, se 

encuentra la formación de biopelículas, las cuales representan una fuente importante de 

contaminación de alimentos. Mientras la mayoría de las investigaciones se han enfocado en 

estudiar biopelículas monoespecie, existe evidencia de que en los ambientes naturales e 

industriales la conformación de estas biopelículas es predominantemente multiespecie 

(biopelículas mixtas). Esto cobra especial relevancia ya que se ha visto que al producirse 

interacciones inter-especies, el comportamiento de las especies que conforman las 

biopelículas mixtas difiere del comportamiento de las biopelículas de una sola especie, por 

ejemplo, en cuanto a una mejor tolerancia al estrés. 

El siguiente trabajo de investigación tuvo por objetivo evaluar el comportamiento de distintas 

cepas de L. monocytogenes al interactuar con otros microorganismos en biopelículas mixtas, 

utilizando especies bacterianas comúnmente encontradas en superficies de la industria 

alimentaria. Se evaluó la formación de biopelículas de 14 cepas de L. monocytogenes, en 

superficies de acero inoxidable y poliestireno mediante el método de tinción con cristal 

violeta (CV). A partir del análisis de estos resultados, se seleccionaron 3 cepas con alta y 3 

cepas con baja capacidad formadora de biopelículas monoespecie. Paralelamente, se 

procesaron muestras de superficie de una planta salmonera para aislar e identificar especies 

bacterianas que podrían formar biopelículas junto a L. monocytogenes. Con un total de dos 

especies bacterianas y Staphyloccocus aureus (disponible en la colección del laboratorio), 
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más las cepas Lmo 656-1, Lmo 186-1, List2-2, A18/75-3, A18/81-5 y A18/79-3 de L. 

monocytogenes, se llevaron a cabo experimentos de biopelículas mixtas, las cuales se 

cuantificaron mediante tinción con CV y el número de células en las biopelículas mediante 

recuento diferencial en placas. Por último, se evaluó la respuesta transcripcional de genes 

relacionados a la formación de biopelículas y respuesta a estrés específicos de L. 

monocytogenes cuando este patógeno se encontraba formando biopelículas con Hafnia sp., 

respecto a cuando formaba biopelículas sola.  

Los resultados indicaron que tres de las 14 cepas analizadas formaron una mayor cantidad de 

biopelícula en acero inoxidable comparado a poliestireno, mientras que las demás cepas 

tuvieron un comportamiento similar en ambas superficies. A su vez, desde las muestras de la 

planta salmonera se aislaron e identificaron a nivel de género las bacterias Hafnia sp. y 

Citrobacter sp. Al evaluar el efecto de estas especies en la cantidad de biopelícula que forman 

junto a L. monocytogenes, se observó que fue menor la cantidad de biopelícula total 

(cuantificación mediante CV) respecto a cuando L. monocytogenes formó biopelículas sola. 

Por el contrario, los recuentos celulares en placa indicaron un mayor número de unidades 

formadoras de colonia (UFC) de L. monocytogenes (P value <0,05) que formó biopelículas 

acompañada en comparación a su conformación monoespecie. Esta diferencia respecto a la 

cuantificación de biopelículas por CV y el recuento de células pudo deberse al efecto de las 

otras especies en la secreción de matriz extracelular que conforma la biopelícula. Finalmente, 

se observó una mayor abundancia relativa del transcrito del gen pflA relacionado al 

metabolismo de carbohidratos cuando L. monocytogenes formó biopelículas junto a Hafnia 

sp., respecto a cuando L. monocytogenes formó biopelículas monoespecie. Los genes agrD, 

lmo0644 y sigB no presentaron cambios en su respuesta transcripcional. 
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ABSTRACT 

Listeria monocytogenes (L. monocytogees) is a foodborne pathogenic bacterium that causes 

listeriosis. This bacterium multiplies under a wide range of environmental conditions, many 

of them used in the food industry to prevent the proliferation of pathogens. Among the most 

studied survival mechanisms, we found the formation of biofims, wich represent an important 

source of food contamination. While the majority of researchs has focused on studyng 

monospecies biofilms, there is evidence that in natural and industrial environments the 

conformation of these biofilms is predominantly multispecies (mixed biofilms). This takes 

special relevance since it has been seen that when inter-species interactions occur, the 

behaviur of the species that make up mixed biofilms differs from the behaviur of biofilms of 

a single specie, for example, in terms of better tolerance to stress. 

The following research aimed to evaluate the behaviur of different strains of L. 

monocytogenes when interacting with other microorganism in mixed biofilms, using 

bacterial species commonly found on surfaces in the food industry. It was evaluated the 

biofilm formation of 14 strains of L. monocytogenes, on stainless steel and polystyrene 

surfaces by crystal violet (CV) staining method. From the analysis of these results, three high 

and three low monospecies biofilm-forming strains were selected. In parallel, samples from 

a surface of a salmon plant were processed to isolate and identify bacterial species that could 

form biofilms together with L. monocytogenes. With a total of 2 isolated bacterial and 

Staphylococcus aureus (available in the lab collection), plus Lmo 656-1, Lmo 186-1, List2-

2, A18/75-3, A18/81-5 y A18/79-3 L. monocytogenes strains, mixed biofilm experiments 

were performed, which were quantified by the CV method and the number of cells in the 

biofilms by differential plate count. Finally, the transcriptional response of L. monocytogenes 
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specific genes related to biofilm formation and stress response were evaluated when this 

pathogen was forming biofilms with Hafnia sp., compared to when it formed biofilms alone. 

The results indicated that three of the 14 strains analyzed formed a greater amount of biofilm 

on stainless steel compared to polystyrene, while for the other strains the behavior was similar 

on both surfaces. In turn, from the salmon plant samples, the bacteria Hafnia sp. and 

Citrobacter sp. were isolated and identified at the genus level. When evaluating the effect of 

these species on the amount of biofilm that they form together with L. monocytogenes, it was 

observed that was lower the amount of total biofilm (quantification by CV) compared to 

when L. monocytogenes formed biofilms alone. In contrast, plate cell counts indicated a 

higher number of colony forming units (CFU) of L. monocytogenes (P value <0,05) forming 

accompanied biofilms compared to their monospecies conformation. This difference 

regarding the quantification of biofilms by CV and the cell count could be due to the effect 

of the other species on the secretion of the extracellular matrix that makes up the biofilm. 

Finally, a higher relative abundance of the transcript of the pflA gene related to carbohydrate 

metabolism was observed when L. monocytogenes formed biofilms together with Hafnia sp., 

compared to when L. monocytogenes formed monospecies biofilms. The agrD, lmo0644 and 

sigB genes did not present changes in their transcriptional response.
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1  INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) son consideradas una importante 

carga de enfermedad en el mundo debido a su alta morbilidad y mortalidad mayoritariamente 

en grupos vulnerables, tales como menores de 5 años, embarazadas, adultos mayores y 

personas inmunocomprometidas. Cada año, se registran alrededor de 600 millones de casos 

y 420 mil muertes por consumo de alimentos contaminados. Este creciente problema de salud 

pública produce un impacto socioeconómico considerable, debido a la presión ejercida sobre 

los sistemas de atención de salud, la pérdida de productividad y el deterioro del comercio 

(Organización Mundial de la Salud, 2019). 

Aproximadamente 250 agentes causantes de ETAs han sido descritos, entre ellos bacterias, 

virus, parásitos, toxinas y metales (Olea y col., 2012). Listeria monocytogenes (L. 

monocytogenes) se encuentra entre aquellos microorganismos patógenos transmitidos por los 

alimentos causantes de ETAs. Es una bacteria Gram positiva, de forma coco-bacilar, y se 

caracteriza por ser ubicua; es decir, tiene una amplia distribución en la naturaleza, pudiendo 

ser encontrada en el agua, suelo, vegetación, heces de algunos animales incluyendo humanos, 

y ambientes de elaboración de alimentos (Gasanov y col., 2005; Gandhi & Chikindas, 2007). 

El consumo de alimentos contaminados con L. monocytogenes produce listeriosis, una 

enfermedad con baja incidencia (entre 0,1 y 11,3 por cada un millón de habitantes en 

diferentes países) pero con una alta tasa de letalidad relativa promedio (de 20 % a 30 %) 

(Organización Mundial de la Salud, 2018). Esta infección suele afectar a personas 

susceptibles como ancianos, mujeres embarazadas, menores de dos años y pacientes 

inmunocomprometidos (Gandhi & Chikindas, 2007). Los síntomas pueden derivar en 

septicemia, meningitis u otras infecciones del sistema nervioso central, mientras que las 
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infecciones durante el embarazo pueden provocar abortos espontáneos o recién nacidos 

muertos (CDC, 2014; Ferreira y col., 2014). 

En Chile, antes del año 2008 se reportaron solo casos esporádicos de listeriosis, con una 

incidencia de tres casos por millón de personas. Sin embargo, ese mismo año hubo un brote 

masivo con 165 casos notificados y 14 muertes, siendo asociado al consumo de queso blanco 

tipo Brie y Camembert. En el 2009 ocurrió otro brote de listeriosis asociado al consumo de 

embutidos y otros productos cárnicos, con 73 casos notificados y 17 muertes (Montero y col., 

2015). 

La presencia de L. monocytogenes ha sido detectada tanto en alimentos crudos como 

procesados: la leche y los productos lácteos como el queso, diversos productos cárnicos, 

vegetales como los rábanos y el repollo, mariscos y productos marinos, además de otros 

productos listos para consumo como ensaladas frescas (Gandhi & Chikindas, 2007, Ferreira 

y col., 2014).  

Existen cuatro linajes evolutivos descritos para la especie L. monocytogenes (I, II, II y IV) 

(Orsi y col., 2011), cuatro serogrupos (IIa, IIb, IIc, IVb) (Leclercq y col., 2011), y dentro de 

ellos, basado en los antígenos somático (O) y flagelar (H), se han descrito 13 serotipos, de 

los cuales 1/2a, 1/2b y 1/2c (grupos IIa, IIb y IIc, respectivamente) son aislados más 

frecuentemente desde productos alimenticios (Paduro y col., 2020). Por su parte, los serotipos 

1/2a 1/2b y 4b (este último del grupo IVb) causan el 95 % de los casos de listeriosis. 

Específicamente, la mayoría de los brotes de listeriosis están asociados con las cepas de 

serotipo 4b (Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007; Montero y col., 2015). 
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Patógenos como L. monocytogenes son capaces de adaptarse y proliferar bajo una amplia 

gama de condiciones ambientales, incluyendo los estresores utilizados en la industria 

alimentaria para eliminar microorganismos invasores. L. monocytogenes puede multiplicarse 

a temperaturas de refrigeración (-0,5 a 9,3 °C) y es relativamente resistente al estrés ácido, 

desarrollándose en un amplio rango de pH (4,7 a 9,2), y también a altas concentraciones 

salinas (hasta 10 % p/v) (Gandhi & Chikindas, 2007; Ferreira y col., 2014). Estas 

características permiten al patógeno subsistir en los distintos ambientes de las plantas 

procesadoras de alimentos, lo que podría derivar consecuentemente en la contaminación 

alimentaria (Ferreira y col., 2014).  

Ferreira y col. (2014) definieron el término persistencia como el aislamiento repetido, en 

diferentes fechas, de cepas bacterianas que posteriormente se identifican como subtipos 

idénticos (según lo determinado por métodos fenotípicos o genotípicos). Los mismos autores 

definieron persistencia de L. monocytogenes como la presencia del patógeno a lo largo del 

tiempo en ambientes naturales o creados por humanos, sobreviviendo y proliferando en 

compartimientos específicos del ambiente.   

