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Resumen

Las bacterias son capaces de persistir sobre superficies tras adherirse y producir
exopolisacaridos; originando un sistema extracelular capaz de albergar comunida-
des microbianas que interactian entre siy con suambiente, conocida como biopeli-
culas. Esta investigacion buscé evaluar la capacidad de adhesidn a superficies lisas y
la produccién de exopolisacdrido en presencia de dos fuentes de carbono en cepas
de Staphylococcus spp. procedentes de quesos blancos manufacturados en Valle-
dupar, Colombia. Se aislaron diferentes cepas de Staphylococcus (n= 25) a partir de
los quesos de manufactura artesanal e industrial y se identificaron las especies por
métodos bioquimicos, cuyos detalles técnicos y metodoldégicos debieron ser cuida-
dosos para evitar errores taxondmicos concluyentes sobre las especies del género
Staphylococcus. La produccién de exopolisacaridos se evalué durante una semana
en agar infusidn cerebro-corazén suplementado con glucosa y/o sacarosa y, como
revelador, rojo congo. La habilidad de las cepas para adherirse y producir biopelicu-
las se evaluio en tubos de ensayos de vidrio y en microplacas de poliestireno, para
ambos casos se utilizd como agente revelador cristal violeta. Todos los ensayos se
llevaron a cabo a 35 + 2 °C. Las cepas identificadas correspondian a: S. aureus, S.
xylosus, S. intermedius, S. hominis y S. haemolyticus. La produccién de exopolisacari-
do se vio mayormente influenciada cuando éstas crecieron en medios suplementa-
dos con glucosa en términos de 48 de horas incubacién. Todas las cepas tuvieron la
capacidad para adherirse y producir biopelicula sobre la superficie de vidrio y sélo
algunas de éstas lo hicieron sobre la superficie de poliestireno, los resultados re-
visten importancia de salud publica considerando que las cepas de Staphylococcus
estudiadas provienen de alimentos de consumo masivo lo que facilita su amplia di-
seminacién tanto en ambientes industriales como comunitarios.
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Adherence and biofilm formation on smooth
abyotic surfaces in Staphylococcus spp. Isolated of artisan
and industrial cheeses

Abstract

Bacteria are able to persist on surfaces after adhering and producing
exopolysaccharides; originating an extracellular system capable of harboring micro-
bial communities that interact with each other and with their environment, known
as biofilms. This research aimed to evaluate the ability of adhesion to smooth sur-
faces and the production of exopolysaccharide in the presence of two carbon sour-
ces in strains of Staphylococcus spp. isolated from white cheeses manufactured in
Valledupar, Colombia. Different strains of Staphylococcus (n = 25) were isolated
from artisanal and industrial cheeses and the species were identified by biochemical
methods, whose technical and methodological details had to be careful to avoid
conclusive taxonomic errors on the species of the genus Staphylococcus. The pro-
duction of exopolysaccharides was evaluated for one week on brain-heart infusion
agar supplemented with glucose and/or sucrose and red congo as developer. The
ability of the strains to adhere and produce biofilms was evaluated in glass tubes
and in polystyrene microplates test, for both cases was used crystal violet as deve-
loper. All assays were carried out at 35 + 2 °C. The strains identified corresponded to:
S. aureus, S. xylosus, S. intermedius, S. hominis and S. haemolyticus. Exopolisaccha-
ride production was most influenced when they grew in media supplemented with
glucose in terms of 48 hours of incubation. All strains had the ability to adhere and
produce biofilm on the glass surface and only a few of them did so on the polystyre-
ne surface, the results are of public health importance considering that the strains
of Staphylococcus studied come from massive consumption foods, which facilitates
their widespread dissemination in both industrial and community environments.

Key words: Staphylococcus, exopolysaccharide, biofilm, abiotic surfaces.

Introduccion

Se conoce en la actualidad que la mayoria de las bacterias encontradas en am-
bientes naturales, clinica humana, clinica veterinaria e industriales son capaces de
persistir en asociacién con las superficies (bidticas o abidticas) por su habilidad
de adherirse y producir exopolisacdridos; originando todo un sistema extracelular
capaz de albergar una serie de comunidades microbianas compuestas de multi-
ples especies que interactdan entre si y con su ambiente, mejor conocida como
biopeliculas (o biofilms). Existen amplios reportes que sefalan la capacidad de
produccion de exopolisacaridos en géneros bacterianos relacionados a ambien-
tes clinicos, comunitarios y alimentos, entre los que se mencionan estan: Pseu-
domonas aeruginosa, Pseudomonas fragi, Micrococcus spp., Enterococcus faecium,
Salmonella thyphimurium, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Bacillus
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cereus, Escherichia coli O157:H7 y Staphylococcus aureus (Criado et al. 1994, Leriche
y Carpentier 1995, Gilbert et al. 2003, Pompermayer y Gaylarde 2000, Chmielewski
y Frank 2003, Gupta et al. 2016).

