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Resumen: El exopolisacarido producido por los microorganismos promueve la colonizacion e invasion de superficies, causando gran
impacto en ambientes hospitalarios, veterinarios, industriales y comunitarios. Esta investigacion plantea la caracterizacién de la
produccién de exopolisacarido y propiedades de la superficie celular en Staphylococcus aureus relacionados con alimentos. La
produccidn de exopolisacérido se evalud en agar rojo Congo y las propiedades de la superficie celular se determinaron por su habilidad
para formar agregados espontaneos, autoagregados, o su induccion con (NH4)2SOs, y la capacidad de adherencia a solventes organicos.
De 24 cepas de S. aureus, en 15 (62,5%) se detectaron fenotipos caracteristicos de produccion del exopolisacérido y en 9 (37,5%) no. La
habilidad para formar agregados celulares en presencia de la sal de amonio fue del 87,5%. Se evidenci6 la capacidad para donar/aceptar
electrones en niveles moderado a fuerte, independientemente de su habilidad para biosintetizar exopolisacarido. Las propiedades
fisicoquimicas halladas en la superficie celular de S. aureus le confiere la potencial habilidad para colonizar e invadir superficies de
contacto de mdaltiples naturalezas, por lo que la diseminacion de estas cepas en el entorno médico, industrial y comunitario representa un
problema de salud publica, ya que su control, una vez establecidas en estos ambientes, podria ser ineficaz.
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Exopolysaccharide production and cell surface properties in food-related
Staphylococcus aureus

Abstract: The exopolysaccharide produced by microorganisms promotes invasion and colonization of surfaces, causing a great impact
on hospital, veterinary, industrial and community environments. This research proposes the exopolysaccharide production
characterization and cell surface properties in food-related Staphylococcus aureus. Exopolysaccharide production was evaluated on
Congo red agar and cell surface properties were determined by its ability to form spontaneous aggregates, self-aggregates, or their
induction with (NH4)2SOs, and adherence capability to organic solvents. Of 24 strains of S. aureus, 15 (62.5%) had characteristic
phenotypes of exopolysaccharide production, while nine (37.5%) did not; additionally, the ability of cell aggregates formation in the
presence of ammonium salt was 87.5%. The ability to donate/accept electrons at moderate to strong levels was evidenced, regardless of
their capability to biosynthesize exopolysaccharide. The physicochemical properties found on the cell surface of S. aureus give it the
potential ability to colonize and invade multiple natural contact surfaces, so the dissemination of these strains in the medical, industrial
and community environment represents a public health problem, since their control, once established in these environments, could be
ineffective.
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Introduccién microrganismos que viven dentro de una matriz creada por
ellas mismas, que se compone de sustancias poliméricas
Las biopeliculas son definidas como agrupaciones de liberadas al medio [1].
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La matriz de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS, por sus siglas en inglés Extracellular Polymeric
Substances), en las que se hallan embebidos los
microorganismos, estan constituidas principalmente de
polisacaridos; sin embargo, otras biomoléculas como
proteinas, lipidos y &cidos nucleicos también se hallan
presentes en esta matriz [1].

La presencia de biopeliculas en la naturaleza es ubicua
y pueden hallarse tanto en ambientes bidticos como
abioticos, por lo cual, ha tomado un gran interés en el
ambito clinico por su impacto en la salud relacionadas con
el desarrollo de ciertas enfermedades infecciosas, asi como
la resistencia a los antimicrobianos, de igual manera en
espacios para la cria o procesamiento de animales
destinados al consumo y sus derivados, entre otros. Esto se
traduce en importantes pérdidas econdmicas y humanas
[2]. La adherencia bacteriana y su subsecuente formacion
de biopeliculas ha sido reportada en materiales abi6ticos
tales como: metal, vidrio, goma y plastico. De estos, por
ejemplo, los materiales plasticos son ampliamente
utilizados en la industria de alimentos (superficie de corte,
empaques, tanques, etc.) y en el &mbito médico (catéter,
prétesis, entre otros) [3-5].