Entre los mecanismos de supervivencia y persistencia más estudiados de L. monocytogenes 

se encuentra la formación de biopelículas, las cuales representan una fuente importante de 

contaminación de alimentos. Estas estructuras se definen como complejos ecosistemas 

microbianos agrupados, compuestos por una o más especies inmersas en una matriz 

extracelular de sustancias poliméricas extracelulares (EPS), principalmente polisacáridos, 

proteínas y DNA exógeno. Esta matriz se puede fijar tanto a superficies abióticas (incluyendo 

equipamientos de las plantas procesadoras de alimentos) como a estructuras biológicas 

(vegetales, carne, frutas, etc.) (Galié y col., 2018). 
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La matriz extracelular tiene un rol estructural fundamental responsable de la persistencia de 

estas biopelículas en la industria alimentaria, debido a que genera gradientes con respecto a 

los nutrientes y la difusión de oxígeno, contiene enzimas extracelulares para propósitos 

nutricionales, permite la transferencia de moléculas de comunicación celular, y protege a las 

células de compuestos tóxicos (Flemming y col., 2016). Por lo tanto, la formación de 

biopelículas es considerada una adaptación bacteriana universal contra varios tipos de estrés 

y antimicrobianos (Bridier y col., 2015). 

Patógenos humanos como L. monocytogenes son capaces de formar estas estructuras en 

diferentes sustratos artificiales comunes en la industria alimentaria, tales como el acero 

inoxidable, vidrio, poliestireno, madera, goma, etc. (Silva y col., 2008; Colagiorgi y col., 

2017). Al ser la adherencia al sustrato una de las etapas iniciales en la generación de 

biopelículas (Galié y col., 2018), se ha investigado la influencia del tipo de material sólido 

en la capacidad de formación de biopelículas por L. monocytogenes (Takahashi y col., 2010; 

Poimenidou y col., 2016). Sin embargo, no se ha llegado a un consenso respecto a las 

características de los sustratos que podrían favorecer la formación de biopelículas por esta 

bacteria. 

El desarrollo y maduración de las biopelículas además requiere de complejos mecanismos de 

comunicación célula-célula. El sistema de comunicación bacteriana por excelencia se conoce 

como Quorum Sensing (QS), donde moléculas de señalización llamadas autoinductores son 

secretadas al medio extracelular, regulando la expresión génica en base a la densidad 

poblacional (Riedel y col., 2009). En L. monocytogenes, el principal sistema de QS descrito 

es un sistema de transducción de señales de dos componentes, regulado por cuatro genes 

organizados en un operón (agrBDCA). agrD codifica para el precursor del péptido 
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autoinductor AgrD, y AgrB es una proteína involucrada en el procesamiento de AgrD en el 

péptido autoinductor maduro. agrC codifica al primer componente del sistema, una histidina 

kinasa AgrC que fosforila al segundo componente AgrA, correspondiente a un regulador 

transcripcional (Rieu y col., 2007). 

Mientras la mayoría de las investigaciones se han enfocado en estudiar biopelículas 

monoespecie, existe evidencia de que en los ambientes naturales e industriales la 

conformación de estas estructuras es predominantemente multiespecie (biopelículas mixtas) 

e incluyen a patógenos transmitidos por los alimentos como L. monocytogenes. Por ello, 

durante los últimos años y de manera progresiva ha comenzado a cambiar el enfoque hacia 

el estudio de la complejidad y de las interacciones dentro de las biopelículas de múltiples 

especies (Kostaki & col., 2012; Burmølle y col., 2014; Lee y col., 2014; Tan y col., 2017; 

Heir y col., 2018; Papaioannou & col., 2018; Røder y col., 2020). 

Los distintos microorganismos interactúan dentro de las biopelículas mixtas, y estas 

interacciones pueden afectar la composición y la función de la biopelícula (Madsen y col., 

2018). En el estudio de Burmølle y col. (2014), los autores sugirieron que es especialmente 

en biopelículas de múltiples especies donde las interacciones sinérgicas o antagónicas 

(cooperatividad y competencia, respectivamente) impactan la distribución bacteriana y la 

biomasa total producida. Además, destacaron que las interacciones en una biopelícula de 

varias especies afectan su función general, fisiología y entorno, al producir una mayor 

resistencia, virulencia o degradación de contaminantes (Burmølle y col., 2014). Por su parte, 

Tan y col. (2017) señalaron en su estudio que las comunidades definidas -pocas especies- e 

indefinidas -muchas especies- han revelado una serie de propiedades emergentes, que 
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incluyen una mejor tolerancia al estrés, una mayor producción de biomasa, señalización a 

nivel comunitario y cooperación metabólica.  

En el estudio de Lee y col. (2014) se llevaron a cabo biopelículas mixtas utilizando 

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas protegens y Klebsiella pneumoniae para estudiar 

cómo las interacciones entre especies afectan el desarrollo de biopelículas, su estructura y la 

respuesta a estrés. Como principal resultado, se obtuvo que las biopelículas monoespecie de 

cada una de estas especies diferían en los niveles de resistencia a la tobramicina (disminución 

del biovolumen entre 8,8 % a 33,6 %) y al dodecilsulfato de sodio o SDS (disminución del 

biovolumen entre 9,7 % a 61,9 %), mientras que las biopelículas multiespecie eran resistentes 

a ambos compuestos (disminución del biovolumen de 7,6 % para la tobramicina y 11,5 % 

para el SDS). Interesantemente, la composición de especies en las biopelículas multiespecie 

no se vio afectada cuando se expuso a estos antimicrobianos con respecto a la biopelícula sin 

el tratamiento, lo que indicó que los compuestos inhibidores no resultaron en una selección 

de las especies más resistentes, sino más bien en un efecto protector de las especies resistentes 

hacia toda la comunidad.  

Diversos estudios además han evaluado la formación de biopelículas mixtas que incluyen a 

L. monocytogenes. Oxaran y col. (2018) desarrollaron dos tipos de biopelículas mixtas de 

cinco especies distintas cada una, las cuales incluían uno u otro de los patógenos causantes 

de ETAs, L. monocytogenes y Staphylococcus aureus (S. aureus). Estas biopelículas de cinco 

especies, así como los patógenos en las biopelículas monoespecie, se expusieron a biocidas 

para determinar cualquier efecto protector de las especies presentes. Al aplicar ácido 

peracético, S. aureus disminuyó en la biopelícula monoespecie, mientras que en la 

biopelícula mixta no vio afectada su abundancia. Las células sésiles de L. monocytogenes se 
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vieron disminuidas en la misma medida en las conformaciones monoespecie y mixta. Para 

determinar si las distintas sensibilidades al ácido peracético se debieron a la comunidad 

microbiana asociada o al patógeno, se intercambiaron los patógenos entre las comunidades, 

erradicándose S. aureus, mientras que no hubo un efecto significativo del biocida sobre L. 

monocytogenes en la biopelícula mixta que antes protegió a S. aureus. Este estudio demostró 

que la protección no se debe a características específicas del patógeno, sino que 

probablemente sea causada por miembros o asociaciones específicas en la comunidad. 

Por su parte, Heir y col. (2018) investigaron la capacidad competitiva de distintas cepas de 

L. monocytogenes cultivadas en cultivos mixtos con otras L. monocytogenes, cepas de 

Listeria innocua y bacterias Gram negativas encontradas comúnmente en las superficies de 

contacto con alimentos en plantas de procesamiento de carne y salmón. Interesantemente, en 

experimentos de biopelículas duales y multiespecie se identificó la inhibición del crecimiento 

de ciertas cepas de L. monocytogenes por cepas de Listeria innocua, efectos inhibidores que 

fueron potenciados por las bacterias Gram negativas. Los autores sugirieron que las 

interacciones inhibitorias por Listeria innocua hacia cepas de L. monocytogenes podrían 

incluir la producción de agentes similares a bacteriocinas o moléculas sensibles al QS. 

En el estudio de Papaioannou y col. (2018), se seleccionó un conjunto de seis cepas de L. 

monocytogenes de distintos orígenes para formar biopelículas mixtas en discos de acero 

inoxidable incubados en un extracto acuático de pescado, junto a cuatro especies de 

Pseudomonas spp. o junto a la microbiota autóctona del pescado. Se encontró que la 

capacidad de formación de biopelículas de L. monocytogenes junto a las cepas de 

Pseudomonas spp. varió dependiendo del tiempo de incubación. Por el contrario, cuando se 

cultivó a L. monocytogenes junto a la microbiota autóctona del pescado para formar 
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biopelículas mixtas, la capacidad de formación de biopelículas por parte de L. monocytogenes 

se vio significativamente disminuida respecto a su conformación monoespecie. Además, al 

agregar dos biocidas distintos, no se pudo rastrear ninguna protección hacia L. 

monocytogenes por parte de la microbiota. Sin embargo, este tratamiento no fue suficiente 

para matar completamente a las bacterias acompañantes, por lo que la incorporación de 

células de L. monocytogenes en esta biopelícula pareció aumentar su resistencia general 

contra la desinfección en comparación al cultivo mixto sin L. monocytogenes. 

Por otro lado, una de las formas de entender los mecanismos moleculares que regulan la 

respuesta de L. monocytogenes formando biopelículas es a través del estudio de la respuesta 

transcripcional por técnicas como qPCR (PCR cuantitativo), la cual es de las más utilizada 

para realizar estudios de abundancia relativa; es decir, comparar niveles relativos de mRNA 

de genes de interés entre muestras biológicas bajo diferentes condiciones (Bustin y col., 2005; 

Carvalhais y col., 2013). Entre las investigaciones más recientes con este enfoque, se 

encuentra la realizada por Melian y col. (2022), quienes estudiaron el efecto de bacteriocinas 

producidas por bacterias ácido-lácticas en el control de la formación de biopelículas a 10 °C 

por tres cepas de L. monocytogenes, y evaluaron la expresión de un conjunto de 30 genes 

relacionados a la adhesión, virulencia y respuesta a estrés por qPCR. La exposición del 

patógeno a bacteriocinas redujo la cantidad de biopelícula formada luego de seis días de 

incubación a 10 °C, a la vez que en las tres cepas aumentó la abundancia de luxS, agrA, agrB, 

cspB. El gen de respuesta a estrés y virulencia, sigB, también aumentó su cuantificación 

respecto a las biopelículas a 10 °C no expuestas a bacteriocinas, junto con algunos genes 

relacionados a la producción de energía y transporte de azúcares. 
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Por su parte, da Silva y col. (2021) cultivaron cepas de L. monocytogenes aisladas desde la 

industria alimentaria para formar biopelículas en discos de acero inoxidable bajo diferentes 

condiciones de estrés salino y acídico, y así determinar la expresión de distintos genes 

involucrados en la formación de biopelículas (flaA, agrB, agrC) y respuesta a estrés 

(lmo0444, lmo0445, y lmo0446), a través de la técnica de qPCR. Los resultados revelaron 

que los aislados de L. monocytogenes presentaron diferencias en el perfil transcripcional de 

los genes mencionados, dependiendo del linaje/serotipo de las cepas y del estrés al que eran 

expuestas. Por ejemplo, los genes agrB y agrC mostraron diferencias en su expresión para 

dos cepas del mismo origen, linaje II y serotipo 1/2c, e incluso sometidas al mismo 

tratamiento (amonio cuaternario), donde agrC no se expresó en una de ellas. 

Finalmente, todo lo anterior cobra especial relevancia en la industria de los alimentos debido 

a que las interacciones inter-especies producidas en biopelículas de comunidades bacterianas 

mixtas podrían dotar al conjunto microbiano de nuevas características que se volverían 

desafiantes a la hora de erradicar la contaminación en el ambiente alimentario, incluyendo al 

patógeno L. monocytogenes.  

Con los antecedentes presentados, el siguiente trabajo de investigación tuvo por objetivo 

evaluar el comportamiento de distintas cepas de L. monocytogenes al interactuar con otros 

microorganismos en biopelículas mixtas, utilizando especies bacterianas comúnmente 

encontradas en superficies de la industria alimentaria. Brevemente, de un total de más de 400 

cepas de L. monocytogenes almacenadas en nuestro laboratorio, aisladas desde aguas de ríos, 

alimentos y superficies de la industria alimentaria, 14 fueron elegidas para probar su 

capacidad de formación de biopelículas a 37°C en superficies de poliestireno o acero 

inoxidable. De estos resultados, seis cepas entre bajas y altas formadoras de biopelículas 
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fueron seleccionadas para formar biopelículas mixtas y duales junto a dos géneros de 

bacterias Gram negativas aisladas desde muestras de superficie de una planta salmonera. 

