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Resumen 
Staphylococcus spp. tiene la capacidad de adherirse y desarrollar biopelículas sobre diferentes 

superficies de contacto. Así el objetivo de la presente investigación fue comparar la producción de 

biopelículas de Staphylococcus spp. sobre acero inoxidable empleando dos medios de cultivo, leche 
Ultra High Temperatura (UHT) y Brain Heart Infusion broth (BHI). Se realizaron recuentos 

microbiológicos de las células adheridas en dos tiempos (12 y 24 h), en los dos medios de cultivo, 
incubados a 25 °C. Los recuentos de las células adheridas fueron analizados mediante ANOVA y 

comparación de medias por el test de Duncan (p < 0,05). Las biopelículas de dos cepas (cepa silvestre 
y cepa de tipo) cultivadas por 12 h en BHI, fueron observadas empleando microscopia electrónica de 

barrido (MEB). Se obtuvieron recuentos microbiológicos entre 7 y 8 log UFC/cm2. Fue observada 

diferencia significativa entre las cepas evaluadas, mientras que, no hubo diferencia significativa en los 
tiempos y medios de cultivo evaluados. Fue comprobado a través de la MEB que la cepa silvestre S.a2 

presentó considerable producción de biopelículas, como era esperado de acuerdo con los resultados 
encontrados en los recuentos microbiológicos. Esto indicaría que la leche proporciona condiciones 

adecuadas para la formación de biopelículas de Staphylococcus spp. sobre acero inoxidable. 
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Abstract 
Staphylococcus spp. can adhere and produce biofilm on different contact surfaces. Thus, the aim of 
this work was to compare the biofilm production by Staphylococcus spp. on stainless steel using two 

culture media, milk Ultra High Temperatura (UHT) and Brain Heart Infusion broth (BHI). The bacterial 

count of adhered cells on steel was performed two times (12 and 24 hours) for both media evaluated 
with incubation at 25 °C. The bacterial counts of adhered cells were analyzed using ANOVA and 

Duncan's test for average comparison (p < 0.05). The biofilm formation of two strains (wild type strain 
and type strain) were observed applying Scanning electron microscopy (SEM). The bacterial counts 

were between 7 and 8 log CFU/cm2. Significant difference was found among the strains evaluated; 
however, no significant difference was described in times and culture media tested. It was showed by 

SEM that the wild type strain (S.a2) had considerable ability to biofilm production, which was expected 

due its results on bacterial counts. Thus, it can indicate milk offers appropriate conditions to biofilm 
formation of Staphylococcus spp. on stainless steel. 
 

Keywords: Contact surface; culture media; bacterial biofilm; SEM. 
 

 

1. Introducción 
En la industria láctea, Staphylococcus spp. 
puede provenir de diferentes fuentes, como 
leche cruda, equipos de ordeño, equipos 
de procesamiento, medio ambiente, mani-