La composicién quimica de los exopolisacaridos (también llamado glucocalix)
es diferente en cada bacteria, e incluso, varia entre los géneros bacterianos; por
ejemplo en Pseudomonas aeruginosa se compone de alginato, en S. typhimurium
es celulosa, rico en galactosa en Vibrio cholerae y poli-N-acetilglucosamina en S.
aureus (Castrillén et al. 2010).

Las biopeliculas se convierten en un problema de gran impacto en las industrias
alimentarias, ambientes hospitalarios o clinicos (veterinario y humano) y comuni-
tarios en general; ya que se producen en una gran variedad de superficies de con-
tacto que involucra alimentos, tejidos animales con propdsito alimenticio o no, te-
jidos humanos, prétesis, superficies de procesamiento en industrias, entre otros;
causando en éstos ambientes grandes inconvenientes, tales como: infecciones
persistentes, fracaso en tratamientos terapéuticos, fracaso en el aseguramiento
de alimentos inocuos y en los peores casos pérdidas humanas. Por ello surge la
necesidad de erradicar las biopeliculas asi como la de su agente etioldgico en estos
ambientes; ya que su presencia se traduce en grandes pérdidas econdmicas en las
industrias y pérdidas humanas en nuestros entornos (O’Gara y Humphreys 2001,
Kusumaningrum et al. 2003, Vasudevan et al. 2003, Marques et al. 2007, Stepanovi¢
et al. 2007, Namvar et al. 2013).

Por todo lo antes sefialado, el objetivo de estudio fue evaluar la capacidad de
adhesidn a superficies lisas y la produccién de exopolisacarido en cepas de Sta-
phylococcus spp. bajo la influencia de glucosa y sacarosa como fuentes de carbo-
no, ya que estas pueden favorecer o no la produccién de exopolisacaridos, esto se
debe a que porlo general esta matriz polisacaridica tiene una naturaleza anidnicay
crea todo un sistema efectivo para atrapar y concentrar nutrientes esenciales y mi-
nerales del ambiente, aportando un amplio grado de proteccién contra amenazas
del ambiente como: biocidas, antibidticos, anticuerpos, surfactantes, bacteriéfa-
gos y predadores externos como los gldbulos blancos. En esencia, esta matriz ex-
tracelular crea un ambiente tridimensional que rodea, anclay protege las bacterias
y hongos unidos a la superficie que colonizan potenciando no solo su capacidad de
transferencia sino su patogenicidad asi como la dificil erradicacion de éstos en los
distintos ambientes mencionados (Gilbert et al. 2003, Castrillén et al. 2010, Muru-
gan et al. 2010, Namvar et al. 2013).
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Materiales y Métodos

Procedencia, aislamiento e identificacién taxondmica de las cepas estu-
diadas

Para este estudio de tipo experimental las cepas de Staphylococcus estudiadas
(n=25) fueron aisladas a partir de doce muestras de quesos blancos de manufac-
tura artesanal (3 costefio blando, 3 costeno duro, 3 costefio semiduro) y de manu-
factura industrial (3 semidescremado) expendidos en la ciudad de Valledupar-De-
partamento del Cesar, Colombia. La preparacidn de las muestras de quesos y el
aislamiento de las cepas se llevaron a cabo siguiendo los estandares de la Comision
Venezolana de Normas Industriales (Comisidn Venezolana de Normas Industria-
les 1989, Comisidon Venezolana de Normas Industriales 2004). De cada muestra de
queso, fueron tomadas de 3-5 colonias tipicas de Staphylococcus para ser resem-
bradas en caldo infusién cerebro-corazén (Merck, Alemania) e incubadas a 36 *
2 °C por 18 horas. Se verificd la pureza de los cultivos mediante tinciéon de Gramy
se procedi6 a preservarlas con glicerol al 20% v/v (Fischer Scientific, USA) a -20 °C
en congelador horizontal (Premier, modelo CG-2439, China) (Ausubel et al. 2002).
La confirmacién del género y la denominacién de la especie bacteriana entre las
cepas estudiadas se llevd a cabo mediante ensayos bioquimicos miniaturizados;
estandarizado para identificacién de los géneros Staphylococcus, Micrococcus y
Kocuria API® Staph (bioMérieux, Marcy L’Etoile, France). Las reacciones fueron
reveladas, segun indicaciones del manufacturante, luego de su incubacién a 36 * 2
°C entre 18-24 horas. Finalmente, el género y especie de las cepas fueron obtenidas
con ayuda del programa de interpretacion APl Staph version 4.0.

Determinacidn de la producciéon de exopolisacarido en las cepas de Sta-
phylococcus spp.