Además, también se evaluó el efecto de la presencia de S. aureus en las biopelículas. 

Finalmente, se llevó a cabo un estudio de la respuesta transcripcional de genes relacionados 

a la formación de biopelículas y respuesta a estrés de L. monocytogenes en estado de 

biopelículas duales junto a uno de los géneros bacterianos aislados anteriormente.  
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Objetivo General: 

Evaluar el comportamiento de distintas cepas de L. monocytogenes al interactuar con otros 

microorganismos en biopelículas mixtas, utilizando especies bacterianas comúnmente 

encontradas en la industria alimentaria.  

Objetivos específicos: 

1- Identificar especies bacterianas desde superficies de una planta salmonera capaces de 

formar biopelículas mixtas junto a L. monocytogenes.  

2- Evaluar el efecto de otras especies bacterianas en la formación de biopelículas mixtas de 

L. monocytogenes. 

3- Estudiar el efecto de las especies presentes sobre la respuesta transcripcional de L. 

monocytogenes formando biopelículas mixtas.  
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2  MATERIALES Y MÉTODOS 

En la Figura 1, se observa de manera global la estrategia experimental llevada a cabo en el 

presente trabajo. 

 

Figura 1. Esquema de la estrategia experimental llevada a cabo en esta investigación.  

 

2.1 Aislamiento e identificación de especies bacterianas desde la industria salmonera 

Muestras de distintas superficies tomadas en una planta procesadora de la industria salmonera 

se encontraban disponibles en nuestro laboratorio. Las muestras en que anteriormente se 

identificó la presencia de L. monocytogenes fueron procesadas para aislar la microbiota 

acompañante. Inóculos fueron traspasados a placas de TSA [Trypticase Soy Agar (BBLTM)], 

correspondiente a un medio nutritivo que permite el crecimiento de diferentes 

microorganismos (Murray y col., 2003). Estas placas fueron incubadas 24 horas a 37°C, y se 

observó la morfología de las colonias crecidas. Las colonias más abundantes fueron 

seleccionadas para realizar pruebas de tinción Gram. A partir de lo visualizado por el 

microscopio óptico, se escogieron bacterias Gram positivas y Gram negativas, y 
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posteriormente se aislaron en medios diferenciales y selectivos: agar MacConkey (BBLTM) 

para bacilos Gram negativos, CHROMagar Listeria (Oxoid) para cocobacilos Gram positivos 

(descartar que correspondieran a L. monocytogenes), mientras que cocos Gram positivos 

fueron aislados nuevamente en TSA. El siguiente paso fue realizar pruebas bioquímicas para 

tener una identificación preliminar de los aislados.  

Para su identificación definitiva, a cuatro aislados se les secuenció la región del rRNA 16S. 

Para ello, se realizó un PCR de colonia con partidores correspondientes al gen del rRNA 16S 

(1492R y 27F) (Frank y col., 2008), y se utilizó el siguiente programa de PCR: un ciclo de 

denaturación a 95 °C por 5 min; 35 ciclos de amplificación con denaturación a 94 °C por 30 

s, alineación a 58 °C por 90 s, y elongación a 72 °C por 90 s; un ciclo de elongación final a 

72 °C por 10 min. Los productos PCR fueron visualizados en un gel de agarosa 1 % y una 

vez verificados fueron enviados a la Unidad de Secuenciación de la Universidad Católica. El 

análisis de la secuenciación requirió que las secuencias fueran editadas con el programa 

Chromas para mayor exactitud y guardadas en formato FASTA. Luego, a través de la 

herramienta Nucleotide BLAST del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se llevó 

a cabo un alineamiento con la base de datos 16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and 

Archaea). Lo mismo se hizo con el sitio EZBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/) a fin de 

comparar las especies bacterianas con mayor % de identidad. 

2.2 Selección y cultivo de cepas de L. monocytogenes 

El laboratorio de Microbiología y Probióticos del INTA de la Universidad de Chile posee 

una colección de más de 400 aislados de L. monocytogenes provenientes de distintos orígenes 

(ríos, alimentos, ambientes de la industria alimentaria) con sus genomas secuenciados. En un 

trabajo anterior de nuestro grupo, se cuantificó la capacidad de formación de biopelículas de 

https://www.ezbiocloud.net/
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18 aislados pertenecientes a esta colección, mediante el método de tinción con cristal violeta 

(CV). Para fines del presente trabajo, se revisaron los datos cuantitativos (DO595nm) a 37°C 

obtenidos, y se escogió un total de 14 aislados con fenotipos contrastantes, es decir, que 

mostraron alta y baja formación de biopelículas. Para estos aislados, se analizó nuevamente 

la capacidad de formación de biopelículas. Los orígenes y serogrupos de las cepas estudiadas 

se especifican en la Tabla 1. 

Tabla 1. Cepas de L. monocytogenes seleccionadas para los ensayos de formación de 

biopelículas. 

Nombre cepa Linaje Serogrupo Origen 

A17/661-8 I IIb Superficie piso 

cafetería 

    

A18/75-3 

 

I IIb Superficie piso 

A18/79-3 

 

I IVb Superficie desagüe 

A18/81-5 

 

I IVb Superficie desagüe 

List2-2  II IIa Alimentos 

    

Lmo 115-1 I IIb Agua de arroyo 

    

Lmo 186-1 II IIa Agua de río 

    

Lmo 340-1 I IVb Agua de canal 

    

Lmo 405-1 

 

II IIa Agua de río 

Lmo 640-1 

 

I IVb Agua superficial 

Lmo 642-1 

 

I IVb Agua superficial 

Lmo 643-1  

 

I IVb Agua de río 

Lmo 656-1 

 

I IVb Agua superficial 

Lmo 689-1  I IIb Agua superficial 
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Para la recuperación de las cepas de L. monocytogenes almacenadas en el cepario a -80 °C, 

estas fueron sembradas en placas de CHROMagar Listeria (Oxoid) e incubadas a 37 °C por 

48 horas. Luego, una colonia característica de cada cepa fue traspasada a placas de TSAYE 

[Trypticase Soy Agar (BBLTM) 0,6 % Yeast Extract (BactoTM)] e incubadas a 37 °C por 24 

horas. Desde esta placa se tomó el inóculo para los diferentes ensayos. 

2.3 Ensayos de formación de biopelículas de distintas cepas de L. monocytogenes en dos 

superficies 

Se evaluó la formación de biopelículas para las 14 cepas de L. monocytogenes escogidas en 

el punto 2.2, de acuerdo con el protocolo de tinción con cristal violeta descrito por Darwish 

& Asfour (2013), con algunas modificaciones. Para este ensayo se utilizaron dos tipos de 

superficies comúnmente encontradas en la industria alimentaria, acero inoxidable y 

poliestireno. 

Las cepas de L. monocytogenes recuperadas desde el cepario fueron inoculadas en 5 ml de 

caldo TSBYE [Trypticase Soy Broth (BBLTM) 0,6 % Yeast extract (BactoTM)] suplementado 

con 1 % de glucosa más 2 % de NaCl, y se incubaron a 37 °C durante la noche, además de 

un tubo como control de esterilidad (CE). A partir de este cultivo, un medio fresco fue 

inoculado y ajustado a una DO600nm de 0,1 (correspondiente a 108 UFC/ml). Posteriormente, 

se agregó 1 ml de cultivo ajustado a cada pocillo de placas de poliestireno (BIOFIL), y a 

otras que contenían un disco de acero inoxidable en cada pocillo (10 mm de diámetro, 1 mm 

de espesor, MECSUS Ltda.). Para cada superficie la cepa fue inoculada por triplicado, y se 

consideraron algunos pocillos como blancos con medio sin inocular. Estas placas se 

incubaron a 37 °C por 48 horas. Pasados los dos días, se eliminó el sobrenadante de los 

pocillos dando vuelta las placas, y se lavaron dos veces con 500 μl de suero fisiológico 
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(cloruro de sodio al 0,9 %) con el fin de descartar las células en suspensión no adheridas. En 

el caso de los discos de acero inoxidable, para evitar su caída al dar vuelta las placas, estos 

fueron traspasados cuidadosamente a otras placas para ser lavados utilizando una pipeta con 

suero fisiológico. Terminados los lavados, las placas semitapadas fueron secadas por 20 

minutos a 37 °C, luego se agregó a cada pocillo 500 μl de metanol e incubó por 15 minutos 

a temperatura ambiente (fijación biopelículas). Pasado este periodo, se eliminó el metanol y 

se agregó a cada pocillo 500 μl de una solución de cristal violeta al 0,5 % (Darwish & Asfour, 

2013), y se dejó incubar 30 minutos a temperatura ambiente (tinción pared celular y matriz 

extracelular de las biopelículas). Se eliminó el exceso de cristal violeta lavando tres veces 

con suero fisiológico. Finalmente, a cada pocillo se le agregó 1 ml de etanol al 95 % para 

disolver el cristal violeta. Se traspasó 1 ml a una nueva placa (células en suspensión) y se 

realizó la lectura de la DO595nm en un lector de microplacas (TECAN Trading AG, 

Switzerland). La determinación de biopelícula se realizó con tres réplicas técnicas por cepa 

y tres réplicas biológicas de este procedimiento. Se seleccionaron cepas entre bajas y altas 

formadoras de biopelículas según el parámetro DO595nm promedio para ser utilizadas en los 

siguientes experimentos. 

2.4 Ensayos de formación de biopelículas monoespecie, duales y mixtas 

Se llevaron a cabo ensayos de formación de biopelículas monoespecie y mixtas y además se 

agregaron conformaciones duales, utilizando los géneros bacterianos aislados en el punto 2.1 

y las cepas de L. monocytogenes seleccionadas en el punto 2.3. Además, se incorporó a S. 

aureus cepa SCL 645, dado que esta especie puede contaminar ambientes de la industria 

alimentaria y también es formadora de biopelículas (Rode y col., 2007; Bencardino y col., 

2021). Cabe señalar que, para fines de este estudio, se hizo una separación entre los términos 
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biopelícula dual (dos especies bacterianas) y mixta (más de dos especies o multiespecie, 

cuatro en este caso), ambas correspondientes a conformaciones experimentales. 

2.4.1 Cuantificación total de biopelículas mixtas y duales mediante el método de cristal 

violeta: 

Se determinó la cantidad total de biopelícula formada mediante el método de CV (Darwish 

& Asfour, 2013), similar a la metodología utilizada en el punto 2.3. Para ello, las diferentes 

especies bacterianas (en total tres) y las cepas de L. monocytogenes (en total seis) fueron 

inoculadas en 9 ml de caldo TSBYE 1 % glucosa 2 % NaCl y se incubaron a 37 °C durante 

la noche (además de un tubo como CE). A partir de este cultivo, un medio fresco fue 

inoculado y ajustado a una DO600nm de 0,4. Luego, cada pocillo de las placas, por triplicado, 

fue llenado de la siguiente manera para alcanzar una DO600nm de 0,1: para la formación de 

biopelículas de cada especie por sí sola, se agregó 250 μl de cultivo bacteriano ajustado y 

750 μl de medio (biopelícula monoespecie); para la formación de biopelículas de dos 

especies, se agregó 250 μl de cultivo ajustado de cada especie y 500 μl de medio (biopelícula 

dual, conformación experimental); y para el crecimiento de todas las especies juntas (n=4), 

se agregó 250 μl de cultivo bacteriano ajustado de cada una de las especies (biopelícula 

mixta, conformación experimental). Además, se consideraron algunos pocillos como blancos 

con medio sin inocular.  Las placas se incubaron a 37 °C por 48 horas, y se hicieron los 

lavados y tinciones con cristal violeta descritos en el punto 2.2 más las lecturas de DO595nm 

correspondientes. La determinación de biopelícula se realizó con tres réplicas técnicas y dos 

réplicas biológicas de este procedimiento.  
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2.4.2 Cuantificación celular de biopelículas mixtas y duales por recuentos en placas: 

Adicionalmente, se determinó el número de células de cada especie en las biopelículas 

monoespecie, duales y mixtas en placas de medios selectivos y diferenciales. Los pasos 

llevados a cabo fueron guiados por las metodologías de Darwish & Asfour (2013) y Heir y 

col. (2018), con algunas modificaciones. 