puladores de alimentos, entre otros (André 
et al., 2008; Acco et al., 2003; Simeão do 
Carmo et al., 2002; Jørgensen et al., 2005). 
Gran parte de los casos de contaminación 
en este sector son ocasionados por los 
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manipuladores de alimentos (Castañeda-
Ruelas, 2017; Acco et al., 2003). Se conoce 
que al rededor del 20 al 30% de la 
población humana es portadora persistente 
de Staphylococcus aureus mientras que el 
60% son portadores intermitentes, es decir 
colonizadores transitorios. De hecho, solo 
el 20% de las personas no serían 
portadores de S. aureus (Wertheim et al., 
2005), siendo las fosas nasales el principal 
nicho de S. aureus (van Belkum et al., 2009; 
Vatansever et al., 2016). Adicionalmente, 
numerosas investigaciones muestran que 
S. aureus es uno de los principales 
patógenos asociados a mastitis subclínica 
en vacas lecheras (Contreras y Rodríguez, 
2011; Khoramrooz et al., 2016; Zhang et al., 
2016); consecuentemente, esta infección 
puede contribuir con la contaminación de 
S. aureus a la leche cruda y debido a 
posibles deficiencias en los procesos de 
producción, este patógeno puede ser 
transferido a los derivados lácteos 
(Castañeda-Ruelas et al., 2017) 
El género Staphylococcus comprende más 
de 50 especies, una de las más estudiadas 
es S. aureus que está catalogado como un 
patógeno oportunista, posee diferentes 
factores de virulencia, entre ellos la forma-
ción de toxinas y adhesinas (Honeyman et 
al., 2002). Las proteínas de adhesión 
codificadas por los genes bbp, fib, cna, 
clfA, clfB, fnbA, fnbB, ebpS, eno son 
conocidas como microbial surface 
components recognizing adhesive matrix 
molecules (MSCRAMM) están presentes en 
la pared celular, proporcionándole a 
Staphylococcus la capacidad de colonizar 
y formar biopelículas (Patti et al., 1994). 
Adicionalmente, los genes icaA e icaD 
están ampliamente estudiados por su 
relación con la formación de biopelículas, 
básicamente por la producción de la 
adhesina intercelular polisacárida (PIA) y la 
polyN-acetylglucosamine (PNAG) que 
promueven y forman parte de las 
biopelículas de Staphylococcus (Heilmann, 
2011). Las biopelículas bacterianas son 
comunidades microbianas organizadas 
sobre una superficie viva o inerte, con 
características funcionales y estructuras 
complejas, posen un proceso dinámico de 
formación que sigue las siguientes etapas: 
adhesión, proliferación y formación, 
maduración y finalmente la dispersión de la 
biopelícula (Le et al., 2014). Está relatado 
que el 99% de las bacterias viven en forma 
de biopelículas y solo el 1% de ellas viven 
en estado plantónico (Sanclement et al., 
2005). Este singular comportamiento tiene 
profundas consecuencias en el modo de 
analizar la supervivencia de las células 

procariotas en ambientes naturales e 
industriales (Liaqat, 2011).   
En la producción de lácteos, las bio-
películas microbianas se pueden formar 
sobre todo tipo de superficies, como: 
mesas de trabajo, utensilios, tubulaciones, 
pisos, paredes, equipos, afectando 
negativamente la calidad microbiológica 
del producto final (Vlková et al., 2008; Dutra 
et al., 2018). Las biopelículas aportan 
protección a las células bacterianas, 
disminuyendo con ello la eficiencia en los 
procedimientos de limpieza y desinfección 
(Vázquez-Sánchez et al., 2013). En conse-
cuencia, genera la necesidad de desa-
rrollar nuevas estrategias, así como 
agentes anti-biopelículas que permitan la 
prevención y control de estas, minimizando 
el riesgo de contaminación en los alimentos 
(Ait Ouali et al., 2014; Meesilp y Mesil, 
2018). Por lo tanto, es indispensable más 
investigaciones que permitan evaluar la 
formación de biopelículas en superficies de 
materiales comúnmente utilizado en la 
industria láctea como el acero inoxidable, 
igualmente evaluar el comportamiento de 
estos microorganismos utilizando medios 
de cultivo disponibles en las plantas de 
procesamiento como la leche el suero, 
salmueras. 
Así, el objetivo de la presente investigación 
fue comparar la producción de biopelículas 
formadas por Staphylococcus spp. sobre 
acero inoxidable empleando dos medios de 
cultivo leche UHT y BHI. De esta manera se 
evaluaría la capacidad potencial de 
Staphylococcus spp. de colonizar super-
ficies de acero inoxidable con residuos de 
leche desarrollando biopelículas. Mostrán-
dose así, como posible reservorio para la 
transmisión de este patógeno en las 
plantas de productos lácteos. 

 
2. Materiales y métodos 
La formación de biopelículas fue realizada 
de acuerdo con el esquema de la Figura 1. 
Iniciando con la preparación de inóculo, 
contaminación de la leche UHT y Brain 
Heart Infusion broth (BHI, OXOID, CM 0373) 
posterior incubación en microplaca a 25°C, 
finalmente el recuento de células viables en 
agar Baird Parker (BP, OXOID, CM 0275) y 
la observación por MEB de las biopelículas 
formadas en BHI como medio de cultivo. 
 