La produccioén de biopeliculas es un evento que ocurre
posterior a la adherencia microbiana a superficies (bidticas
o0 abidticas), siendo entonces un paso importante para
iniciar eventos infecciosos o colonizantes; ademas, este
fendmeno se ha visto fuertemente asociado con las
variables fisicoquimicas del entorno, la superficie celulary
la superficie de contacto con la que ésta llega a
interaccionar [3]. La importancia que se le ha otorgado
actualmente a las biopeliculas en las areas de la medicina,
ciencias ambientales e industrial se debe al hecho de ser
uno de los factores de virulencia de mayor relevancia en
microorganismos como Staphylococcus aureus y S.
epidermidis [6-8], siendo este un factor de virulencia que
actla como mecanismo de supervivencia, evadiendo las
defensas del hospedador y proporciondndole a la bacteria
proteccion bajo un microambiente en el cual la misma
puede multiplicarse y adquirir mecanismos de resistencia a
los antibi6ticos[6].

Algunas especies bacterianas forman biopeliculas en
determinadas superficies del cuerpo humano, lo cual les
ayuda a protegerse de la respuesta inmunitaria y de los
agentes antimicrobianos. Las biopeliculas son mas
resistentes a los antimicrobianos debido a la penetracién
limitada, menor eficacia y mayor intercambio de genes de
resistencia, ademas, pueden formarse células persistentes,
las cuales sobreviven al tratamiento antimicrobiano y
adquieren mecanismos de resistencia [7].

Desde tiempos inmemorables la preservacion y
seguridad de alimentos inocuos ha sido necesaria para
nuestra supervivencia, ya que estos constituyen la principal
fuente de nutrientes en seres humanos y animales que,
ademas, pueden llegar a ser un medio de cultivo idéneo
para el crecimiento y proliferacion de diversos
microorganismos, y en muchos casos pueden, incluso,
desencadenar toxiinfecciones alimentarias cuando la

microbiota asociada supera los limites considerados como
inocuos para los comensales [3,6].

El desarrollo de biopeliculas por parte de S. aureus se
ve reforzado por diversos métodos de procesamiento que
se encuentran en la industria alimentaria, como
temperaturas subdptimas desinfeccién inadecuada de
materiales y equipos o una combinacion de sal y glucosa,
e incluso, se ha demostrado la transcripcion de genes
implicados en la formacion de biopeliculas y de virulencia
en este patdgeno tales como: proteinas superficiales,
proteasas, polisacaridos capsulares y otros que se regulan
positivamente en presencia de concentraciones subletales
de varios detergentes comunes utilizados en la industria
alimentaria [6].

Las bacterias formadoras de biopeliculas en los
distintos ambientes representan un arduo desafio para el
control (o erradicacion) del agente microbiano, ya que la
extensa matriz del polimero representa una barrera para la
difusion de los agentes antimicrobianos, lo cual retrasa o
impide que antibioticos o detergentes alcancen las células
diana, por lo cual los microorganismos pueden hacerse
resistentes a las terapias con antibi6ticos y/o desinfectantes
[7-9]. Segun el panel de la autoridad europea de seguridad
alimentaria sobre peligros bioldgicos, en la Union Europea
para el afio 2015 se reportaron 434 brotes de intoxicacion
alimentaria por S. aureus [10] y para el 2016, el Centro de
Control de Enfermedades de los Estados Unidos informd
241 994 casos de este tipo de intoxicacion alimentaria con
1067 hospitalizaciones y 6 muertes [11].

Todo lo antes sefialado justifica la importancia de
conocer las habilidades fisioldgicas y las propiedades de la
superficie celular de potenciales agentes microbianos que
pueden, en cualquier momento, formar biopeliculas, ya que
el conocimiento de éstos puede proporcionar elementos
claves para desarrollar estrategias de control o erradicacion
en cualquier &mbito al cual éstos se asocian.

