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Resumen: en este trabajo se ha estudiado la influencia del estado fisiológico (fase de 
crecimiento) de Listeria innocua en su termorresistencia. Los microorganismos en fase 
estacionaria son menos sensibles al calor que los que se encuentran en fase 
exponencial. Por otra parte se ha observado que la variabilidad de la inactivación es 
directamente proporcional a la inactivación en sí misma. Así, cuanto más intenso es un 
tratamiento térmico, menos microorganismos se mantienen viables, pero su número 
es más variable. Finalmente, la inactivación de los microorganismos en fase 
estacionaria es menos variable que la de los que se encuentran en fase exponencial.  
 
Palabras claves: Listeria innocua. Fases de crecimiento. Termorresistencia. 
Variabilidade. 
 
 

INTRODUCCIÓN 
 
 
Listeria monocytogenes es un patógeno de transmisión alimentaria, causante de 

la listeriosis. Esta ubicua bacteria es Gram-positiva, anaerobia facultativa, puede 
multiplicarse en un amplio margen de temperaturas, desde 0 hasta 42ºC, aunque lo 
hace óptimamente entre 30 y 37ºC, y su termorresistencia es notable (6).  

 
Las bacterias, por regla general, son más resistentes en fase estacionaria que en 

la exponencial (5). Por otra parte, la variabilidad de la inactivación se ha demostrado 
con diferentes microorganismos, L. innocua entre ellos, un émulo no patógeno de L. 
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monocytogenes, mediante acidificación (7), tratamientos térmicos (8) e irradiación con 
electrones acelerados (3). Por otra parte, también está demostrado que la fase de 
latencia de microorganismos clónicos es variable (2, 3, 4). Barajando todos estos 
antecedentes, se ha llegado a plantear el siguiente objetivo. 

 
 

OBJETIVO 
 
 

Analizar el efecto de la fase de crecimiento en que se encuentre Listeria innocua 
en la variabilidad de su inactivación mediante tratamientos térmicos 
 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 

Microorganismo: Listeria innocua (CECT 910: NCTC 11288; ATCC 33090). 
 
Medios de Cultivo: Agar soja tripticasa (TSA) para recuentos generales y 

reactivación, agar Palcam, selectivo para Listeria spp., caldo tripticasa soja (TSB) para la 
revitalización y crecimiento y solución fisiológica (0.8% NaCl) para diluciones y como 
medio de calentamiento. 

 

 Cepa y preparación del inoculo: Listeria innocua se mantuvo a -20ºC. Para 
reactivar la bacteria, se resembró dos veces consecutivas en TSB a 37ºC 
durante 24 horas. Se tomó un alícuota y se suspendió en el mismo medio. Se 
incubó durante diferentes tiempos, 6, 12, 24 y 72 horas, a 37ºC, para obtener 
microorganismos en diferentes estados fisiológicos en fase exponencial y 
estacionaria. Para obtener microorganismos en fase de latencia, tras revitalizar 
la cepa en TSB a 37ºC durante 24 h, se le dio un segundo pase en el mismo 
medio y temperatura, pero se la dejó crecer durante 48 h, momento en que se 
resembró en TSB a 37ºC durante 1 hora. En todos los casos los 
microorganismos se suspendieron en solución salina estéril a temperatura 
ambiente y se sometieron a diversos tratamientos térmicos. 
 

 Condiciones experimentales de inactivación. Se determinaron los parámetros 
de inactivación (valores D) de Listeria innocua mediante tratamientos térmicos 
en solución salina para luego poder programar unas condiciones de inactivación 
que produjeran efectos microbicidas controlados. Una vez determinado el valor 
D se aplicaron tratamientos microbicidas cuyo objetivo era reducir la carga 
microbiana de la muestra en aproximadamente 0, 1 y 3 ciclos logarítmicos. El 
tratamiento térmico, a 54ºC, se aplicaba a 60 tubos con 4.5 ml de salina estéril, 
a los que se añadían 0.5 ml de la suspensión de Listeria innocua. Una vez 
transcurridos los tiempos que permitían la inactivación programada para cada 
experiencia, se tomaba un alícuota de 0.1 ml de cada tubo y se depositaba en 
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un eppendorf con 0.9 ml de solución salina estéril y fría, con el objetivo de 
detener el tratamiento térmico. Los viables se determinaron mediante 
recuento en placa en TSA a 37ºC durante 48 horas. 
 