2.1 Origen de las cepas  
En total fueron utilizadas cuatro cepas: dos 
cepas tipo (S. aureus N315 y S. Epidermidis 
ATCC 12228) y dos cepas silvestres (S.a1, 
S.a2), las cuales pertenecen a la colección 
de microrganismos del Laboratorio, 
Higiene y Lacteos (Escuela Superior de 
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Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), 
Universidad de São Paulo (USP), Brasil). 
Las cepas S.a1 y S.a2, previamente fueron 
identificadas por el equipo del mencionado 
laboratorio, tanto la especie (Rodrigues et 
al., 2017) como los genes de adhesión y de 
formación de biopelículas (Cruzado et al., 
2015). La procedencia y perfil genotípico 
de las cepas empleadas se muestran en la 
Tabla 1.  
 

2.2 Mantenimiento de las cepas y prepara-
ción del inóculo inicial  
Las cepas mantenidas en Trypticase Soy 
Agar (TSA, OXOID, CM0131) fueron 
repicadas en BHI e incubadas a 37± 1°C 
por 24 h.  A partir del caldo con cultivo, se 
preparó un inóculo inicial de cada cepa, 
estandarizado con la escala de 0.5 
McFarland (108 UFC/ml) para posterior uso. 
 

2.3 Formación de biopelículas 
Las superficies empleadas fueron trozos de 
acero inoxidable 304 (TAI) de 2,7 cm2, los 
cuales fueron individualmente higienizados 
y sanitizados de acuerdo con la método-
logía propuesta por Marques et al. (2007). 
La formación de biopelículas se realizó en 
microplaca de 24 pocillos, siguiendo la 
metodología adaptada de Stepanović et al. 
(2000). Cada pocillo de la microplaca, 
conteniendo el TAI, fue inoculado con 1 mL 
de leche UHT o BHI previamente 
contaminado con 107 UFC/mL de cada 
cepa, ajustado a partir del inóculo inicial, 
descrito anteriormente. Las microplacas 
fueron incubadas durante 12 y 24 h a 25 °C. 
 

2.4 Recuento de células adheridas  
Tres TAI del mismo tratamiento (leche UHT 
o BHI) fueron transferidos a tubos con 4 mL 
de agua peptona estéril 0,1% (dilución 10-1) 
y tratados con ultrasonido (UNIQUE, 
modelo USC-800A, Brasil) a 40 kHz durante 

3 min, procedimiento utilizado para des-
prender las células adheridas. Placas de 
BP fueron inoculadas con 0,01 mL 
(microgota) de las diluciones seriadas 
correspondientes (10-1 hasta 10-6) e incuba-
das durante 48 h a 37 ºC. Se calcularon las 
UFC/cm2 para cada una de las tres réplicas 
independientes realizadas, utilizando la 
fórmula 1 (Martin et al., 2016). 
 

𝑈𝐹𝐶

𝑐𝑚2 =
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
 𝑥 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 (𝑚𝑙)

á𝑟𝑒𝑎 (𝑐𝑚2)
               (1) 

 

Donde: 
UFC

ml
= Número de colonias por ml; 

Volumen de dilución = Volumen de la 
primera dilución; Área= área de los tres 
TAI. 
 

2.5 Microscopia electrónica de barrido 
(MEB) 
Se analizaron TAI con 12 h de incubación 
en BHI, una cepa silvestre y una cepa tipo, 
S.a2 y ATCC 12228, respectivamente. Un 
cupón de cada cepa fue trasferido a una 
nueva microplaca de 24 pocillos para 
realizar tres lavados con Phosphate 
Buffered Saline (PBS, SIGMA, P3813) 
estéril. Las biopelículas se fijaron con 
solución de Karnovsky modificado (Parafor-
maldehído 2%, glutaraldehído 2,5%, CaCb 
25 mg/ml) (Sigma Chemical, St. Louis, MO, 
EUA) por 3 h a 5°C, posteriormente 
tratados con osmio al 2% (EM Sciences, 
Philadelphia, PA, EUA) por 24 h a 25°C y 
secados en silica-gel por 12h. Finalmente 
los TAI fueron fijados en los soportes, 
metalizados en baño de oro (Balzers, 
modelo SCD-050) y observados mediante 
microscopio electrónico de barrido (LEO 
435 VP, Leo Electron Microscopy Ltda., 
Cambridge, England) en el Departamento 
de Entomología y Acarologia (ESALQ/USP). 