Materiales y métodos

Origen y conservacién de las cepas bacterianas
estudiadas: las cepas de S. aureus (n=24) evaluadas en esta
investigacion fueron aisladas en estudios previos [5,6,12]
a partir de: manipuladores de alimentos (8 cepas), leches
crudas (3 cepas) y quesos artesanales (13 cepas); las
mismas se conservaron congeladas a -20 °C en caldo
nutritivo con glicerol al 20% plv.

Confirmacion taxondmica de la especie bacteriana
estudiada: la confirmacion de las cepas estudiadas de S.
aureus se llevo a cabo mediante amplificacion del gen nuc
por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) [13]. Para
ello, cada una de las cepas fueron recuperadas en 1,5 mL
de caldo infusion cerebro-corazon (Merck, Alemania) a 36
+ 2 °Centre 18 a 20 h en incubadora estatica (Lab-Mermet,
USA). La biomasa se cosechd y se verificd su pureza
mediante tincion de Gram; se lav6 en microtubos de 2 mL
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de capacidad mediante tres ciclos de centrifugacion
(35009) y resuspension celular con buffer TE (Tris-HCI,
10 mM; EDTA, 1 mM; pH: 7,5); la suspension celular
obtenida fue sometida durante 17 min a un bafio de agua
en ebullicidn. Los restos celulares post tratamiento térmico
fueron retirados de la suspension al centrifugar a 3500 g; el
contenido del microtubo y el sobrenadante se decantd a
otro tubo estéril para ser almacenado a -20 °C hasta el
momento de realizar las PCR. Las reacciones de PCR se
llevaron a cabo en un termociclador (Applied Biosystems,
Modelo PCR 2720, USA) bajo las condiciones que sefiala
Ramesh et al. [13].

Produccién de exopolisacarido (EPS) por las cepas de S.
aureus: se adopt6 el método de sembrado de las cepas
bacterianas en placas de Petri con agar rojo Congo (ARC),
descrito por Freeman et al., [14] y modificado por Rivera
et al. [6], el cual contiene en su composicion por cada litro:
50 g de glucosa; 36 g de caldo infusidn cerebro-corazon,
12 g de agar-agar. Las placas de ARC inoculadas se
incubaron durante una semana a 36 * 2 °C haciendo
observaciones cada 24 h. Criterio de interpretacion del
ensayo: las cepas que se consideraron productoras de
exopolisacarido fueron aquellas cuyas caracteristicas
fueron rugosas con coloracién negra; las colonias rojas y
lisas fueron consideradas como negativas para la
produccion de exopolisacarido [14].

Propiedades de la superficie celular de las cepas de S.

aureus: La superficie celular se evalué mediante

interaccion especifica célula-célula [15-17] y mediante la

adherencia de las cepas a solventes orgéanicos [18-19]:

o Ensayos de agregacion espontanea (Ag): La agregacion
espontanea de las cepas de S. aureus se evaluo
siguiendo las recomendaciones de Del Re etal. [17]. En
tal sentido, las cepas fueron reactivadas en caldo
nutritivo (Merck, Alemania) suplementado con 0,5%
p/v de D-glucosa (HiMedia, India) en incubadora
estatica (Lab-Mermet, USA) a 35 + 2 °C durante 18-20
h. Transcurrido el tiempo de incubacion, los cultivos se
agitaron levemente durante 10 s. en vortex (MyLab,
USA) y se observaron a contraluz. Interpretacién: las
cepas que formaron agregados celulares fueron
interpretadas como positivas por agregarse de forma
espontanea, mientras que la persistencia de una turbidez
uniforme en todo el caldo nutritivo se interpreté como
negativa

o Ensayos de autoagregacion (Aa): se llevo a cabo segun
lo sefialado por Mattos-Guaraldi et al. [16]. Para esto,
la biomasa de las cepas obtenida en caldo nutritivo
antes descrita fue separada por centrifugacion a 3000 g
durante 3,5 min a temperatura ambiente;
inmediatamente el pellet celular fue lavado tres veces
con 0,01 M fosfato bufferado — 0,15 M NaCl (PBS, pH:

6,8) vy, finalmente, resuspendido en el mismo PBS.
Alicuotas de 50 pL de esta suspension bacteriana
fueron colocadas sobre laminas portaobjetos y a
contraluz se rot6 manualmente la gota durante 1 min a
temperatura ambiente. Interpretacion: las cepas que
presentaron aglutinaciones fueron consideradas
positivas para la autoagregacién celular; las
suspensiones bacterianas que mantuvieron turbidez
homogénea fueron consideradas negativas.

e Ensayos de agregacion en presencia de sal (As): se
evalud siguiendo lo propuesto por Ljungh et al. [15] y
Mattos-Guaraldi et al. [16]. Inicialmente se prepararon
soluciones de (NH.).SO4 en concentraciones que
abarcaban desde 0,03 M hasta 4,0 M; individualmente,
de cada una de las disoluciones de esta sal se
dispensaron 50 pL en portaobjetos sobre los cuales se
agregaron 50 pL del cultivo bacteriano cosechado en
PBS. Interpretacién: la mas baja concentracion que
indujo visiblemente la formacién de agregados
celulares fue considerada para denotar el grado de
hidrofobicidad de la superficie celular de las cepas, y se
consideraron los siguientes niveles: Fuerte: 0,0 < 1,0 M;
Moderado: 1,0 < 2,0 M; Débil: 2,0 < 40 M y No
hidrofébico: > 4 M.

o Ensayos de adherencia bacteriana a solventes organicos
(ABso): La afinidad de S. aureus por los solventes
organicos xileno (apolar), cloroformo (polar &cido) y
dietil éter (polar basico) se evalud siguiendo la
metodologia de Bellon-Fontaine et al. [18] y Kos et al.
[19]. Consistio en mezclar 3 mL de la suspension
bacteriana cosechada en PBS con 1 mL del solvente a
evaluar. La mezcla fue agitada en vortex por 1 miny se
dejé reposar durante 15 min. hasta separarse en dos
fases claramente observables; a la fase acuosa le fue
medida la absorbancia a 600 nm en espectrofotdmetro
(Spectronic, modelo 20D+, USA). La afinidad de las
cepas a los diferentes solventes fue expresada usando la
ecuacion:

v-ABso (%) = (1'A15 min. / Ao min.) X 100

Donde;

Ao min.: Absorbancia inicial del cultivo, antes de agregar
el solvente.

Aus min: Absorbancia del cultivo tiempo después de
agregar el solvente.

Interpretacion: los valores ABso fueron categorizados
arbitrariamente como niveles de adherencia bajo el
criterio que se establece a continuacion: Fuerte: >50
%; Moderada: >20% - <50%; Débil: >0 - <20% y
Nulo: =0%.

Analisis estadistico: todos los datos fueron expresados
como la media de tres experimentos independientes y
analizados estadisticamente mediante la Prueba de
Mdltiples Rangos y el método empleado para discriminar
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entre las medias fue el de Diferencia Minima Significativa
(LSD) de Fisher, con un nivel de significancia al 95%,
llevado a cabo en el paquete estadistico STATGRAPHIC
Centurion XVI para Windows.

Resultados

La denominacion del género y especie de las cepas
estudiadas mediante el analisis molecular, basado en la
amplificacion del gen nuc, cuyo tamafio molecular era de
482 pb, que codifica para una nucleasa termoestable,
confirmo que las 24 cepas eran S. aureus; ademas, se pudo
observar al término de las 24-48 h la aparicion de colonias
productoras de EPS en 15/24 cepas (62,5%), las cuales se
caracterizaban por poseer en su morfologia una coloracién
negra con textura rugosa cuando fueron sometidas a
crecimiento sobre las placas con ARC (Figura 1A),
mientras que 9/24 cepas (37,5%) resultaron incapaces de
mostrar tales fenotipos, aln tras su extension de incubacion
durante una semana (Figura 1B; tabla 1).