La habilidad de producir exopolisacaridos en las cepas de Staphylococcus con-
sistié en el crecimiento de las cepas bacterianas, durante una semana a 36 + 2 °C,
sobre Agar Rojo Congo (RCA) que contenia como base por cada litro: 0,8 g de
rojo congo; 36 g de caldo Infusién Cerebro-Corazén y 12 g de agar. A éste medio
basal se le varid la fuente de carbohidrato (50 g/L de glucosa, 50 g/L de sacarosay
mezcla de ambas (25 g/L); cada caso en experimentos separados). Se identificaron
las cepas productoras de exopolisacdrido cuando su morfologia colonial mostraba
una textura rugosay coloracién negra, mientras que en aquellas cepas no produc-
toras del exopolisacdrido las colonias tipicas fueran rojas y lisas, segtin descrip-
cion de Freeman et al. (1989). Se incluyeron en el ensayo las cepas S. aureus ATCC®
25923y S. aureus COWAN | como controles positivos para las morfologias tipicas y
P. aeruginosa ATCC® 27853; E. faecalis ATCC® 29212 y E. coli ATCC® 35218 como con-
troles negativos. Para este ensayo todas las cepas fueron previamente activadas
en caldo tripticasa de soya-glucosado (0,25% p/v) (HiMedia, India) crecido durante
18-20 horas a 36 £ 2 °C.
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Adherencia y produccién de biopelicula de los Staphylococcus sobre su-
perficies abiéticas lisas

La habilidad de adhesién y produccidn de biopeliculas de los Staphylococcus so-
bre superficie lisa de vidrio se demostrd por el método descrito por Chritensens et
al. (1982) con modificaciones en este estudio, que consistieron bdsicamente en el
crecimiento previo de las cepas en presencia de glucosay el ajuste de la concentra-
cidn celular de partida para el ensayo. Para ello se inocularon, con 100 uL de cultivo
previamente crecido (18-20 horas a 36 + 2 °C) y ajustado al tubo ndmero dos de la
escala de McFarland, tubos de ensayos de vidrio que contenian 5 mL de caldo trip-
ticasa de soya suplementado con 1% p/v de glucosa (HiMedia, India) y se incubaron
a 36 =2 °Cdurante 48 horas. Pasado el periodo de incubacién los cultivos crecidos
fueron decantados y la biopelicula formada sobre las paredes del tubo de vidrio,
fueron fijadas con acetato de sodio al 2% p/v durante tres minutos, para luego, rea-
lizar tres lavados con agua desionizada. Cada uno de los tubos fueron tefiidos con
una solucién de cristal violeta (1% p/v) por 3 minutos y el exceso de cristal violeta
se elimind con tres lavados con agua desionizada. Finalmente, los tubos se dejaron
secar a temperatura ambiente en posicidn invertida sobre papel absorbente. Se
demostrd la adhesidn y produccidn de biopelicula sobre las paredes del tubo de
vidrio si se observaba de forma uniforme una pelicula definida en toda la pared y
en el fondo del tubo donde estuvo contenido el caldo de cultivo; luego se valord
cualitativamente la formacidn de biopelicula segun el tono de cristal violeta obser-
vado: 0-ausente, 1-débil, 2-moderado y 3-fuerte. No se consideré como formacién
de biopelicula la Unica formacién de un anillo en la zona de fase aire-liquido. Se
incluyeron en el ensayo las cepas S. aureus ATCC® 25923 y S. aureus COWAN | como
controles positivos y como control negativo un tubo con caldo tripticasa de soya
glucosado sin indculo que fue sometido a las mismas condiciones de incubacion,
fijacién y revelado de la biopelicula.

La habilidad de adhesion y produccidn de biopeliculas de los Staphylococcus
sobre la superficie lisa de poliestireno se evidencié creciendo las cepas en micro-
placas de cultivos celulares siguiendo el método propuesto por Chritensens et
al. (1985). Las cepas fueron activadas en caldo tripticasa de soya suplementado
con 0,25% p/v de glucosa (HiMedia, India) y crecidas toda una noche a 36 + 2 °C.
Al siguiente dia, las cepas se diluyeron en proporcidn 1:100 en caldo tripticasa de
soya glucosado (0,25% p/v) estéril y 200 uL de esta suspensiéon microbiana fueron
inoculados, por triplicado, en los pozos de las placas de microtitulacidn e incuba-
dos de 48 horas a 36 + 2 °C. Por otra parte, se colocaron 200 pL de caldo tripticasa
de soya glucosado sin inocular como control negativo y de esterilidad. Como con-
trol positivo de adhesién y produccidon de biopelicula se colocaron en otros pozos
las cepas S. aureus ATCC® 25923 y 6538; S. aureus COWAN 1y S. epidermids ATCC®
1228. Transcurrido el tiempo de incubacidn, los cultivos se decantaron y los pozos
se lavaron tres veces con buffer PBS pH= 7.4, con el fin de remover del sistema
las bacterias plancténicas. La biopelicula formada por las bacterias adheridas a las
paredes de cada pozo se fijo con acetato de sodio al 2% p/v. por 15 minutos y des-
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pués fueron tefiidas con cristal violeta al 1% p/v., el exceso de colorante se elimind
con cuatro lavados utilizando agua desionizada. Finalmente, las placas se dejaron
secar a temperatura ambiente en posicidn invertida para luego ser llevadas a un
lector de ELISA (Biorad, modelo 680) para ser medida la densidad éptica a una lon-
gitud de onda de 630 nm (DO, ). Los valores promedios de DO, de los triplicados
obtenidos de cada cepa se consideraron como el indice de biopelicula formado
luego de la adhesidn bacteriana a la superficie de cada pozo.