Las biopelículas se formaron como fue descrito en el punto 2.4.1, y transcurrido el tiempo de 

incubación (37 °C por 48 horas) se continuó con la siguiente metodología: las placas fueron 

cuidadosamente dadas vueltas y lavadas dos veces con 500 μl de suero fisiológico estéril, 

con el fin de descartar las células en suspensión no adheridas. Luego, en cada pocillo se 

agregó 400 μl de PBS estéril y las placas fueron sometidas a sonicación (POWER 

SONIC405, Mundolab) durante 20 minutos a máxima intensidad. De esta forma, las células 

adheridas a las superficies fueron despegadas. Posteriormente, a cada pocillo se le agregó 

600 μl más de PBS, completando 1 ml. Con una pipeta se mezcló el PBS con las células en 

suspensión, y se traspasaron a un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. Así, se hicieron 

diluciones decimales seriadas hasta la dilución -6. Luego, desde la dilución -1, se sembraron 

5 μl en los siguientes agares: CHROMagar Listeria para el crecimiento de L. monocytogenes, 

MacConkey para bacterias Gram negativas y Baird-Parker (DifcoTM) para S. aureus. Cada 

placa fue incubada durante 24 horas, en el caso del agar MacConkey, y 48 horas para los 

agares CHROMagar Listeria y Baird-Parker. Finalmente se contaron las colonias crecidas 

para los cálculos de UFC/ml. Se llevaron a cabo tres réplicas técnicas y dos réplicas 

biológicas de este procedimiento. El diseño experimental de este ítem se observa en la Figura 

2. 
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Figura 2. Diseño experimental para realizar el recuento celular de las especies 

formadoras de biopelículas mixtas y duales. 1 = L. monocytogenes; 2,3 y 4 = otras especies 

bacterianas. Biopelículas formadas en placas de poliestireno e incubadas a 37°C por 48 horas. 

Se llevaron a cabo tres réplicas técnicas y dos réplicas biológicas de este procedimiento. 

Creado en BioRender.com. 
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2.5 Ensayos transcripcionales 

Con el fin de estudiar la respuesta transcripcional de L monocytogenes formando biopelículas 

con otras especies bacterianas, se estandarizaron las condiciones experimentales para llevar 

a cabo análisis de abundancia relativa del mRNA de determinados genes, mediante técnicas 

de retrotranscripción y qPCR (RT-qPCR). 

2.5.1 Selección de genes y partidores: 

Como primer paso, se realizó una búsqueda bibliográfica de genes de L. monocytogenes 

descritos en la literatura cuyas proteínas codificadas estuviesen involucradas en los procesos 

de formación de biopelículas y/o respuesta a estrés. Posteriormente, las secuencias 

nucleotídicas de los genes seleccionados de L. monocytogenes (n=20) fueron analizadas con 

el fin de identificar si estos eran específicos para L. monocytogenes y no se encontraban entre 

los genomas de Hafnia sp., Citrobacter sp. y S. aureus. Para ello, los 20 genes fueron 

alineados en los genomas de referencia de las especies bacterianas, con el programa 

ProteinOrtho. Los genes con identidad sobre 75 % fueron descartados. Para los genes 

identificados como candidatos específicos de L. monocytogenes, se confirmó la especificidad 

de partidores mediante la reacción de PCR con DNA extraído de L. monocytogenes y de las 

otras especies bacterianas. En la Tabla 2, se especifican las funciones de las proteínas 

codificadas por los genes candidatos cuyos partidores fueron probados para su especificidad, 

y en asterisco aquellos que finalmente fueron seleccionados para los estudios de respuesta 

transcripcional. 
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Tabla 2. Genes de L. monocytogenes candidatos para ser utilizados en los ensayos 

transcripcionales. Se detallan los partidores de cada gen cuya especificidad para L. 

monocytogenes fue probada por PCR convencional. En asterisco, se indican aquellos genes 

seleccionados para los ensayos de abundancia relativa. 

Gen NCBI Locus 

TAG 

Función Referencia Secuencia partidores 

agrD* 

 

lmo0049 

 

Precursor del péptido 

autoinductor AgrD 

 

(Rieu y col., 

2007) 

F 5' CCATGAAAGTTGCGGATT 3' 

R 5' CAAATGGACTTTTTGGTTCG 3' 

lmo0202 lmo0202 Precursor listeriolisina 

O 

 

(Assisi y col., 2021) 

 

F 5' GCTTTTGATGCTGCCGTAAG 3' 

R 5' TGCCGTCGATGATTTGAACT 3' 

lmo0583 lmo0583 Transporte y 

metabolismo de 

aminoácidos 

 

(Assisi y col., 2021) 

 

F 5' TGGATGTCGTGGTAATCCCT 3' 

R 5' TCGCTCCGTTCCAATTACAG 3' 

lmo0644* lmo0644 LTA primasa (de la 

familia sulfatasa de 

membrana). Síntesis de 

la estructura principal 

del ácido lipoteicoico o 

LTA 

 

(Chang y col., 2012) 

 

F 5' CGGTGAGGTTGGCGTAGTTA 3' 

R 5' CGGCTAGTTAGGCGGAATGA 3' 

motA lmo0685 

 

MotA. 

Proteína del estator del 

motor flagelar  

 

(Alonso y col., 2014) 

 

F 5' ATGCCGGACAAAGTGGATGT 3' 

R 5' CTAAGCGCATGCCTCGTTTC 3' 

motB 

 

lmo0686 

 

MotB. Rotación del 

motor flagelar 

 

(Lemon y col., 2007) 

 

F 5' GCAGTCTTGAAGGCGATG 3' 

R 5' AAGTAAGGCTGCTGCTGCT 3' 

flgD 

 

lmo0696 

 

FlgD.  

Proteína de 

modificación de varilla 

del cuerpo basal 

flagelar 

 

(Lemon y col., 2007) 

 

F 5' TGCGCAACTTTCCTT 3' 

R 5' GATTGCAAGGCGGAGTTT 3' 

sigB* lmo0895 Factor sigma de la 

RNA polimerasa. 

Adaptación a diferentes 

condiciones de estrés y 

virulencia 

 

(Lakicevic y col., 

2022) 

 

R 5’ GGCACAGCAAATGCTTCAAA 

F 5’ ACCTAGTAGAGTCCATCGCC 3’ 

pflA* lmo1917 Producto similar a una 

piruvato formiato liasa. 

Metabolismo de 

carbohidratos 

 

(Melian y col., 2022) 

 

F 5' GCCAACATGGGATTCGGTAT 3' 

R 5' TATGCACTGGGGAGTTACCA 3' 

rRNA 16S 

(normalizador) 

 

lmor04 rRNA 16S de la 

subunidad ribosomal 

pequeña 

 

(Rieu y col., 2007) F 5’ GTGCAGAAGAGGAGAGTGGA 3’ 

R 5’ TCAGCGTCAGTTACAGACCA 3’ 

rpoB* 

(normalizador) 

 

lmo0258 Subunidad beta de la 

RNA polimerasa 

(Zilelidou y col., 2020) F 5’ ATGCTTTCCGCAGACGAAGA 3’ 

R 5’ TTTCAGCGGCTGCATTTTCC 3’ 

 

rpoA 

(normalizador) 

 

lmo2606 Subunidad alfa de la 

RNA polimerasa 

(Luo y col., 2013 F 5’ CGACTCGTGGTCGTGGTTAC 3’ 

R 5’ ACTGCTTCTTCTGGGCTGATAC 3’ 

 

Idh 

(normalizador) 

lmo0210 L-lactato 

deshidrogenasa 

(Zhang y col., 2016) F 5’ CGACGGAGCAGTTGGTTCTA 3’ 

R 5’ TTTGAGCAGTACCGGCAGTT 3’ 

*Genes seleccionados para estudio de respuesta transcripcional. 
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Una vez definidos los genes que serían analizados, se procedió con la búsqueda de genes 

normalizadores candidatos que fueran específicos para L. monocytogenes. Para ello, usando 

DNA extraído de L. monocytogenes y de Hafnia sp., se llevaron a cabo reacciones de PCR 

convencional para los genes rRNA 16S (Rieu y col., 2007), rpoA (Luo y col., 2013), rpoB 

(Zilelidou y col., 2020) e idh (Zhang y col., 2016), y posteriores qPCR. Estos genes habían 

sido utilizados por nuestro grupo como genes normalizadores de L. monocytogenes en 

investigaciones previas.  

2.5.2 Extracción de RNA desde biopelículas: 

En el presente estudio, se evaluó el efecto de la presencia de Hafnia sp. (aislada en el punto 

2.1) en la respuesta transcripcional de L. monocytogenes formando biopelículas. Para ello, se 

utilizó la cepa List2-2 de L. monocytogenes para su evaluación en el estado de biopelícula, 

la cual ha sido utilizada como cepa modelo por nuestro grupo de laboratorio. De manera 

similar a los primeros pasos del punto 2.4.1, se realizaron biopelículas de L. monocytogenes 

(monoespecie) y junto a Hafnia sp. (duales, conformación experimental), con tres réplicas 

técnicas por condición. Transcurrido el tiempo de incubación a 37 °C y realizados los lavados 

con suero fisiológico, las placas fueron sonicadas por 20 minutos a máxima intensidad. Las 

células suspendidas en PBS fueron traspasadas a tubos de microcentrífuga y se centrifugaron 

a 17.000 g por 5 minutos. Después, se eliminó el sobrenadante y se lavó el pellet con 1 ml de 

PBS. Posteriormente, se agregó 200 μl de lisozima (20 mg/μl) (Promega) por tubo y se 

incubaron 20 minutos a 37°C. Pasado este tiempo y luego de una tercera centrifugación, se 

procedió al protocolo de extracción de RNA con el kit High Pure Viral RNA (Roche), según 

las instrucciones del fabricante. Una vez obtenido el RNA desde las biopelículas en cantidad 

adecuada, se verificó su integridad en un gel de agarosa 1 %. Luego, se utilizó el kit TURBO 
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DNA-freeTM (Invitrogen) con el fin de eliminar trazas de DNA, para lo cual se ajustó la 

concentración del RNA por muestra a 200 ng/μl y se siguieron las instrucciones del 

fabricante. La obtención de cDNA se realizó a partir de 1 μg de RNA total por muestra 

utilizando la enzima transcriptasa inversa M-MLV RT (Promega), como lo indica el 

fabricante. 

2.5.3 Reacción de qPCR: 

A partir del cDNA sintetizado, se llevaron a cabo reacciones de qPCR en el equipo AriaMx 

qPCR System (Agilent Technologies). La mezcla de reacción se preparó con 5 μl del mix 

Brilliant II SYBR® Green (Agilent Technologies), 0,5 μl de partidor forward y reverse a una 

concentración de 10 μM cada uno, 2 μl de cDNA con una concentración aproximada de 500 

ng/μl, y 2 μl de agua libre de nucleasas para completar un volumen final de 10 μl.  

El cálculo de la abundancia relativa se llevó a cabo con el método 2-ΔΔct descrito por Livak 

& Schmittgen (2001), con el fin de obtener posibles cambios en la abundancia de genes 

específicos de L. monocytogenes List2-2 cuando se encuentra formando biopelículas duales 

junto a Hafnia sp. (condición experimental), respecto a su conformación monoespecie 

(condición control). 

2.6 Estadística  

El análisis estadístico de los datos de las cepas de L. monocytogenes formando biopelículas 

en poliestireno y acero inoxidable, más los recuentos UFC/ml de L. monocytogenes, se 

realizaron mediante un Anova simple con el fin de verificar si hubo diferencias significativas 

(P value <0,05) en la cantidad de biopelícula formada según la superficie, y entre los 
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recuentos de L. monocytogenes formando biopelículas monoespecie, duales y mixtas. 