Figura 1. A. Aspecto colonial de cepa de S. aureus productora de
exopolisacarido. B. Aspecto colonial de cepa de S. aureus no
productora de exopolisacérido. Crecimiento en agar rojo Congo.

Entre las cepas de S. aureus productoras de EPS fue
comun observar en las placas con ARC que la morfologia
tipica era mas acentuada en la zona inicial de inoculacion
con respecto a las zonas donde comienzan a observarse las
colonias aisladas, en la cual la tonalidad tendia a un color
rojizo oscuro. Se conoce ademas que muchas cepas de S.
aureus luego de su adherencia desarrollan el poder de
formar biopeliculas y dentro de ella experimentan diversos
mecanismos de transferencia genética; esto aumenta la
diseminacion de genes que confieren caracteres como la
asimilacion de ciertos compuestos y resistencia a agentes
antimicrobianos [2].

Tabla 1. Producciéon de exopolisacaridos e interacciones
especificas célula-célula de las cepas de S. aureus.

Cepa EPS Ae Ana
M22J-006 Positivo Negativo Negativo
MO03A-001 Positivo Negativo Negativo
MO3A-005 Positivo Negativo Negativo
MStp-002 Positivo Negativo Negativo
MStp-016 Positivo Negativo Negativo
MStp-019 Positivo Positivo Negativo
MStp-003 Positivo Negativo Negativo
MStp-009 Positivo Negativo Negativo

CM-120 Positivo Negativo Negativo
CM-014 Positivo Negativo Negativo
CM-225 Positivo Negativo Negativo
Bio-005 Negativo Negativo Negativo
Bio-006 Negativo Negativo Negativo
Bio-007 Positivo Negativo Negativo
Bio-008 Negativo Negativo Negativo
Bio-009 Negativo Negativo Negativo
Bio-010 Positivo Negativo Negativo
Bio-011 Positivo Negativo Negativo
Bio-012 Negativo Negativo Negativo
Bio-017 Negativo Negativo Negativo
Bio-020 Negativo Positivo Negativo
Bio-023 Negativo Positivo Negativo
Bio-024 Positivo Negativo Negativo
Bio-025 Negativo Negativo Negativo

EPS: Exopolisacarido; Ae: Agregacion espontanea; Aa: Autoagregacion.

Los resultados obtenidos en los ensayos donde se
evalu6 la habilidad de las cepas de S. aureus para
interaccionar de forma especifica, se demostr6 que el
12,5% (3/24) de las cepas fueron capaces de formar
agregados celulares de manera espontanea, mientras que el
resto no manifestd esta caracteristica agregativa en las
mismas condiciones de crecimiento. Por otro lado, se
encontro que el 100% de las cepas estudiadas no manifest6
capacidad autoagregativa (Tabla 1). Segun los criterios de
interpretacion que proponen algunos investigadores, las
cepas de S. aureus que particularmente tienen habilidad
agregativa espontanea se caracterizan por poseer un fuerte
grado de hidrofobicidad sobre su superficie celular,
contrario a lo que ocurre con la superficie celular de las
cepas que no forman agregacion espontdnea o
autoagregativa, cuyo caracter no es hidrofébico [16,20,21]

En los ensayos de agregacion en presencia de
(NH4)2S04 se observo que el 87,5% (21/24) de las cepas de
S. aureus manifestaron poder agregativo a partir de
concentraciones que oscilaban entre los 0,03 - 1,00 mol *
L' (Tabla 2). Segun los criterios que sefialan Mattos-
Guaraldi et al. [16] y Krepsky et al. [21], este rango de
concentracion de sal que promovid la agregacion celular en
las cepas del presente estudio, caracteriza la superficie
celular bacteriana con un grado de hidrofobicidad fuerte.
En el resto de las cepas, la agregacion celular se manifesto
en el 8,3% (2/24) cuando fueron expuestas a
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Tabla 2. Agregacion celular en presencia de (NHas)2 SOs
Concentracion de (NH4)2S0O4 (mol * L-1)