Los intervalos discriminatorios para calificar el poder de adhesién y formacién
de biopelicula sobre las microplacas de cultivo de tejido celular se calcularon si-
guiendo las deducciones descritas por Manijeh et al. (2008) con la modificacio-
nes propias para esta investigaciéon como sigue: en los supuestos casos donde se
cumplio que: DO, < DO_:se considerd la cepa como no productora; DO_< DO,
< 2(DO,): se considerd la cepa como débil productora; 2(DO ) < DO, < 3(DO,): se
considerd la cepa como moderadamente productora y donde 3(Ddc) <DO :se
considerd la cepa como fuerte productora. DO_ corresponde a la densidad optica
promedio del control negativoy DO, corresponde a la densidad 6ptica promedio
de cada cepa estudiada.

Analisis estadisticos

Los fenotipos de los Staphylococcus observados sobre rojo congo agar, la habi-
lidad para adherirse y producir biopeliculas sobre las superficies abidticas lisas de
vidrio y de poliestireno fueron correlacionados mediante andlisis de correlacion
multiple en el paquete estadistico Statgraphics plus versidn 5.1 con un nivel esta-
distico de significancia igual al 95%.

Resultados

Las cepas aisladas (n= 25) de los quesos muestreados se caracterizaron por
ser cocos Gram positivos con arreglos en forma de racimos, vistas al microscopio,
mientras que las pruebas bioquimicas por las cuales se les calificé como presunti-
vos Staphylococcus, ademas demostraron ser: productoras de la enzima catalasay
fermentadoras de glucosa tal como lo describen las literaturas para la clasificacién
clasica (MacFaddin 2000 y Hernandez et al. 2005). Los resultados bioquimicos del
método miniaturizado Api® Staph (bioMérieux, Marcy L’Etoile, France) indicaron
que el 80,0 % de las cepas se correlacionaron con S. aureus y; el resto de las cepas,
correspondian a las especies: S. xylosus (4,0 %), S. intermedius (4,0 %), S. hominis
(4,0 %), y S. haemolyticus (8,0 %).

Entre los Staphylococcus estudiados se evidenciaron cepas con capacidad de
producir la matriz de exopolisacdrido, que compone la biopelicula bacteriana, al
observarse la aparicién de colonias negras rugosas sobre las placas de RCA (Fig.
1; Cy D) una vez que se suplementaron con diversas fuentes de carbono: glucosa,
sacarosa y mezcla de ambas.
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También se observaron cepas no productoras del exopolisacarido cuyas colo-
nias fueron de color rojo (Fig. 1; Ay B). De las especies no-aureus, sélo S. xylosus
fue incapaz de producir el exopolisacarido esperado en las diferentes fuentes de
carbohidratos probadas.

Cuando la fuente de carbono en el medio agar rojo congo era glucosa (RCA-G),
pudo observarse en las cepas de Staphylococcus spp. que, luego de 24 horas de
incubacidn, el 24,0 % de las cepas mostraron colonias homogéneas negra/rugosas
y un 4,0 % con coloracidn roja/lisas que caracterizan a las cepas de Staphylococcus
como productoras y no-productoras del exopolisacarido, respectivamente, el cual
sirve como matriz para la formacién de biopeliculas. En el 64,0 % de las cepas se
observd la co-existencia de colonias negras y rojas (Fig. 1; A), siendo esto un fené-
meno que sefiala que no todas las colonias de una misma cepa muestran precisa-
mente la misma velocidad con la que producen el exopolisacarido. La aparicion
de colonias grisaceas (Fig. 1; B) entre la poblacién estudiada de Staphylococcus se
precisé en el 8,0 % de las cepas.

D

B

Figura 1.- Fenotipos observados en Staphylococcus spp. crecidos sobre el agar rojo
congo. Ay B: corresponden a colonias rojas/lisas tipicas de Staphylococcus no-pro-
ductoras de exopolisacdridos. La flecha, en la placa A indican colonias de la po-
blacién productoras de exopolisacarido (negras) y en la placa B indican algunas
colonias de la poblacién con tendencia a producir exopolisacarido (griséceas). C
y D: corresponden a colonias negras/rugosas de Staphylococcus productoras de
exopolisacaridos.
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Transcurridas las 48 horas de incubacién pudo observarse un incremento sig-
nificativo de cepas positivas para la produccién del exopolisacarido (44,0 %), de-
sapareciendo por completo la co-existencia de colonias negras y rojas en aquellas
cepas mencionadas anteriormente; asi como también la desaparicidn de las tonali-
dades grisdceas de aquellas cepas que mostraron este fenotipo. Todos los Staphy-
lococcus que resultaron negativos para la produccién del exopolisacérido (56,0 %)
al hacerle seguimiento a su morfologia colonial, durante una semana, no se obser-
varon cambios en la tonalidad roja.