 

 
 
Figura 1. Esquema realizado para el recuento de células adheridas y la observación de biopelículas mediante la MEB. 
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Tabla 1 
Lista de cepas bacterianas utilizadas  
 

Identificación  Procedencia Especie Perfil genotípico 

S.a1 
Queso fresco antes de 
envasar 

S. aureus bbp, fib, fnbB, clfA 

S.a2 Leche cruda S. aureus 
icaA, icaD, EbpS, fnbA, bbp, cna, eno, fib, 
clfB, fnbB, clfA 

N315 Infección nosocomial  S. aureus icaA, icaD, fnbB, fnbA, clfA, clfB, ebpS*   
ATCC12228  S. epidermidis  ebpS** 

icaA e icaD = intercellular adhesion gene A and D, bap = encoding biofilm associated protein, bbp = encoding bone sialoprotein binding 
protein, clfA y clfB = encoding clumping factors A and B, cna = encoding collagen binding protein, ebpS = encoding elastin binding 
protein, eno = encoding laminin binding protein, fnbA y fnbB = encoding fibronectin binding proteins A and B, fib =encoding fibrinogen 
binding protein. Kuroda et al. (2001); ** Zhang et al. (2003). 
 

Análisis estadístico 
Los datos del recuento microbiológico en 
log UFC/cm2 fueron analizados con el 
software XLSTAT 2016 (Microsoft®, WA, 
USA). Se realizó ANOVA al 5%, teniendo 
como fuente de variación el tipo cepa y el 
medio de cultivo y como variable respuesta 
el recuento de células viables en log 
UFC/cm2. Fue utilizado el test de Duncan 
para comparar las medias.  

 
3. Resultados y discusión 
De acuerdo con el ANOVA realizado, se 
encontró diferencia significativa (p=0,0003) 
entre las cuatro cepas evaluadas (Figura 
2), mientras que no se observó diferencia 
significativa (p > 0,05) entre los medios de 
cultivo utilizados (Leche UHT y BHI) ni en 
los tiempos de evaluación (12 y 24 h).  La 
diferencia significativa entre cepas 
evaluadas, encontrada en este trabajo, es 
similar al realizado por Kroning et al. 
(2016), los autores también encontraron 
diferencia significativa entre las 14 cepas 
que evaluaron, compararon biopelículas 
formadas sobre acero inoxidable a 25 °C.  

 

 
Figura 2. Promedio del recuento de células adheridas 
de cada cepa evaluada. Letras diferentes indican, diferencia 

significativa por el test de Duncan (p < 0,5). 

 
La cepa silvestre S.a2, que presentaba 
once genes asociados a adhesinas y 
formación de biopelículas (Tabla 1), entre 
ellos los genes icaA e icaD, presentó los 
recuentos microbiológicos más altos, ob-
teniéndose en promedio 8,79 log UFC/cm2, 

significativamente diferente a las otras tres 
cepas evaluadas (Figura 2). Como era 
esperado la cepa ATCC 12228 presentó el 