Cepa 4 3 2,5 2 1,5 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 0,00
M22J-006 + + + + + + + + + + (+) -
MO03A-001 + + + + + + + + + + (+) -
MO3A-005 + + + + + + + + + + (+) -
MStp-002 + <+> - - - - - - - - - -
MStp-016 + + + + + + + + + + +) -
MStp-019 + + + + + + + + + + (+) -
MStp-003 + + + + + + + + + + (+) -
MStp-009 + + + + + + + + + + (+) -

CM-120 + + + + + + + + + + (+) -
CM-014 + + + + + + + + + (+) - -
CM-225 + + + + + + + ) - - - -
Bio-005 + + + + + + + + + + (+) -
Bio-006 + + + + + + + + + + (+) -
Bio-007 + + + + + + + + + + (+) -
Bio-008 + + + [+] - - - - - - - -
Bio-009 + + + + + ) - - - - - -
Bio-010 + + + + + + + + + + +) -
Bio-011 + + + + + + + + + + +) -
Bio-012 + + + + + + + + + + (+) -
Bio-017 + + + + + + + + + + (+) -
Bio-020 + + + [+] - - - - - - - -
Bio-023 + + + + + €] - - - - - -
Bio-024 + + + + + + + + + + +) -
Bio-025 + + + + + + + + + + (+) -

Leyenda: Formacion de agregado celular: +; Ausencia de agregado celular: -: El grado de hidrofobicidad de la superficie celular de los S. aureus se
sefiala como: Hidrofobicidad fuerte:(+); Hidrofobicidad moderada: [+]; Hidrofobicidad débil <+>.Agregacion celular en presencia de (NHa), SO4

concentraciones iguales o superiores a los 2 mol * L de
(NH4)2S04 y sélo el 4,2% (1/24) lo hicieron a partir de 3
mol * L (Tabla 2). De estos dos grupos, el primero se
consideran cepas con superficie celular con hidrofobicidad
moderada y el segundo con nivel de hidrofobicidad débil.

Cuando se agruparon las cepas por su capacidad para
sintetizar exopolisacarido y se procedié a comparar sus
respectivos valores promedios de (NH4):SOs, no se
observaron diferencias significativas en el procedimiento
LSD de Fisher. Sin embargo, algunos valores alrededor de
la media si muestran diferencias notables (Figura 2A).

Bajo el mismo procedimiento LSD de Fisher se
evidenciaron diferencias significativas en el valor
promedio de sal que promovi6 la agregacion entre las cepas
de S. aureus que, a su vez, manifestaron o no agregacion
espontanea, asi como en los intervalos alrededor de la
media general para cada uno de estos dos grupos de cepas
(Figura 2B).

Acerca de los valores de adherencia (v-ABso) de los S.
aureus a solventes organicos (Tabla 3), se agruparon por
niveles de adherencia arbitraria para cada uno de ellos,
como se observa en la figura 2C, en la cual se pudo apreciar
que el mayor porcentaje de las cepas se adhiri6 de forma
débil al xileno (41,7%) seguida de las que lo hicieron de
forma moderada (33,3%), y en menor proporcion las que
lo hicieron con caracter fuerte (25%).

Cuando se analizaron los v-ABso al cloroformo se pudo
apreciar que la mayor proporcion de las cepas de S. aureus
lo hizo de forma moderada (37,5%), mientras que la
adherencia fuerte se registrd en un 29,2 % de las cepas, al
igual que la adherencia débil (29,2%); s6lo una cepa (4%)
no mostré adherencia al cloroformo.

Para el caso de adherencia al dietil-éter, la mayor
proporcion de las cepas de S. aureus lo hizo de forma
moderada (62,5%), sequida de fuerte (29,2%), y la menor
proporcion manifesté adherencia de forma débil (8%).

Los resultados obtenidos ponen en evidencia algunas
propiedades de la superficie de S. aureus estudiadas, como,
por ejemplo, la adherencia al xileno (solvente apolar) que
muestra el caracter hidrofébico/hidrofilico de la superficie
celular de las cepas, la cual resulta de la expresion de
proteinas y polisacaridos sobre ésta [22,23].