Cuando la fuente de carbono en el RCA fue sustituido por sacarosa (RCA-S) se
observd, alas 24 horas de incubacién, que el 32,0 % de las cepas mostraba un feno-
tipo negativo para la produccidn del exopolisacarido, un 8,0 % tenia un aparente
aspecto de positividad (negruzcas no rugosas) y el fenédmeno fenotipico de apa-
ricion de colonias negras y rojas dentro de una misma poblacidn se hizo evidente
en un 60,0 %, tal como cuando el ensayo se llevd a cabo con glucosa. Sin embargo,
transcurridas las 48 horas de incubacién; pudo notarse que el 100 % de las cepas
de Staphylococcus mostraron un fenotipo colonial rojo y esto no varié luego de
una semana de extensidn de su incubacidn, lo que indica que las cepas de Staphy-
lococcus estudiadas resultaron negativas para la produccidn del exopolisacarido,
al término del tiempo transcurrido, cuando fueron expuesta a la sacarosa como
Unica fuente de carbono.

Al ser evaluado el efecto de la glucosa y la sacarosa en concentraciones equi-
molares en el agar rojo congo (RCA-G/S) (Fig. 3) se pudo observar que, en las
primeras 24 horas de crecimiento, el 16,0 % de las cepas mostraron los fenotipos
caracteristicos de cepas productoras de exopolisacdrido, es decir; que este feno-
tipo duplicé su frecuencia si se compara con el ensayo de RCA-S. También se pudo
apreciar que el 40,0 % de las cepas mostraron la aparicidn de colonias rojas y negras
dentro de su misma poblacién y, a diferencia de lo observado sobre RCA-S donde
no se visualizé la aparicién de cepas con fenotipos grisdceos, se pudo registrar que
el 8,0 % de las cepas estudiadas tuvo ese comportamiento fenotipico. En el 36,0 %
de las cepas se evidencid la no produccidn del exopolisacarido. Transcurridas las
48 horas de incubacidn, las frecuencias iniciales descritas se vieron modificadas
observandose un 88,0 % de cepas con fenotipos caracteristicos de cepas no-pro-
ductoras de exopolisacarido y 12,0 % capaces de producirlo. No se observaron a
este tiempo ni a posteriores, fenotipos grisaceos o colonias rojas y negras dentro
la poblacidn para una misma cepa.

En la demostracion de la capacidad de adhesién y formacidn de biopelicula so-
bre las superficies abidticas lisas ensayadas, se pudo revelar que el 100 % las cepas
de Staphylococcus manifestaron éstas habilidades sobre la superficie de los tubos
de ensayo de vidrio, dejando en evidencia que algunas cepas fueron capaces de
formar mayor nimero de capas del polisacdrido de adhesidn intercelular y, por
lo cual, se observd entre los tubos unas tonalidades de cristal violeta mas fuerte
que otras (Fig. 2). El conjunto de cepas con cardcter débil para la adhesién sobre
el material abidtico de vidrio estuvo representada por apenas un 8,0 % del total de
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las cepas ensayadas, en este grupo cabe resaltar la cepa de S. xylosus no produc-
tora de exopolisacdrido en los ensayos de RCA. Tipicamente se observé entre las
cepas de Staphylococcus una elevada frecuencia de cepas que mostraban mediana
y fuerte adhesidn sobre la superficie del tubo de ensayo de vidrio; las cuales estu-
vieron representadas por el 44,0 % y 48,0 % respectivamente.

Figura 2.- Adhesién y formacién de biopeliculas sobre la superficie de los tubos de ensayos
de vidrio en Staphylococcus spp. Las cepas S. aureus (Staph-09 y 26) muestran reaccién
débil, los S. aureus (Staph-03, 15 y ATCC 25923°) y S. haemolyticus (Staph-16) sefialan reac-
cion moderadayy; S. aureus (Staph-08, 15) y S. hominis (Staph-25) muestran reaccién fuerte.
Control (-): tubo de ensayo que contuvo TSB-glucosa sin inocular e igualmente sometido a
tincidn con cristal violeta al 1% p/v.

La potencialidad para la adhesién y produccidn de biopelicula sobre la superfi-
cie abidtica lisa de poliestireno entre los Staphylococcus estudiados (Fig. 3) quedd
demostrada al observar que un grupo de éstas (32,0 %) lograron generar la biope-
licula efectivamente pudiéndolas clasificar como productoras fuertes con valores
de absorbancia promedio de 0,54 * 0,44 unidades.

El grupo adherente y caracterizado como moderados productores de biopeli-
culas (12,0 %) tuvieron valores de absorbancia en el rango de 0,16 + 0,01 unidades
(entre estas estuvo S. xylosus no productora de exopolisacarido en los ensayos de
RCA). Otra gran proporcién de los aislados estudiados con capacidad adherente y
con débil produccidén de biopelicula (36,0 %) tuvieron absorbancias oscilantes entre
0,08 + 0,02. El grupo categorizado como no adherente, y consecuentemente, inca-
paces de formar la biopelicula sobre la microplacaplaca de poliestireno (20,0 %) tu-
vieron valores de absorbancia que fluctuaron alrededor de 0,060 * 0,01 unidades.
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Staph 02-05
Staph 06-09
Staph10-13
Staph 14-17
Staph18-21

Staph22-25

Staph 26; ATCC 25923;
COWAN [; ATCC 6538.