menor recuento microbiológicos (8,10 log 
UFC/cm2). La cepa ATCC 12228 también 
fue utilizada por otros autores (Hassan et 
al., 2011; Arciola et al., 2001) como cepa 
poco formadora de biopelículas, por tener 
ausencia de los genes icaA e icaD. 
Posteriormente, en otra investigación 
realizada por Siljamäki et al. (2014), 
comparó la formación de adhesinas en tres 
cepas de S. epidermidis: una cepa 
comensal (ATCC 12228), una cepa aso-
ciada a sepsis (RP62A) y una proveniente 
de mastitis bovina (PM221), mostró que la 
producción de adhesinas fue similar, sin 
embargo, la patogenicidad de la cepa 
PM221 fue más alta, sugiriendo que la pro-
ducción de adhesinas no necesariamente 
está relacionada con la patogenicidad de 
las cepas. Es indudable que los estafi-
lococos pueden utilizar diferentes mecanis-
mos para formar biopelículas. En varios 
estudios, la presencia de genes del operón 
ica ADBC no se correlacionan comple-
tamente con la producción in vitro de 
biopelículas, lo que indica que otros 
mecanismos están probablemente in-
volucrados (Chokr et al., 2006; Vasudevan 
et al., 2003; Allignet et al., 2001; Mack et al., 
1996). Así, los recuentos microbiológicos 
de cada cepa, que indicarían la producción 
de biopelículas, medidos en este ensayo 
(Figura 2), fue observado que las cepas 
S.a1 y ATCC 12228 que no poseen lo genes 
icaA e icaD, estadísticamente son iguales a 
los recuentos de la cepa N315 que posee 
los genes icaA e icaD.  
Por otro lado, el hecho de no encontrar 
diferencia significativa entre los medios de 
cultivo se puede sugerir que es debido a la 
plasticidad metabólica que presentan las 
bacterias (Madigan et al., 2016). Staphylo-
coccus produce diferentes enzimas, como: 
lipasas, proteasas, fosfolipasas, catalasas, 
coagulasas, beta-lactamasas, oxidasas, 
entre otras. Enzimas que le permiten ade-
cuarse rápidamente al medio, facilitando la 
absorción de nutrientes que están 
presentes. Esta plasticidad metabólica fue 
observada debido a que se empleó dos 
medios de cultivo. Por un lado, leche UHT 
que posee los nutrientes necesarios para el 
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desarrollo microbiano, así como un pH 
próximo al neutro, condiciones apropiadas 
que Staphylococcus fácilmente puede 
aprovechar (Giannuzzi y Parada, 1991). Por 
otro lado, BHI es una fórmula rica en 
nutrientes que se emplea en laboratorio 
como medio de cultivo para una gran 
variedad de microorganismos. Los princi-
pales componentes de este medio de 
cultura incluyen extractos de diferentes 
tejidos animales además de peptona, 
tampón fosfato y glucosa que proporcionan 
a las bacterias una fuente de energía 
rápida y de fácil acceso. 
 

 
 

Figura 3. Promedio del recuento de células adheridas 
utilizando leche UHT y BHI como medio de crecimiento 

en cada cepa evaluada. Letras diferentes indican, diferencia 

significativa por el test de Duncan (p < 0,5).  
 

En la Figura 3 se observa dicha versatili-
dad, ya que el recuento de células viables, 
estadísticamente fueron las mismas en los 
dos medios de cultivo evaluados (p = 0,75). 
Se obtuvieron recuentos entre 7 y 8 log 
UFC/cm2 tanto en leche UHT como en BHI, 
lo cual sugiere el potencial que posee 
Staphylococcus para la formar biopelícu-
las, indiferente al medio de cultivo utilizado. 
Zottola y Sasahara (1994) y Marques et al. 
(2007) mencionan que para que ocurra 
formación de biopelículas el recuento de 
células adheridas debe estar entre 6 y 7 log 
UFC/cm2, valores inferiores indicarían 
apenas un proceso de adherencia. En base 

a lo antes mencionado, todas las cepas 
evaluadas presentaron recuentos micro-
biológicos superiores a 7 log UFC/cm2, 
indicando formación de biopelículas sobre 
acero inoxidable en los dos medios de 
cultivo evaluados. 

 

 
 

Figura 4. Promedio del recuento de células adheridas 
en 12 y 24 horas de incubación en cada cepa evaluada.  

Letras diferentes indican, diferencia significativa por el test de 
Duncan (p < 0,5).  