Por su parte, la afinidad al cloroformo (solvente
acidico) describe la propiedad de la superficie celular de
estas cepas para donar electrones, y esto se le atribuye a la
presencia de grupos elementales en sus superficies
celulares tales como: carboxilos (COO"), fosfatos (PO42) y
aminos (NH>) [18,19,23]. En cambio, la afinidad al dietil-
éter (solvente basico) es indicio de la propiedad de la
superficie celular para aceptar electrones [23].
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Figura 2. A Comparacion de la media de (NH,;),SO, e intervalos a su
alrededor para las cepas de S. aureus que sintetizaron 0 no
exopolisacarido, basados en el procedimiento LSD de Fisher al 95% de
confianza. B. Comparacién de la media de (NH,4),SO, e intervalos a su
alrededor para las cepas de S. aureus que manifestaron o0 no agregacion
espontanea, basados en el procedimiento LSD de Fisher al 95% de
confianza. C. Niveles de adhesion de los S. aureus a los solventes
organicos.

Las medias de los v-ABso entre las cepas de S. aureus
evaluadas (Figura 3A) no evidenciaron diferencias
significativas entre ellas, incluso puede notarse como los
intervalos alrededor de la media general de los valores
ABso se solapan entre si en la mayor parte de los casos
entre el xileno y el cloroformo, y apenas se encontraron
diferencias significativas en valores rangos alrededor de la
media de dietil-éter cuando se compararon con los del

xileno y cloroformo. Al compararse los v-ABso en funcion
de la habilidad de las cepas para producir exopolisacarido
no se hallaron diferencias significativas en ninguno de los
casos (Figuras 3B-3D).

Tabla 3. Adherencia de las cepas de S. aureus a los solventes
organicos.

Cepa Xileno Cloroformo Dietil-éter
Vv-ABso (%) Vv-ABso (%) Vv-ABso (%)

M22J-006 83,77 £0,00 94,79 £ 0,00 55,89 £ 33,1
MO03A-001 13,23+ 0,40 50,09 + 8,60 28,67 +144
MO3A-005 23,13+ 0,00 37,27 £5,30 23,19+ 27,6
MStp-002 31,49+£0,01 00,00 £+ 0,00 21,43+£1,30
MStp-016 06,08 £ 0,00 17,09 + 9,50 49,55 + 0,00
MStp-019 10,45 + 0,00 16,40 + 0,00 39,46 £ 0,00
MStp-003 48,15 + 46,8 60,62 £ 51,2 62,70 £ 0,00
MStp-009 04,67 £0,00 29,01 +£6,70 20,37 £ 7,30
CM-120 51,79 £ 30,3 79,69 £ 8,30 57,90 £ 20,6
CM-014 28,05 £ 23,5 41,31 £ 26,0 35,09 £ 20,1
CM-225 28,49 £ 7,00 04,96 = 7,00 20,40 £ 0,00
Bio-005 92,76 £ 0,00 98,06 £ 0,00 70,28 £22,0
Bio-006 01,01 £ 0,00 24,49 £ 9,30 1454 +12,9
Bio-007 33,33+£0,00 14,69 + 1,20 52,77 £479
Bio-008 42,78 + 26,4 31,01 +£27,7 39,44 £ 10,7
Bio-009 17,70+ 25,9 21,44 £22,1 22,54 £ 7,50
Bio-010 39,16 £31,3 02,18 £ 0,80 51,99 £ 0,00
Bio-011 16,76 +32,5 11,77 £ 14,3 20,52 £12,6
Bio-012 04,73 +41,4 03,71+ 3,10 53,15+ 19,9
Bio-017 23,25+ 22,2 26,28 + 35,2 39,10 £ 2,70
Bio-020 56,01 + 58,4 57,80 £ 14,0 33,00+ 12,6
Bio-023 54,95 + 0,00 29,73 +£0,00 08,11+414
Bio-024 59,78 + 16,8 53,32 £29,3 47,02 £43,1
Bio-025 30,08 £ 6,00 47,58 + 7,30 46,18 + 0,00

Leyenda: v-ABso (%): Valores porcentuales de absorbancia a los
solventes organicos.