 Análisis de los datos. Una vez enumerados los supervivientes, las distribuciones 
resultantes se analizaron estadísticamente con ayuda del programa VariFit, 
donado por sus programadores, del Computational Microbiology Group of the 
Institute of Food Research (Norwich, United Kingdom). 

 
 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 

La figura 1 muestra la curva de crecimiento de L. innocua en TSB a 37ºC y los 
momentos en que se tomaron muestras para analizar la termorresistencia de los 
microorganismos. La tasa específica de crecimiento máxima fue de 0.508 h-1, lo que 
nos da un tiempo de duplicación de 44 minutos. Las bacterias recolectadas se 
suspendieron en solución salina y se calentaron a 54ºC para reducir su número en 0, 1 
y 3 ciclos logarítmicos [valor D54ºC = 6.61 minutos (1)]. 

 

 
 

Figura 1. Curva de crecimiento de Listeria innocua a 37ºC en TSB. 
 

Tiempo crecimiento (h) Valor D (min) Error típico 
1 7.53 1.94E-03 
6 6.17 3.83E-02 

12 7.12 2.53E-02 
24 7.55 3.65E-02 
72 8.40 1.35E-05 

 
Tabla 1. Termorresistencia de L. innocua a 54ºC en solución salina. Se muestra el error típico del ajuste del 
valor D. 

 
 

La Tabla 1 muestra los valores D obtenidos en las diferentes fases de crecimiento 
de L. innocua. Estos resultados confirman que los microorganismos son más 
termorresistentes en fase estacionaria que en la exponencial, cuando su estado 
fisiológico está exacerbado, lo que le permite una multiplicación constante. Para 
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analizar la variabilidad de la inactivación, a 180 muestras idénticas de cada lote (cada 
tiempo de crecimiento) se las sometió a un calentamiento a 54 ºC durante 7 y 21 
minutos y a un tercer grupo se le mantuvo en refrigeración. Esto se hizo por triplicado. 
Los recuentos de los supervivientes se aproximan a distribuciones normales tras haber 
crecido en TSB a 37ºC durante 24 horas. Las distribuciones obtenidas tras 6, 12, 24 y 72 
horas de incubación no se muestran por ser similares a las de la figura 2. 

 

 
 

Figura 2. Distribuciones de frecuencia del número de L. innocua supervivientes a 54ºC en solución 
salina. Corresponden a los microorganismos en fase de latencia (1 h de incubación a 37ºC). 

 
 
Cuanto más intenso es el tratamiento inactivante, más variable es su número 

como puede observarse en la Figura 3, en la que se muestran los coeficientes de 
variación (CV) del número de supervivientes en función del grado de inactivación 
alcanzado. Los datos revelan que los resultados más variables se han obtenido con las 
células en fase de latencia, mientras que en fase exponencial y estacionaria no se sigue 
un patrón claro, estando un tanto imbricadas unas muestras con otras, a pesar de que 
la termorrresistencia era bastante distinta. Recuérdese que las células en fase 
estacionaria son más termorrresistentes que en la fase exponencial (Tabla 1). 

 
En conclusión, se confirma que las células en fase exponencial son menos 

termorresistentes que las que se encuentran en fase estacionaria. Por otra parte, la 
inactivación resultó ser más variable en fase de latencia que en las otras, pero no se 
sigue una tendencia clara, por lo que solo puede concluirse que la variabilidad de la 
inactivación puede estar influida por la fase de crecimiento, pero deben existir más 
factores que la controlan. 
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Figura 3. Variabilidad de la inactivación de L. innocua a 54ºC en solución salina en función del tiempo 
de incubación a 37ºC antes de aplicar el tratamiento térmico.  
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