Figura 3.- Biopeliculas formadas por los Staphylococcus sobre la superficie de la microplaca
de poliestireno. De izquierda a derecha se observa, por triplicado, cada una de las cepas en
estudio y controles incluidos.

En los andlisis estadisticos no se encontré correlacidn significativa entre los fe-
notipos de los Staphylococcus observados en los ensayos de RCA, en cuanto a su
adhesién y produccién de biopeliculas a las superficies lisas de vidrio (r= -0,433;
n= 25; p<0,05) ni a las superficies lisas de poliestireno (r=-0,406; n= 25; p< 0,05).
Tampoco se hall6 correlacion alguna al comparar los resultados de adhesidn y pro-
duccidn de biopeliculas de los Staphylococcus en ambas superficies abidticas lisas
ensayadas (r= 0,285; n= 25; p< 0,05).

Discusion

Aun cuando las cepas de esta investigaciéon fueron aisladas y caracterizadas bio-
quimicamente siguiendo las recomendaciones de la Comisién Venezolana de Nor-
mas Industriales (2004) para el aislamiento e identificacién de S. aureus a partir de
muestras de alimentos, fue requerida una ampliacién de las pruebas bioquimicas
para llegar a confirmar adecuadamente la identificacién taxonémica de las cepas
aisladas a partir de los quesos y por lo que se recomienda hacer una actualizacién
a la norma anteriormente citada.

Generalmente las normas o estdndares para la identificacién de S. aureus re-
comiendan la fermentacién de manitol y la produccién de la enzima coagulasa (li-
bre o ligada) como caracteristicas minimas para diferenciarlos de otros Staphylo-
coccus, sin embargo, existen ciertas interferencia técnicas que pueden conducir
a falsos positivos o negativos en el ensayo de la determinacién de la coagulasa.
Ejemplos de ello son: la apreciacion de la coagulacion, la presencia de inadvertida
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de Cadl, (que induce la coagulacién), el tipo de suero empleado (siendo el de co-
nejo o humano recomendados si las cepas son previamente crecidas en medios
liquidos, a su vez que, no se recomienda la utilizacién de suero humano cuando
las cepas han sido crecidas en medios sélidos) (MacFaddin 2000, Hernandez et
al. 2005). Por otro lado, otras especies estafilocdccica son productoras de la enzi-
ma coagulasa tales como: S. intermedius, S. pseudointermedius, S. schleiferi subsp.
schleiferi, S. delphini, S. lutrae y S. hycus (esta ultima encontrada en este estudio)
aumentando la probabilidad de cometerse errores al identificar las especies del
género Staphylococcus (Marcio et al. 2010, Hidalgo et al. 2011).

Otros factores intrinsecos al microorganismo han sido reportados como un fe-
ndmeno que puede llevar a un diagndstico errado de las cepas pertenecientes al
género Staphylococcus, un ejemplo de ello es la aparicién y diseminacién en dife-
rentes ambientes de cepas catalasa negativa con reportes que datan desde 1955
(Gonzales et al. 2009) y que se les asocia el detrimento de este factor de virulencia
con la pérdida puntual del gen katA (Gruner et al. 2007, Piau et al. 2008).

Los resultados bioquimicos obtenidos durante la identificacion taxondmica
de las cepas estudiadas al igual como lo resefian algunas literaturas (Gruner et
al. 2007, Piau et al. 2008, Gonzales et al. 2009, Marcio et al. 2010, Hidalgo et al.
2011) enfatizan la importancia de cuidar los aspectos técnicos de laboratorio en
el diagndstico microbioldgico de cepas pertenecientes al género Staphylococcus,
sobre todo aquellos con potencialidades patogénicas, ya que esto puede condu-
cir a diagnosticar el agente etiolégico causante de alguna infeccién en humanos
y/o animales o de contaminacién en plantas procesadoras de alimentos pudiendo,
muy probablemente, esto conducir a dificultar la(s) labor(es) cuando se plantean
medidas para su erradicacion en tales casos o ambientes respectivamente; tradu-
ciéndose en pérdidas de valor humano, temporal y econdmico.

Esta investigacidn al igual que los reportes de Ammendolia et al. (1999) y Rode
et al. (2007) demuestra la apariciéon de cepas de Staphylococcus productoras de
exopolisacaridos cuando son crecidas en medios ricos en glucosa versus medios
carentes de éste carbohidrato y es un fenémeno también demostrado para S. au-
reus meticilino-resistentes (Fitzpatrick et al. 2005).