Posteriormente, se realizó una prueba de Tukey. 

Para los datos de cuantificaciones totales con el método de CV de las cepas de L. 

monocytogenes, se realizó un Kruskal Wallis con el fin de verificar si hubo diferencias 

significativas (P value <0,05) en la cantidad de biopelícula formada según la conformación 

de biopelícula (monoespecie, dual y mixta). Luego, se hizo una prueba de Post Hoc. 

El análisis estadístico de los datos de abundancia relativa fue realizado mediante un Anova 

simple para verificar si hubo expresión diferencial entre los genes, y luego una prueba de 

Tukey. 
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3 RESULTADOS 

3.1 Identificación y selección de especies bacterianas desde muestras de superficie de la 

industria salmonera 

En el laboratorio se disponía de muestras de superficie de una planta procesadora de la 

industria salmonera recolectadas con tórulas, en las cuales se identificó previamente la 

presencia de L. monocytogenes. Estas muestras fueron reprocesadas con el fin de aislar la 

microbiota acompañante. Para ello, inóculos (5-10 μl) fueron traspasados a placas de TSA, 

las cuales se incubaron a 37°C durante 24 horas. Según la morfología de las colonias crecidas, 

aquellas más abundantes fueron seleccionadas para realizar pruebas de tinción Gram. A partir 

de lo visualizado por el microscopio óptico, se escogieron tres bacterias Gram positivas y 

cinco Gram negativas. Estas bacterias fueron traspasadas a medios diferenciales y selectivos, 

los que se indican en el punto 2.1. Las colonias crecidas en agar MacConkey mostraron 

características particulares en su morfología, y cambios marcados de color en el medio 

(amarillo y rosado) indicando fermentación diferencial de la lactosa, por lo que a cuatro de 

estos aislados se les realizó pruebas bioquímicas.  

Para su identificación definitiva, el gen rRNA 16S de los aislados anteriores fue enviado a 

secuenciar a la Unidad de Secuenciación de la Universidad Católica. El análisis de las 

secuencias permitió identificar las especies bacterianas considerando aquellas con mayor 

porcentaje de identidad, para lo que se utilizó los programas Nucleotide BLAST del NCBI y 

EZBioCloud (Tabla 3). 
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Tabla 3. Identificación de especies mediante el análisis de secuencia del gen rRNA 16S. 

Herramienta Nucleotide BLAST del NCBI y sitio EZBioCloud.  

Cepa Especie 

Nucleotide 

BLAST 

% de 

identidad 

Especie 

EZBioCloud 

% de 

identidad 

1B-1 Hafnia paralvei 98,17 % Hafnia alvei 97,83 % 

 Hafnia alvei 

 

98,00 % Hafnia paralvei 97,83 % 

6A-3 Citrobacter 

freundii 

99,71 % Citrobacter 

portucalensis 

100,00 % 

 Citrobacter 

murliniae 

99,71 % Citrobacter 

tructae 

99,86 % 

 

     

1B-4 Alcaligenes 

faecalis 

99,95 % Alcaligenes 

aqualitis 

99,62 % 

 

Alcaligenes 

aqualitis 

 

98,44 % Alcaligenes 

faecalis subsp. 

Parafaecalis 

 

99,40 % 

6A-2 Proteus hauseri 99,00 % Proteus hauseri 98,88 % 

 Proteus 

columbae 

98,36 % Proteus 

columbae 

98,36 % 

 

Dos especies de bacterias Gram negativas definidas en base al análisis de las secuencias del 

gen rRNA 16S, Hafnia sp. y Citrobacter sp. (cepas nombradas 1B-1 y 6A-3, 

respectivamente), fueron seleccionadas para evaluar cómo su presencia afecta la formación 

de biopelículas de L. monocytogenes. También, como se indicó en la sección de Metodología, 

se agregó como tercera especie a S aureus cepa SCL 645, cuyo origen es de muestras clínicas 

y resistente a meticilina. 
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3.2 Ensayos de formación de biopelículas de distintas cepas de L. monocytogenes en dos 

tipos de superficies 

Se evaluó la capacidad de formar biopelículas de 14 cepas de L. monocytogenes sobre 

superficies de poliestireno y acero inoxidable. Los resultados de estos ensayos se presentan 

en la Figura 3. 

  

 

Figura 3. Formación de biopelícula en superficies de poliestireno y acero inoxidable de 

diferentes cepas de L. monocytogenes. Morado superficie de poliestireno, y naranjo acero 

inoxidable. El nombre de la cepa marcada con signo “más” indica aquellas utilizadas en los 

siguientes ensayos de biopelículas mixtas. Biopelículas formadas en placas de poliestireno y 

acero inoxidable e incubadas a 37°C por 48 horas. Cada barra indica el promedio de tres 

réplicas técnicas y tres réplicas biológicas, y aquellas marcadas con asterisco muestran 

diferencias significativas entre superficies (P value <0,05). 

 

Se observó que solo tres de las 14 cepas de L. monocytogenes evaluadas formaron 

significativamente mayor cantidad de biopelícula en acero inoxidable comparado a 

poliestireno (P value <0,05), mientras que el resto tuvo un comportamiento similar en ambas 

superficies. Además, para algunas cepas (tales como Lmo 656-1, Lmo 186-1 y List2-2 en 

poliestireno) el nivel de biopelículas formado era bajo, mientras para otras, la tendencia fue 
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formar mayor cantidad de biopelículas (A18/75-3, A18/81-5 y A18/79-3 en poliestireno). 

Para los siguientes ensayos de formación de biopelículas mixtas se decidió utilizar superficies 

de poliestireno, y se consideró los seis aislados anteriores por su fenotipo contrastante, es 

decir cepas bajas y cepas altas formadoras de biopelículas, las cuales cuando fueron 

comparadas entre sí evidenciaron diferencias significativas en la cantidad formada (P value 

<0,05). 

3.3 Ensayos de formación de biopelículas monoespecie, duales y mixtas 

Posteriormente, se evaluó el efecto de otras especies bacterianas en la formación de 

biopelículas de L. monocytogenes. Para ello, con un total de cuatro especies (L. 

monocytogenes, Hafnia sp., Citrobacter sp. y S. aureus), se llevaron a cabo diferentes 

combinaciones para los ensayos de formación de biopelículas mixtas y duales. Para este 

estudio se consideró a las seis cepas de L. monocytogenes seleccionadas anteriormente. La 

cantidad total de biopelícula formada por conformación, determinada mediante el método de 

tinción con CV (2.4.1), se presenta en las Figuras 4 y 5. 
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Figura 4.  Cantidad total de biopelícula formada según cepas de L. monocytogenes (Lm) 

bajas formadoras en distintas conformaciones experimentales. Se observan 

conformaciones de biopelículas monoespecie, duales y mixtas (Todas: L. monocytogenes, 

Hafnia sp., Citrobacter sp. y S. aureus). Biopelículas formadas en placas de poliestireno e 

incubadas a 37 °C por 48 horas. Cada barra indica el promedio de tres réplicas técnicas y dos 

réplicas biológicas. Letras distintas indican diferencias significativas entre las 

conformaciones indicadas (P value <0,05). 
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Figura 5. Cantidad total de biopelícula formada según cepas de L. monocytogenes (Lm) 

altas formadoras en distintas conformaciones experimentales. Se observan 

conformaciones de biopelículas monoespecie, duales y mixtas (Todas: L. monocytogenes, 

Hafnia sp., Citrobacter sp. y S. aureus). Biopelículas formadas en placas de poliestireno e 

incubadas a 37 °C por 48 horas. Cada barra indica el promedio de tres réplicas técnicas y dos 

réplicas biológicas. Letras distintas indican diferencias significativas entre las 

conformaciones indicadas (P value <0,05).   

 

En la Figura 4, que incluye a las cepas de L. monocytogenes definidas como bajas formadoras 

de biopelículas, se observa que cuando se formaron biopelículas con todas las especies, la 

cantidad total es similar a cuando L. monocytogenes formó biopelículas sola o con una 

especie. Por su parte, en la Figura 5 (cepas altas formadoras de biopelículas), en su mayoría 

los resultados muestran una menor cuantificación (P value <0,05) de biopelículas mediante 

CV cuando L. monocytogenes está con una o con todas las especies respecto a cuando está 

sola. 

Posteriormente, se determinó el número de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) totales 

en las diferentes conformaciones de las biopelículas. Para ello, se utilizaron las cepas Lmo 

656-1, List2-2, A18/75-3 y A18/79-3. Los recuentos obtenidos de las cepas de L. 
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monocytogenes según la conformación experimental de formación de biopelículas, se 

presentan en las Figuras 6, 7 y 8.  

 

 

Figura 6. Recuentos de UFC/ml de la cepa baja formadora de L. monocytogenes List2-

2 según la conformación experimental de biopelículas. En el gráfico, cada caja indica la 

distribución de los recuentos en las conformaciones biopelícula monoespecie (Lm), dual (Lm 

+ otra especie) y mixta (Lm + Todas). Las líneas horizontales indican la mediana de los datos, 

y las líneas verticales (bigotes) los valores mínimos y máximos. Letras distintas sobre las 

cajas indican diferencias significativas entre las conformaciones (P value <0,05). 

Biopelículas formadas en placas de poliestireno e incubadas a 37 °C por 48 horas.  
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Figura 7. Recuentos de UFC/ml de la cepa baja formadora de L. monocytogenes A18/75-

3 según la conformación experimental de biopelículas. En el gráfico, cada caja indica la 

distribución de los recuentos en las conformaciones biopelícula monoespecie (Lm), dual (Lm 

+ otra especie) y mixta (Lm + Todas). Las líneas horizontales indican la mediana de los datos, 

y las líneas verticales (bigotes) los valores mínimos y máximos. Letras distintas sobre las 

cajas indican diferencias significativas entre las conformaciones (P value <0,05). 

Biopelículas formadas en placas de poliestireno e incubadas a 37 °C por 48 horas.  
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Figura 8. Recuentos de UFC/ml de la cepa baja formadora de L. monocytogenes A18/79-

3 según la conformación experimental de biopelículas. En el gráfico, cada caja indica la 

distribución de los recuentos en las conformaciones biopelícula monoespecie (Lm), dual (Lm 

+ otra especie) y mixta (Lm + Todas). Las líneas horizontales indican la mediana de los datos, 

y las líneas verticales (bigotes) los valores mínimos y máximos. Letras distintas sobre las 

cajas indican diferencias significativas entre las conformaciones (P value <0,05). 

Biopelículas formadas en placas de poliestireno e incubadas a 37 °C por 48 horas.  

 

El análisis cuantitativo de las biopelículas muestra aumentos estadísticamente significativos 

(P value <0,05) de las UFC de L. monocytogenes formando biopelículas acompañada en 

comparación a su crecimiento como biopelícula monoespecie. Asimismo, se observó que los 

mayores aumentos ocurrieron cuando formó biopelículas duales junto a Hafnia sp. y mixtas 

con todas las especies. Cabe señalar que no se observó crecimiento de colonias por la cepa 

Lmo 656-1 en las conformaciones de biopelícula dual y mixta. 

El análisis de los resultados observados con el método de tinción con CV y los recuentos de 

UFC, reveló diferencias en las tendencias obtenidas. Mientras que en general las 

cuantificaciones totales con CV de las cepas List2-2, A18/75-3 y A18/79-3 de L. 

monocytogenes formando biopelículas monoespecie eran mayores a las cuantificaciones de 

las biopelículas duales y mixtas que las incluían, sus recuentos celulares (UFC) fueron 
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mayores cuando se encontraban acompañadas por una o por todas las especies bacterianas. 

En la Figura 9, se resumen las fluctuaciones entre las cuantificaciones con CV y los recuentos 

de L. monocytogenes en biopelículas monoespecie y mixtas. 