 
Con relación a los recuentos micro-
biológicos en los dos tiempos evaluados 
(12 y 24 h), mostrados en la figura 4. Se 
observó resultados similares a los encon-
trados por Son et al. (2016), dónde la 
población bacteriana (UFC/TAI) se mantuvo 
constante durante las 72 h de evaluación. 
Este fenómeno puede ser explicado, debido 
a que, las biopelículas tienen un proceso 
dinámico, en el caso de biopelículas forma-
das por Staphylococcus la acción proteí-
nas: Phenol-Soluble-Modulins (PSMs), pro-
teasas y nucleasas, influyen en el des-
prendimiento de fracciones de biopelículas, 
con ello la “pérdida” de células (Le et al., 
2014). 
También puede ocurrir el agotamiento de 
nutrientes y la acumulación de metabolitos 
que dificultan el aumento de la densidad 
poblacional, de esta forma son observados, 
recuentos similares a lo largo del tiempo 
(Karatan y Watnick, 2009). 

 

 
Figura 5. Micrografías de la formación de biopelículas sobre acero inoxidable de las cepas S.a2 (a) y S. epidermidis 
ATCC 12228 (b) con 12 h de incubación a 25 °C, utilizando BHI como medio de crecimiento. Aumento= 20.000x. 
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Finalmente, la arquitectura de las biopelí-
culas fue observada mediante MEB, permi-
tiendo observar las comunidades bacteria-
nas formadas sobre las superficies de los 
TAI a 12 h de incubación utilizando BHI 
como medio de cultivo.  
La MEB puede ser utilizada como una 
técnica semicuantitativa. Con las micro-
grafías obtenidas (Figura 5), se pretende 
mostrar lo que posiblemente ocurriría en 
las superficies de acero inoxidable de las 
plantas productoras de lácteos.  
Se observaron dos cepas: una silvestre 
(S.a2) que presentó significativamente el 
recuento de células adheridas más alto y 
una cepa de tipo (ATCC 12228), consi-
derada como poco formadora de biope-
lículas. Mediante esta técnica se observó 
que la cepa S.a2, presentó considerable 
formación de biopelículas (Figura 5a), 
mientras que, la cepa ATCC 12228 produjo 
visualmente menos cantidad de biopelí-
culas (Figura 5b). Un experimento realizado 
por Di Ciccio et al. (2015) también observó 
que la cepa ATCC 12228 presentó menor 
formación de biopelículas comparada con 
otra cepa altamente formadora de 
biopelículas (ATCC 35984). El resultado 
obtenido en la MEB está en concordancia 
con los recuentos microbiológicos, dónde 
la cepa S.a2 presentó el más alto número 
de UFC/cm2, mientras que en la cepa ATCC 
12228 ocurrió lo contrario. 

 
4. Conclusiones 
 

Las biopelículas son comunidades mi-
crobianas de alta organización estructural, 
lo que genera problemas latentes de 
contaminación cruzada en la industria de 
lácteos. Las adhesinas y genes asociados a 
producción de biopelículas mejoran la ca-
pacidad de adhesión celular, colonizando 
con mayor facilidad diferentes superficies 
bióticas y abióticas. En ese sentido, los 
resultados de este trabajo indican que las 
cepas de Staphylococcus spp. evaluadas, 
forman la misma cantidad de biopelículas 
sobre acero inoxidable, independien-
temente al medio de cultivo utilizado: leche 
UHT o BHI. Por lo tanto, muestra la 
versatilidad de este microorganismo para 
adaptarse rápidamente al medio y utilizar 
los nutrientes para producir biopelículas. 
Es un hecho preocupante, debido que esta 
bacteria es comúnmente aislada en las 
plantas de lácteos, los datos mostrados 
sugieren que Staphylococus spp fácilmente 
podría aprovechar los residuos de leche 
presentes en las superficies para formar 
biopelículas. Sin embargo, es necesario 
investigar este comportamiento en un 

número mayor de cepas, en otras super-
ficies, tiempos y temperaturas. Finalmente 
recalcamos la importancia de una limpieza 
adecuada y con intervalos de tiempo 
recomendados, para evitar la formación de 
biopelículas microbianas sobre las super-
ficies.  
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