Los cambios fenotipicos de las cepas estudiadas sobre el RCA-G, en funcién de
la extensidn del tiempo de incubacidn, indican que existen Staphylococcus con po-
blacidn heterogénea que sintetizaron el exopolisacarido a diferentes velocida-
des. Por otro lado, los resultados sefialan que la aparicién de la tonalidad grisdcea
no es indicio fenotipico de una cepa débil productora del polisacarido extracelular
como lo sefiala Rizic¢ka et al. (2004) sino que se trata de cepas con tendencia lenta
para producir tal matriz y éstas pueden ser clasificadas realmente como produc-
toras o no del exopolisacarido con extensidn de su periodo de incubacidn, que en
este estudio reveld ser transcendental una incubaciéon minima de 48 horas.
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Este hallazgo concuerda con lo reportado por Vasudevan et al. (2003) quienes
consiguieron cepas de S. aureus aisladas de mastitis en rumiantes y capaces de
producir el exopolisacarido en términos de 24 a 48 horas tras su sembrado en agar
rojo congo. Resultados similares a este estudio fueron reportados por Arciola et al.
(2001) cuando describen a S. aureus como un productor de biopelicula mas lento
(de 48-72 horas) comparado con cepas de S. epidermidis el cual lo hace en térmi-
nos de 24 horas.

El fenédmeno registrado en el cambio fenotipico sobre RCA-S, que describia la
reversion de las caracteristicas propias de una cepa productora de exopolisacari-
do, puede ser explicado si se toma en cuenta que el medio infusién cerebro-cora-
zo6n utilizado como base para la preparacién del RCA tiene en su contenido total al
menos 0,2 % p/v de glucosa; el cual es utilizado preferencialmente al inicio del creci-
miento microbiano como fuente de carbono para la produccién de energia y otros
metabolitos requeridos durante el crecimiento propio de las cepas, por lo tanto,
se presume que la glucosa del medio base pudo haber sido asimilada rapidamente
por algunas cepas vy, utilizada durante las primeras 24 horas, tanto para sus reque-
rimientos nutricionales esenciales como para la produccién del exopolisacérido.
En este punto hay que destacar que la estructura basica del exopolisacarido que
forman las biopeliculas estafilococcal son poliglucosaaminas enlazadas mediante
enlaces glicosidicos B-1,6, las cuales provienen directamente por anabolismo de
glucosa (Gotz 2002).

Esa ultima situacion explica entonces la observacién de algunas cepas de Sta-
phylococcus con fenotipos tendentes a aparecer como cepas productoras de
exopolisacdrido enlas primeras 24 horas y que se revierte el efecto negruzco hasta
el tono rojo observado transcurrida las 48 horas, dejando en evidencia la no-pro-
duccidn del exopolisacarido en todas las cepas cuando el medio contiene mayor-
mente sacarosa como fuente de carbono.

Cabe destacar que uno de los mecanismos por el cual ciertos miembros de la
colonia, que se albergan bajo una matriz exopolimérica, pueden disgregarse de
una biopelicula mediante liberacién de exoenzimas que les pueden ser Utiles no
solo para la colonizacidn de otros espacios sino también para disponer de fuentes
de carbonos (u otras moléculas) de mas facil catabolizacién en los momentos que
se requieran para sobrevivir en medios complejos, entre las mas utilizadas se en-
cuentran: proteasas, glucosidasas, pectinasa, arabanasa, celulasa, hemicelulasa,
B-glucanasa, xilanasa, glucosa oxidasa y lactoperoxidasa (Castrillén et al. 2010).

En los ensayos al ser suministrado tanto glucosa como sacarosa, pero en can-
tidad limitada, trascendié negativamente en la habilidad para poder producir el
exopolisacarido dejando en evidencia ademds que, una vez agotada la glucosa
del medio, la sacarosa no indujo la produccidn del polimero extracelular entre las
cepas a pesar que su hidrdlisis proporcionaria una molécula de glucosa; proba-
blemente porque ésta es utilizada con preferencia para su metabolismo energéti-
co. Este resultado refleja y apoya la hipdtesis, antes mencionada, sobre el rol que
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juega la glucosa para la expresion y produccién del exopolisacarido, el cual sin
dudas funge como el carbohidrato que induce el mecanismo para la biosintesis
del principal precursor de la biopelicula en Staphylococcus, la N-acetilglucosamina
(Go6tz 2002).

El comportamiento entre las cepas de Staphylococcus estudiadas, resultd un fe-
némeno bastante complejo al ser comparado con sus caracteres fenotipico sobre
las placas de RCA-G y su adhesidn a los tubos de vidrios y placa de poliestireno; ya
que se esperaba observar que sdlo las cepas con el fenotipo colonial negro/rugoso
(en RCA) mostraran la habilidad de adherirse a esas superficies, sin embargo, los
resultados revelaron que no siempre sucede esta relacion y pueden observarse
cepas que resultan negativas para la produccidn del exopolisacarido sobre el RCA
con capacidad de adherirse a la superficie de contacto (vidrio o poliestireno e in-
clusive a ambas) y haciéndolo con amplios indices de adherencia.

Por otro lado, en esta investigacion se detectaron cepas de Staphylococcus que
no mostraron habilidad para adherirse sobre la superficie de poliestireno y en con-
secuencia no pudieron producir la biopelicula sobre tal superficie, sin embargo,
sobre la superficie de vidrio todas las cepas mostraron ambas habilidades. Tales
discrepancias tienen lugar por cuanto las propiedades fisico-quimicas de las su-
perficies también tienen un rol importante sobre la influencia para la adhesiéon y
formacién de las biopeliculas bacterianas.