En este sentido, sobre la pared celular de S. aureus se
pueden sefialar dos componentes principales: el &cido
lipoteicdico, cuya parte hidrofébica juega un papel en la
adherencia, y el peptidoglicano, que en su parte covalente
se une a los componentes microbianos de superficie,
proteinas con funcion adhesina [4].

Otras propiedades sobre la superficie celular de las
cepas de S. aureus tales como un carécter donador/aceptor
de electrones y la presencia de un mucopolisacérido,
indudablemente lo habilitan para poder adherirse a
diferentes tipos de superficies bitticas y abidticas. Resulta
importante estudiar las condiciones ambientales como la
temperatura, pH, nutrientes, fuerza idnica, entre otras, que
puedan tener influencia sobre las caracteristicas de sus
superficies celulares y las propias de las superficies de
contacto (carga e hidrofobicidad), como lo han sefialado
Bonaventura et al. [24].

La real importancia de los resultados hallados en esta
investigacién es que las cepas de S. aureus, provenientes
de fuentes directas e indirectas de alimentos, puedan
adherirse y colonizar tanto superficies abidticas como
bidticas (catéteres, epitelio y mucosas) y logren causar
infecciones severas tales como: septicemia, abscesos,
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conjuntivitis entre otros [23,25].
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Figura 3. A. Comparacion de la media del porcentaje de adhesion a los
solventes organicos y sus intervalos a su alrededor para las cepas de S.
aureus. B a D. Comparacién de medias de adhesion a los solventes
organicos entre las cepas, agrupadas por su habilidad para producir
exopolisacarido, analisis basado en el procedimiento LSD de Fisher al
95% de confianza.

Finalmente, es importante sefialar que cepas como las
estudiadas en esta investigacion son preocupantes en el
ambito de la industria alimentaria, por los caracteres de su
superficie celular que las habilita para adherirse a
superficies de distinta naturaleza como acero inoxidable,

plastico, vidrio y otros que cominmente se utilizan en la
industria, por lo cual, la adherencia se ve favorecida
cuando la energia superficial de la bacteria es mayor a la
del medio. Caso contrario, cuando un sustrato posee baja
energia superficial éste es mas bien hidrofébico y para
favorecer la adherencia microbiana es necesario que la
energia superficial del microorganismo sea aln menor que
la del sustrato [26].

Conclusiones

Entre los S. aureus estudiados se observaron cepas con
y sin capacidad para producir exopolisacarido, de las
cuales ninguna de ellas fue capaz de formar autoagregados
celulares, y apenas algunas de estas manifestaron habilidad
para formar agregados celulares especificos de forma
espontanea.

La hidrofobicidad de la superficie celular de las cepas
guedé fuertemente manifiesta cuando fueron expuestas al
sulfato de amonio y al xileno, al promover la agregacion
celular especifica y la afinidad por el solvente orgénico,
respectivamente. Los elevados niveles de adherencia de los
S. aureus a los solventes orgéanicos evaluados (acido y
bésico) definieron la propiedad de la superficie celular de
las cepas para donar/aceptar electrones, siendo esta una
propiedad fisicoquimica que les confiere la potencial
habilidad para la colonizacion e invasion de superficies de
contacto bien sea bidticas o abidticas de miultiples
naturalezas.

No se observaron diferencias entre las propiedades de
la superficie celular de los S. aureus productores de
exopolisacarido con respecto a las cepas que no mostraron
capacidad para biosintetizarlas. Por lo cual, los S. aureus
estudiados representan un riesgo significativo para las
industrias procesadoras de alimentos, ya que se hace
evidente su habilidad fisiol6gica para invadir superficies de
contacto, y a su vez complica el aseguramiento de
alimentos libres de microrganismos perjudiciales para la
salud.
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