 

Figura 9. Cuantificaciones totales mediante tinción con CV y recuentos celulares por 

cepa de L. monocytogenes formando biopelículas monoespecie y mixtas. En morado, se 

observan las cuantificaciones totales con CV de las biopelículas monoespecie de L. 

monocytogenes y mixtas (BM) que incluyen todas las especies bacterianas junto a la cepa de 

L. monocytogenes correspondiente. En naranjo, se indican los recuentos celulares de L. 

monocytogenes en biopelículas monoespecie y mixtas (BM). Los recuentos en las 

biopelículas mixtas incluyen solo a L. monocytogenes. Biopelículas formadas en placas de 

poliestireno e incubadas a 37 °C por 48 horas. Cada barra y cuadrado indica el promedio de 

tres réplicas técnicas y dos réplicas biológicas.   

 

Por su parte, la cantidad de células de Hafnia sp., Citrobacter sp. y S. aureus en biopelículas 

monoespecie y junto a las distintas cepas de L. monocytogenes se presentan en las Figuras 

10, 11 y 12. Solo en el caso de la cepa Lmo 656-1, se observó una baja en los recuentos 

celulares de las especies bacterianas acompañantes (P value <0,05). 
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Figura 10. Cantidad de células de Hafnia sp. en biopelículas monoespecie y duales con 

las distintas cepas de L. monocytogenes. En el gráfico, cada caja indica la distribución de 

los recuentos en conformaciones de biopelícula monoespecie (Hafnia sp.) y dual (Hafnia sp. 

+ cepa de L. monocytogenes). Las líneas horizontales indican la mediana de los datos, y las 

líneas verticales (bigotes) los valores mínimos y máximos. Letras distintas sobre las cajas 

indican diferencias significativas entre las conformaciones (P value <0,05). Biopelículas 

formadas en placas de poliestireno e incubadas a 37 °C por 48 horas.  
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Figura 11. Cantidad de células de Citrobacter sp. en biopelículas monoespecie y duales 

con las distintas cepas de L. monocytogenes. En el gráfico, cada caja indica la distribución 

de los recuentos en conformaciones de biopelícula monoespecie (Citrobacter sp.) y dual 

(Citrobacter sp. + cepa de L. monocytogenes). Las líneas horizontales indican la mediana de 

los datos, y las líneas verticales (bigotes) los valores mínimos y máximos. Letras distintas 

sobre las cajas indican diferencias significativas entre las conformaciones (P value <0,05).  

Biopelículas formadas en placas de poliestireno e incubadas a 37 °C por 48 horas. 
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Figura 12. Cantidad de células de S. aureus en biopelículas monoespecie y duales con 

las distintas cepas de L. monocytogenes. En el gráfico, cada caja indica la distribución de 

los recuentos en conformaciones de biopelícula monoespecie (S. aureus) y dual (S. aureus + 

cepa de L. monocytogenes). Las líneas horizontales indican la mediana de los datos, y las 

líneas verticales (bigotes) los valores mínimos y máximos. Letras distintas sobre las cajas 

indican diferencias significativas entre las conformaciones (P value <0,05).  Biopelículas 

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

 

Por último, en base al análisis de los recuentos celulares obtenidos de cada especie bacteriana 

que conformaron las biopelículas duales y mixtas, se estimaron las abundancias relativas de 

las diferentes especies según las cepas de L. monocytogenes evaluadas (Figura 13). Para las 

tres cepas de L. monocytogenes analizadas, se observa que en general en las biopelículas 

duales las proporciones entre especies son semejantes. 
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Figura 13. Abundancias relativas 

especies bacterianas en biopelículas 

duales y mixtas junto a cepas de L. 

monocytogenes.  A) List2-2, B) A18/75-

3, C) A18/79-3. 

 

 

3.4 Ensayos transcripcionales 

En el presente trabajo se evaluó el efecto de la presencia de Hafnia sp. en la respuesta 

transcripcional de L. monocytogenes cepa List2-2 en el estado de biopelículas. Para ello, se 

llevaron a cabo ensayos de abundancia relativa a través de la técnica de RT-qPCR, y se 

analizaron genes que codifican proteínas involucradas en los procesos de formación de 

biopelículas y respuesta a estrés específicos de L. monocytogenes. 

3.4.1 Genes de formación de biopelículas y respuesta a estrés: 

En base a la revisión de literatura se identificaron genes relacionados con la formación de 

biopelículas y respuesta a estrés en L. monocytogenes (Tabla 2). A partir de estos, cuatro de 
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ellos fueron seleccionados para evaluar su abundancia relativa en respuesta a la presencia de 

Hafnia sp. Estos genes correspondieron a pflA, que codifica para la proteína piruvato formiato 

liasa, la cual participa en el metabolismo de carbohidratos; el gen lmo0644, que codifica para 

una LTA primasa, la cual sintetiza la estructura principal del ácido lipoteicoico o LTA; el 

gen  agrD, que sintetiza un precursor del péptido autoinductor AgrD, relacionado al sistema 

de dos componentes de QS, y el gen sigB, que codifica para un factor sigma de la RNA 

polimerasa, y participa en la adaptación a diferentes condiciones de estrés y virulencia (Tabla 

2). 

3.4.2 Búsqueda de gen normalizador: 

Se evaluó la especificidad de los genes normalizadores candidatos a través de una reacción 

de PCR con partidores detallados en la Tabla 2, y se utilizó DNA de L. monocytogenes y 

Hafnia sp. Los resultados demostraron especificidad de los genes rpoA, rpoB e idh para L. 

monocytogenes (no se detectó amplificación al usar el DNA de Hafnia sp., data no mostrada). 

Posteriormente, se llevaron a cabo qPCR de estos últimos tres genes para seleccionar el gen 

normalizador de L. monocytogenes más apropiado. Para ello, se seleccionó el gen que en la 

condición control su Ct (“threshold point” o ciclo umbral) fuera menor a 20, y que su 

abundancia se mantuviera relativamente constante entre ambas condiciones (biopelícula 

monoespecie de L. monocytogenes y en presencia de Hafnia sp). En base a este análisis se 

seleccionó al gen rpoB, el cual codifica para la subunidad beta de la RNA polimerasa 

(Zilelidou y col., 2020).  
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3.4.3 Extracción RNA: 

Las concentraciones de RNA extraído desde las biopelículas monoespecie de L. 

monocytogenes y duales junto a Hafnia sp., con sus respectivas razones de pureza, se 

presentan en la Tabla 4. La integridad del RNA extraído por conformación se observa en la 

Figura S1.  

Tabla 4. Valores de concentración y pureza del RNA extraído por conformación de 

biopelícula. Se observan tres réplicas técnicas por condición. 

Biopelícula ng/μl 260/280 260/230 

Monoespecie (List2-2) 384,0 3,117 1,765 

Monoespecie (List2-2) 764,0 1,910 2,028 

Monoespecie (List2-2) 1419 1,829 1,731 

Dual (List2-2 + Hafnia sp.) 286,4 1,781 1,178 

Dual (List2-2 + Hafnia sp.) 256,0 1,916 1,860 

Dual (List2-2 + Hafnia sp.) 514,4 1,822 1,880 

  

3.4.4 Evaluación de la abundancia relativa para los genes seleccionados: 

A través de la técnica de RT-qPCR, se evaluó si la presencia de Hafnia sp. en biopelículas 

duales con L. monocytogenes modifica la respuesta transcripcional de los genes pflA, 

lmo0644, agrD y sigB de L. monocytogenes (Figura 14). 
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Figura 14. Abundancia relativa de los genes de L. monocytogenes cepa List2-2 en 

biopelículas duales con Hafnia sp. La condición control correspondió a las biopelículas 

monoespecie de L. monocytogenes List2-2. Biopelículas formadas en placas de poliestireno 

e incubadas a 37 °C por 48 horas. Cada barra indica el promedio de tres réplicas técnicas. 

Letras distintas sobre las barras indican diferencias significativas entre los genes. 

 

Los resultados muestran mayor abundancia relativa del gen pflA (P value <0,05) en respuesta 

a la presencia de Hafnia sp., mientras que los genes agrD, lmo0644 y sigB no cambiaron su 

abundancia. 
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4 DISCUSIÓN 

L. monocytogenes es un patógeno alimentario causante de listeriosis, y entre sus mecanismos 

de persistencia más estudiados se encuentra la formación de biopelículas (Silva y col., 2008; 

Galié y col., 2018). 

Mientras la mayoría de las investigaciones se han enfocado en estudiar biopelículas 

monoespecie, existe gran evidencia de que en los ambientes naturales e industriales la 

conformación de estas biopelículas es predominantemente multiespecie o mixta, incluyendo 

a L. monocytogenes (Burmølle y col., 2014; Lee y col., 2014; Røder y col., 2020). Esto cobra 

especial relevancia ya que se ha observado que al producirse interacciones inter-especies, el 

comportamiento de las biopelículas mixtas difiere del comportamiento de las biopelículas de 

una sola especie, por ejemplo, en cuanto a una mejor tolerancia al estrés, una mayor 

producción de biomasa, señalización a nivel comunitario y cooperación metabólica (Tan y 

col., 2017).   

El presente trabajo de investigación tuvo por objetivo evaluar el comportamiento de L. 

monocytogenes al interactuar con otros microorganismos en biopelículas mixtas, utilizando 

especies bacterianas comúnmente encontradas en superficies de la industria alimentaria. El 

efecto o impacto de microorganismos acompañantes en el comportamiento de L. 

monocytogenes formando biopelículas se evaluó principalmente a nivel de biomasa total y 

celular, y posteriores estudios de respuesta transcripcional a través de la determinación de la 

abundancia relativa de ciertos genes. 
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Identificación y selección de especies bacterianas desde muestras de superficie de una 

planta salmonera 

La presencia de L. monocytogenes ha sido ampliamente descrita en industrias lácteas, 

cárnicas y salmoneras (Galié y col., 2018; Fagerlund y col., 2021). La coexistencia del 

patógeno con otros microorganismos encontrados en las mismas infraestructuras podría ser 

un indicio de generación de biopelículas entre estas especies (Fagerlund y col., 2021). Por 

ello, en el presente estudio se tomó como referencia una de estas industrias (salmonera) para 

aislar e identificar especies bacterianas potencialmente capaces de formar biopelículas junto 

a L. monocytogenes.  

La identificación de Hafnia sp. y Citrobacter sp. en muestras de superficie de una planta 

salmonera supuso buenos candidatos para evaluar la formación de biopelículas mixtas junto 

a L. monocytogenes, ya que miembros de estos géneros han sido descritos en la literatura 

como microorganismos de interés en la industria alimentaria al ser frecuentemente aislados 

desde equipos de las plantas procesadoras de alimentos (Monganello y col., 2001; Lorenzo y 

col., 2010; Carrizosa y col., 2017). Además, se han realizado estudios que involucran la 

formación de biopelículas principalmente de las especies modelo de estos géneros: Hafnia 

alvei y Citrobacter freundii (Allan y col., 2002; Vivas y col., 2008; Cai y col., 2018; Zhu y 

col., 2019). Por otro lado, también ha sido descrita la patogenicidad en humanos de algunas 

de sus cepas bacterianas (Benito y col., 2008; Samonis y col., 2009; Librenta y col., 2017).  

Por su parte, la bacteria Gram positiva S. aureus al igual que L. monocytogenes, es un 

patógeno causante de ETAs, y ha sido ampliamente descrita su capacidad de formación de 

biopelículas (Rode y col., 2007; Bencardino y col., 2021). Por lo tanto, también fue 

incorporada a los experimentos de formación de biopelículas monoespecie, duales y mixtas. 
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Ensayos de formación de biopelículas con distintas cepas de L. monocytogenes en dos 

tipos de superficies 

Se evaluó la formación de biopelículas de 14 cepas de L. monocytogenes disponibles en 

nuestro laboratorio. En estos ensayos además se evaluó dos tipos de superficies comúnmente 

encontradas en la industria alimentaria, sobre las cuales ya se ha descrito la capacidad de 

colonización y formación de biopelículas por L. monocytogenes: acero inoxidable y 

poliestireno (Takahashi y col., 2010; Poimenidou y col., 2016; da Silva y col., 2021). La 

finalidad fue realizar una comparación entre estas superficies de la cantidad de biopelícula 

formada por las distintas cepas de L. monocytogenes, utilizando el método de tinción con CV 

(Darwish & Asfour, 2013). 