Respecto a lo anteriormente sefialado, los estudios concuerdan en que las su-
perficies de vidrio son preferidos por los microorganismos precisamente por con-
tar con alta energia superficial libre que les confiere un caracter hidrofilico por lo
cual la adhesién se ve favorecida cuando la energia superficial de la bacteria es atin
mayor a la del medio. En caso contrario, cuando un sustrato posee baja energia
superficial libre éste es mds bien hidrofébico (como el poliestireno) y para favore-
cer la adhesién microbiana en este caso es necesario que la energia superficial del
microorganismo sea aun menor que la del sustrato (Blackman y Frank 1996, Hyde
et al. 1997, Mafu et al. 1990, Snide y Carballo 2000, Chmielewskiy Frank 2003, Aba-
los 2005).

Por otro lado, el poder adherirse a cualquier superficie y producir biopelicu-
la, también llegan a potenciar la patogenia entre las cepas Staphylococcus spp.
estudiadas; precisamente porque estas Ultimas caracteristicas contribuyen a que
las mismas puedan invadir y sobrevivir en cualquier ambiente sin que existan li-
mitaciones de espacio o disponibilidad de nutrientes, tales como: instrumentos
y aparatos de procesamiento dentro de las industrias procesadoras de alimentos
ylo protesis, catéteres, instrumentos quirdrgicos y heridas en ambientes nosoco-
miales (Vogel et al. 2000, Arciola et al. 2001, Gilbert et al. 2003, Namvar et al. 2013).

El hecho de que las cepas de Staphylococcus spp. estudiadas hayan mostrado
amplia capacidad de adhesién a materiales lisos (de poliestireno y vidrio) es preo-
cupante si se considera que muchas herramientas que frecuentemente se utilizan
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en ambientes industriales, clinicos, veterinarios, entre otros, tienen esta natura-
leza. En tal sentido, cualquier superficie de contacto que tenga caracteristicas fi-
sicoquimicas similares al poliestireno o vidrio pueden actuar como sustrato que
medien contaminaciones cruzadas dentro de los ambientes donde estas cepas se
diseminen; sobre todo conociendo que la adhesién de las células bacterianas a
superficies de contacto no sélo depende de ciertas limitaciones nutricionales o
stress ambiental, sino que también puede depender de las propiedades de la su-
perficie bidtica o abidtica a la cual éstas se adhieren (Gilbert et al. 2003, Chmielews-
ki y Frank 2003).

Los resultados descritos resaltan por su potencial impacto sobre la salud pu-
blica si se considera que las cepas de Staphylococcus provenian de un alimento de
consumo masivo como el queso; y al que se le han atribuido brotes de toxiinfec-
ciones relacionado directamente con S. aureus y sus toxinas, puesto que precisa-
mente la habilidad de éstas cepas para biosintetizar exotoxinas y/o enterotoxinas
pueden llevarse a cabo, incluso, dentro de la matriz del exopolisacarido y desde
alli ser liberadas a su entorno; comprometiendo la salud de quienes ingieren los
alimentos donde estos se encuentran asentados. Por otro lado, aunque estos
agentes con potencialidad patogénica pudieran ser eliminados en su totalidad de
estos alimentos (o de superficies de contacto) a través de diversos mecanismos de
sanitizacion, muchas de sus toxinas resultan ser resistentes a éstos, tal es el caso
de las toxinas termotolerantes que pueden persistir en un alimento, por ejemplo,
posterior a una pasteurizacion.

Actualmente se sabe que muchas cepas de Stahylococcus, en especial S. aureus,
despliegan su poder de formar biopeliculas luego de su adhesién y dentro de ella
emiten sefiales de comunicacién en forma de lactonas homoserina como un meca-
nismo que ayuda al desarrollo rdpido de esa matriz exopolimérica y con esta bio-
pelicula han mostrado ser mas resistentes a agentes antimicrobianos tales como:
antibidticos, detergentes y soluciones sanitizantes y sumado a esto la dinamica
genética inter e intra especie no se ve limitada dentro de este entorno ya que se
tiene evidencia que dentro de la biopelicula pueden darse diversos mecanismos de
transferencia genética como conjugacién, transduccién y transformacién aumen-
tando la diseminacién de genes que confieren caracteres como la asimilacion de
ciertos compuestos y resistencia a agentes antimicrobianos (Donlan 2002, Gilbert
et al. 2003, Mateo y Maestre 2004, Marques et al. 2007).

Todo lo sefialado en este trabajo de investigacion permite reflexionar sobre lo
incontrolable que puede resultar la erradicacion de éstos microorganismos que
son capaces de adherirse a superficies de contactos y a su vez con la capacidad
para formar biopeliculas sobre estos, facilitando su diseminacién en ambientes
industriales, nosocomiales y comunitarios que pueden traducirse en pérdidas eco-
némicas y, peor aun, en pérdidas de vidas humanas.
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