Se ha investigado la influencia del tipo de material sólido en la capacidad de formación de 

biopelículas por L. monocytogenes, sin haber llegado a un consenso respecto a las 

características de los sustratos que podrían favorecer la formación de biopelículas por esta 

bacteria. Sin embargo, existe amplia evidencia que las diferencias en la adherencia inicial y 

posterior generación de biopelículas de L. monocytogenes son resultado de las diferencias en 

las propiedades fisicoquímicas específicas de la superficie celular de cada cepa, en conjunto 

con las características de los materiales. Chae y col. (2006) documentaron que la adherencia 

inicial de L. monocytogenes a portaobjetos de vidrio dependía en gran medida de la fuerza 

de atracción electrostática celular. En el estudio de Takahashi y col. (2010), se obtuvo que la 

elevada hidrofobicidad celular de cepas de L. monocytogenes (con afinidad a solventes no 

polares) tuvo un alto grado de correlación en la adherencia inicial y la formación de 

biopelículas en PVC, un material también de propiedades hidrofóbicas. Por lo tanto, las 
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características fisicoquímicas de las cepas de L. monocytogenes, y no solo el tipo de material 

como se creyó en un principio, serían determinantes en la cantidad de biopelícula formada.  

Se proponen experimentos futuros que permitan ahondar en las propiedades fisicoquímicas 

de las superficies celulares de nuestras cepas. Entre ellos, un ensayo indicado sería MATS 

(Microbial Adhesion To Solvent) descrito por Bellon-Fontaine y col. (1996), el cual evalúa 

la hidrofobicidad de las superficies bacterianas y las propiedades ácido-base de Lewis 

(interacciones donadoras-aceptoras de electrones) comparando las afinidades con solventes 

polares y no polares. Estos resultados podrían dar cuenta de una relación entre hidrofobicidad 

celular, interacciones de electrones y afinidad al acero inoxidable de las tres cepas evaluadas 

que formaron mayor cantidad de biopelícula en esta superficie. 

Ensayos de formación de biopelículas monoespecie, duales y mixtas 

Con el fin de evaluar el efecto de los géneros bacterianos aislados desde la industria 

salmonera, junto con S. aureus, en la formación de biopelículas de L. monocytogenes, se 

llevaron a cabo ensayos de formación de biopelículas mixtas.  

Para comenzar, se determinó la cantidad total de biopelícula formada por cada conformación 

(monoespecie, dual y mixta) mediante cuantificaciones por tinción con CV. De los resultados 

obtenidos en esta etapa, se dedujo un comportamiento diferente entre las cepas de L. 

monocytogenes altas y bajas formadoras de biopelículas. Al respecto, Fox y col. (2014) 

destacaron que la microbiota superficial que se encuentra en las plantas procesadoras de 

alimentos puede incluir bacterias con el potencial de aumentar o disminuir la adhesión y 

formación de biopelículas por L. monocytogenes. Asimismo, Chen y col. (2019) investigaron 

los cambios dinámicos en biopelículas monoespecies y duales por L. monocytogenes y el 
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patógeno Vibrio parahaemolyticus. En comparación con las biopelículas de una sola especie, 

la biomasa total de las biopelículas duales fue significativamente más baja, lo que se confirmó 

mediante tinción con CV y algunos tipos de microscopía. Por lo tanto, en una primera 

aproximación los resultados sugerían que ciertas interacciones podrían provocar una 

disminución en la biomasa total de las biopelículas de L. monocytogenes cuando formaba 

biopelículas con otras especies bacterianas respecto a cuando se encontraba sola. 

Con el fin de discernir lo que estaría ocurriendo con L. monocytogenes, e identificar la 

verdadera predominancia de cada especie bacteriana en la estructura de las biopelículas, se 

realizaron cuantificaciones celulares mediante recuento en placas. Excepto por la cepa Lmo 

656-1, y contrario a lo que se infirió a partir de los resultados de cuantificación por cristal 

violeta, los recuentos de poblaciones sésiles indicaron aumentos estadísticamente 

significativos (P value <0,05) de las cepas List2-2, A18/75-3 y A18/79 de L. monocytogenes 

al formar biopelículas duales y mixtas. Interesantemente, para las tres cepas los mayores 

aumentos ocurrieron en las conformaciones duales con Hafnia sp. y mixtas con todas las 

especies bacterianas (que también incluían a Hafnia sp). 

Se ha reportado que las biopelículas multiespecies podrían proporcionar nichos estables para 

L. monocytogenes, donde la matriz extracelular que engloba a las células puede protegerlas 

de biocidas y otros factores de estrés (Fagerlund y col., 2021). Sin embargo, hasta la fecha 

no se habían realizado investigaciones que describieran directamente un aumento en la 

biomasa celular de L. monocytogenes en estas conformaciones. Por el contrario, múltiples 

estudios que han involucrado bacterias Gram negativas (entre ellas Pseudomonas spp y 

Enterobacterias) y Gram positivas (bacterias ácido-lácticas y Bacillus cereus, entre otros), 

sugieren una disminución en la cantidad de células viables de L. monocytogenes en 
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comparación a su conformación monoespecie, o ningún tipo de efecto (Rieu y col., 2008a; 

Daneshvar y col., 2013; Heir y col., 2018, Fagerlund y col., 2021). Tampoco han sido 

reportadas hasta la fecha investigaciones que involucren a las especies bacterianas Hafnia sp. 

y Citrobacter sp. en la formación de biopelículas duales o multiespecies con L. 

monocytogenes.  

Autores como Burmølle y col. (2014) y Giaouris y col. (2015) describieron posibles 

mecanismos subyacentes beneficiosos que explicarían algunas de las propiedades 

emergentes en los conjuntos de biopelículas multiespecie, y que podrían producir los 

fenotipos obtenidos en este trabajo. Entre ellos, nombran al co-metabolismo, donde una 

especie bacteriana produce o elimina sustratos permitiendo el crecimiento de otra especie; la 

co-agregación, donde se producen uniones célula-célula de diferentes especies a través de 

componentes específicos tipo receptor-ligando asociados a la superficie; la transferencia 

horizontal de genes (HGT), donde DNA plasmídico se transfiere de una especie a otra a 

través de los pili conjugativos (conjugación); y la ocurrencia de Quorum Sensing a través de 

compuestos difusibles.  

Además de las interacciones nombradas anteriormente, Burmølle y col. (2014) destacan la 

cooperatividad y competitividad de las especies. Se clasifica como cooperativa si la acción 

da como resultado una ganancia de aptitud a través del aumento de la reproducción del 

receptor. Esto se puede reflejar en una mayor biomasa, resistencia y función de la comunidad 

de biopelículas en total, de la cual todas las especies presentes pueden beneficiarse. Con 

nuestros resultados, no es correcto afirmar que ocurrió cooperatividad sin antes someter a 

otro tipo de estrés a las biopelículas. Por ejemplo, probar resistencia a compuestos 

antimicrobianos, como se ha realizado en una variedad de estudios enfocados en estudiar 
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interacciones sinérgicas en biopelículas mixtas con L. monocytogenes (Kostaki y col., 2012; 

Poimenidou y col., 2016; Oxaran y col., 2018; Papaioannou y col., 2018; da Silva y col., 

2021). 

Por otro lado, los comportamientos competitivos afectan negativamente al receptor 

(Burmølle y col., 2014). En nuestro trabajo, esto podría haber ocurrido con la cepa Lmo 656-

1 de L. monocytogenes. Esta cepa tuvo un comportamiento similar a la información general 

que se ha reportado, donde L. monocytogenes se ve inhibida por los microorganismos 

acompañantes. Sin embargo, es llamativo que el efecto negativo además de ser observado en 

la cepa Lmo 656-1, también repercutiera en las otras especies bacterianas en co-cultivo, las 

cuales bajaron sus órdenes de magnitud (Figuras 10, 11 y 12). Probablemente, las razones 

subyacentes detrás de esta inhibición serían el antagonismo entre todos los microorganismos, 

principalmente por los nutrientes y el espacio disponible para colonizar (Rendueles & Ghigo, 

2012), eliminándose completamente el crecimiento de Lmo 656-1. Las evidencias sobre las 

interacciones de esta naturaleza en las biopelículas incluyen además producción de 

bacteriocinas y reducción del pH por parte de algún miembro del consorcio de biopelículas 

(Burmølle y col., 2006).  

Asimismo, estudios anteriores han demostrado que las diferentes cepas de L. monocytogenes 

que están presentes en las comunidades de biopelículas mixtas pueden no contribuir al mismo 

nivel ni a su formación ni a su resistencia antimicrobiana, indicando que los factores 

involucrados en estos procesos serían cepa-específicos (Borucki y col., 2003; Nilsson y col., 

2011; Mosquera-Fernández y col., 2014). 

En el presente estudio, la tendencia observada mediante el método de CV (cantidad total de 

biopelícula formada) de las biopelículas de L. monocytogenes, difirió a lo observado 
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mediante recuento de células viables en las distintas conformaciones. La tinción con cristal 

violeta tiene la función de unirse tanto a la pared celular bacteriana como a la matriz 

extracelular (conformada por carbohidratos, proteínas y DNA) de las biopelículas 

(Combrouse y col., 2013); esto nos hizo suponer que lo que mayormente se estaba 

cuantificando en las conformaciones monoespecie de L. monocytogenes era matriz 

extracelular, la cual, por un efecto de las demás especies, disminuyó su secreción cuando L. 

monocytogenes formó biopelículas acompañada, a la vez que sus recuentos celulares 

aumentaron. 

Con el fin de comprender en mayor profundidad lo que estaría ocurriendo a nivel de matriz 

extracelular, se proponen otros enfoques experimentales futuros en nuestra investigación. 

Una opción es optar por la cuantificación de polisacáridos con el método Fenol-Ácido 

sulfúrico (Nakamura y col., 2013). Además, con el método Lowry (Janissen y col., 2015), es 

posible medir la cantidad de proteínas en la matriz. Con estas técnicas se han obtenido 

resultados como los descritos por Chen y col. (2019), quienes encontraron que los 

carbohidratos eran el compuesto más abundante en las EPS de biopelículas monoespecie de 

L. monocytogenes y Vibrio parahaemolyticus, los cuales se redujeron significativamente en 

las biopelículas duales formadas por estos dos patógenos.  

Ensayos transcripcionales 

 

El estudio de la respuesta transcripcional en patógenos alimentarios nos permite entender los 

mecanismos moleculares por los cuales son capaces de adaptarse a las diferentes condiciones 

ambientales encontradas en la industria alimentaria, tales como bajas temperaturas, 

disponibilidad de nutrientes, exposición a antimicrobianos y también presencia de otros 
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microorganismos. Debido a la ampliamente descrita capacidad de formación de biopelículas 

por estos patógenos como mecanismo de defensa y las consecuentes problemáticas 

acarreadas en las plantas procesadoras de alimentos, hasta la fecha se siguen investigando 

formas más eficientes de extraer mRNA desde estas estructuras en cantidad, pureza e 

integridad adecuada para su posterior cuantificación por técnicas como qPCR. Esta técnica 

es la más utilizada para comparar niveles relativos de mRNA para genes de interés entre 

muestras biológicas (Bustin y col., 2005; Carvalhais y col., 2013).  

Sin embargo, uno de los principales desafíos en aplicar técnicas que requieren extracción de 

ácidos ribunucleicos desde biopelículas tiene relación con la presencia de una matriz 

extracelular rica en polisacáridos, los cuales parecieran dificultar la lisis celular, a la vez que 

aumentan la cantidad de sustancias inhibitorias que influirían en la pureza y calidad de los 

ácidos ribonucleicos obtenidos (França y col., 2012). Además, como ocurrió en este estudio, 

la presencia de más de una especie bacteriana en estas conformaciones exige una selección 

rigurosa de las metodologías para obtener medidas cuantitativas de poblaciones individuales 

dentro de las mismas, y así comprender el comportamiento y dinámica de los miembros 

(Magalhães y col., 2019). Por lo tanto, desde un comienzo la búsqueda de genes 

normalizadores y de formación de biopelículas/respuesta a estrés debió ser específica para el 

genoma de la especie bacteriana en estudio (L. monocytogenes). 

En el presente trabajo, se tuvo por objetivo realizar una aproximación experimental de la 

respuesta transcripcional de L. monocytogenes cepa List2-2 formando biopelículas duales 

junto a Hafnia sp., utilizando genes relacionados a la formación de biopelículas y respuesta 

a estrés específicos de L. monocytogenes. Los resultados de abundancia relativa calculados a 

partir de los datos de RT-qPCR indicaron una mayor la abundancia del transcrito del gen 
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pflA, mientras que los genes lmo0644, agrD y sigB no cambiaron su abundancia respecto a 

las biopelículas monoespecie de L. monocytogenes. Hasta la fecha, no se han reportado 

investigaciones que analicen expresión génica de L. monocytogenes en biopelículas duales o 

multiespecie, y si bien los resultados obtenidos en este estudio requieren de mayor 

experimentación, dejan entrever posibles mecanismos de interacción inter-especie que a 

continuación serán analizados.  

La función de la proteína codificada por el gen pflA se relaciona al metabolismo de 

carbohidratos, la cual corresponde a una enzima similar a una piruvato formiato liasa, la cual 

bajo condiciones fermentativas convierte al piruvato en formiato y acetil coenzima A (Arous 

y col., 2004; Assisi y col., 2021). Si bien se desconoce el mecanismo específico, este gen ha 

sido ampliamente relacionado a la capacidad de formación de biopelículas en L. 

monocytogenes. Assisi y col. (2021) compararon el transcriptoma de muestras de 

biopelículas versus células planctónicas de cuatro aislamientos de L. monocytogenes, y entre 

los genes con mayor expresión incluyeron a los genes metabólicos pflAB. Por su parte, 

Melian y col. (2022) estudiaron la formación de biopelículas de tres cepas de L. 

monocytogenes expuestas a frío y bacteriocinas, analizando por RT-qPCR un total de 30 

genes relacionados con la adhesión, la virulencia y la respuesta al estrés, así como el 

metabolismo de carbohidratos. Todas las cepas mostraron una mayor abundancia del 

transcrito del gen pflA y otros genes relacionados al metabolismo del piruvato al formar 

biopelículas bajo estos estresores. Al respecto, recientemente se ha evidenciado la influencia 

de la ruta de fermentación del piruvato en la inducción de la formación de biopelículas en 

otras especies bacterianas (Goodwine y col., 2019; Tremblay y col., 2021). Todo lo anterior 

nos permitiría sugerir que, en el presente estudio, L. monocytogenes cepa List2-2 podría 
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haber aumentado la función de esta y otras vías del metabolismo de carbohidratos frente a la 

presencia de otro microorganismo que actuaría como estresor, lo que aumentó su cantidad de 

células en las biopelículas, tal como como fue observado en los recuentos de esta cepa junto 

a Hafnia sp. 

Como fue mencionado, los genes lmo0644, agrD y sigB no cambiaron su abundancia relativa 

en respuesta a la presencia de Hafnia sp. en las biopelículas duales con List2-2 después de 

48 horas. Lmo0644 codifica para una LTA primasa (de la familia sulfatasa de membrana), la 

cual sintetiza la estructura principal del ácido lipoteicoico o LTA (Chang y col., 2012).  Este 

polímero forma parte de la pared celular de todas las bacterias Gram positivas, y junto con 

los ácidos teicoicos y teicurónicos, suministran una carga neta negativa a la pared celular 

para la captación de cationes divalentes que se necesitan en diferentes actividades 

enzimáticas de la membrana, además de especificidad antigénica al sobresalir de la superficie 

celular (Brauge y col., 2015). Colagiorgi y col. (2016) resumieron los esfuerzos recientes 

realizados para caracterizar mejor las sustancias poliméricas que componen la matriz 

extracelular de las biopelículas de L. monocytogenes, y entre sus hallazgos nombraron a los 

ácidos lipoteicoicos como uno de los mayores componentes de esta matriz. Al respecto, en 

nuestro trabajo se observó una menor cantidad de matriz extracelular producida por L. 

monocytogenes cepa List2-2 en las biopelículas duales con Hafnia sp., lo que no podría 

relacionarse con el nulo cambio en la abundancia relativa del gen lmo0644 que resultó de los 

ensayos transcripcionales. Es posible que la cuantificación de la expresión del gen no se haya 

realizado al tiempo en que la bacteria respondió transcripcionalmente para la síntesis de 

matriz extracelular frente a la presencia de otro microorganismo (48 horas). 
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El gen sigB codifica para un factor sigma alternativo de la RNA polimerasa, el cual regula 

aproximadamente 300 genes relacionados a la adaptación a diferentes condiciones de estrés 

y virulencia (Lakicevic y col., 2022). Por lo tanto, este gen contribuye a la capacidad de 

organismos como L. monocytogenes y otras bacterias Gram positivas para sobrevivir en 

condiciones ambientales y energéticas adversas (Kazmierczak y col., 2003). La formación 

de biopelículas por L. monocytogenes en presencia de otro microorganismo fue considerada 

en nuestro trabajo como una nueva condición de estrés, por lo que analizar genes de estas 

características nos pareció relevante. Sin embargo, tal como se observó en los resultados, no 

hubo cambios en la abundancia de sigB en la conformación de biopelícula dual con respecto 

a las biopelículas monoespecie. Por lo tanto, es posible que otros fueran los mecanismos 

desencadenados por L. monocytogenes cepa List2-2 para lograr desarrollarse y aumentar el 

número de células en presencia de Hafnia sp., y/o que la temporalidad evaluada en la 

formación de biopelículas (48 horas) no diera cuenta de cambios en la abundancia relativa 

de sigB respecto a la condición sin Hafnia sp. También, se podría suponer que los 

mecanismos que permitieron el aumento en la cantidad de células de L. monocytogenes no 

necesariamente se produjeron como respuesta a una condición adversa, sino que, por 

ejemplo, como una manera de interactuar cooperativamente con Hafnia sp. 

Por su parte, el gen agrD codifica para el precursor del péptido autoinductor AgrD en L. 

monocytogenes, como parte del sistema de comunicación QS de dos componentes descrito 

para las bacterias Gram positivas (Garmyn y col., 2009). Autores como Riedel y col. (2007) 

y Rieu y col. (2009) reportaron la relación del sistema Agr de L. monocytogenes en el proceso 

de biopelículas, al desarrollar mutantes ΔagrA o ΔagrD, las que desarrollaron una 

significativa menor formación de estas estructuras. Para la conformación de biopelícula dual 
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estudiada en el presente trabajo, se esperaba que a nivel de señalización entre células de L. 

monocytogenes ocurrieran variaciones que se tradujeran en cambios en la abundancia relativa 

de agrD. Sin embargo, no se observaron cambios. Una de las posibilidades podría tener 

relación al tiempo de desarrollo de las biopelículas (48 horas), y que este haya sido bajo 

condiciones estáticas. Rieu y col. (2008b) estudiaron la expresión de los genes del sistema 

Agr en L. monocytogenes mediante seguimiento espaciotemporal de la fluorescencia emitida 

por el sistema reportero GFP (acoplado al promotor de Agr). Se observó que esta expresión 

dependía de las condiciones de crecimiento. Bajo condiciones estáticas, como en nuestro 

trabajo, la expresión fue baja, con menos del 1 % de las células expresando GFP en una 

biopelícula de 48 horas. En cambio, bajo condiciones dinámicas (agitación), la expresión de 

los genes de Agr aumentó del 15 % durante la adhesión inicial al 80 % en biopelículas 

maduras crecidas en celdas de flujo. 

Existe un tercer sistema de QS descrito en bacterias, en el que la molécula de señalización se 

denomina autoinductor-2 (AI-2) y es sintetizado por el gen luxS. Este se ha propuesto como 

un sistema de comunicación entre especies, ya que se ha informado la producción de AI-2 en 

bacterias Gram positivas y negativas (Schauder y col., 2001; Sela y col., 2006). Es posible 

que la modulación/señalización de la biopelícula formada por List2-2 en presencia de Hafnia 

sp. esté bajo la regulación de AI-2, lo cual debiera ser evaluado en ensayos futuros. 

Por último, los análisis de abundancia relativa llevados a cabo en el presente trabajo sirvieron 

como una primera aproximación al estudio de los mecanismos moleculares de L. 

monocytogenes en biopelículas con otras especies bacterianas. Sin embargo, no se descartan 

futuros enfoques experimentales que entreguen información global, tales como RNAseq 

(secuenciación de RNA).  
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Un ejemplo de utilización de RNAseq fue el trabajo realizado por He y col (2017), quienes 

llevaron a cabo biopelículas duales entre Streptococcus mutans (S. mutans) y el hongo 

Candida albicans (C. albicans) para investigar la influencia de este último en el 

transcriptoma de S. mutans. Se observó que la presencia de C. albicans modificó la respuesta 

transcripcional de S. mutans en la biopelícula de dos especies, siendo la mayoría de los genes 

regulados al alza relacionados al transporte de carbohidratos y los procesos metabólicos. 

Interesantemente, en este trabajo se encontró un elevado metabolismo de piruvato y galactosa 

por S. mutans, y el análisis de metabolitos confirmó una elevada cantidad de formiato en el 

medio de cultivo de las biopelículas duales. Como fue mencionado, en nuestra investigación 

también hubo un aumento en la abundancia relativa del gen pflA relacionado al metabolismo 

de carbohidratos, y a pesar de ser especies lejanas, es llamativo que estas vías del 

metabolismo coincidan en sus cambios al formar biopelículas con más de una especie 

bacteriana. 

Finalmente, cual sea el enfoque experimental utilizado para abarcar estudios 

transcripcionales, se deben tener en cuenta las características de cada especie bacteriana y el 

tipo de conformación de biopelícula que se llevará a cabo. 
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5 CONCLUSIONES 

Con este trabajo se pretendió aportar conocimiento en cuanto a los mecanismos de 

supervivencia y persistencia de L. monocytogenes en las instalaciones de la industria 

alimentaria, en esta ocasión con un enfoque en la formación de biopelículas mixtas. Las 

conclusiones obtenidas fueron las siguientes: 

- La cantidad de biopelícula formada por L. monocytogenes es cepa dependiente. 

- El comportamiento de L. monocytogenes formando biopelículas con otras especies 

bacterianas se vio modificado con respecto a cuando formó biopelículas individuales. 

En biopelículas duales y mixtas junto a Hafnia sp., Citrobacter sp. y S. aureus, L. 

monocytogenes aumentó su biomasa celular independiente de la cepa de L. 

monocytogenes. 

- En biopelículas duales y mixtas de L. monocytogenes, los cambios en la cantidad de 

matriz extracelular respecto a las biopelículas monoespecie no se relacionaron 

directamente con los recuentos celulares. 

- El gen pflA, relacionado al metabolismo de carbohidratos, presentó mayor abundancia 

transcripcional en L. monocytogenes en respuesta a la presencia de Hafnia sp., lo que 

puede estar asociado al mayor número de células formadoras de biopelículas 

detectadas en esta condición.  
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MATERIAL COMPLEMENTARIO 

 

 

 

 

Figura S1.  Integridad del RNA extraído desde biopelículas monoespecie y duales. Se 

identifican seis muestras, las tres primeras correspondientes a réplicas de biopelículas de L. 

monocytogenes sola (M), y las tres últimas a réplicas de biopelículas duales (D) de L. 

monocytogenes más Hafnia sp. Cada carril fue cargado con 3 μl de RNA por muestra; sin 

embargo, se observan bandas más intensas en las tres réplicas de biopelículas duales, por lo 

que es posibles asumir que en esta conformación hay una mayor cantidad de RNA total. 

 

 

 


