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RESUMEN

Los manipuladores de alimentos que tienen contacto directo con los alimentos, es necesario
que realicen, buenas practicas de higiene, ya que poseen microorganismos como el
Staphylococcus aureus, que esta presente en las vias respiratorias, la piel y algunas cepas

pueden causar intoxicaciones estafilococicas asociadas con los alimentos.

Los Staphylococcus aureus se pueden encontrar en diferentes superficies de los equipos,
como el acero inoxidable grado alimenticio, ya que al ser utilizadas continuamente,
pueden favorecer la formacion de biopeliculas, debido a que éstas se forman cuando

no hay una limpieza adecuada, lo cual aumenta el riesgo de la formacion de la biopelicula.

Por otra parte, si no hay un buen un control en la formacion de biopeliculas se pueden
producir pérdidas econdmicas, porque se impide el flujo de calor en las superficies, se
incrementa la resistencia del fluido en las superficies, aumentando la corrosion, con
lo que se lleva a una disminucion de energia, por lo tanto una pérdida en la productividad,
por lo cual, es importante evitar en lo posible la formacion de la biopelicula mediante una
limpieza adecuada de las personas que tienen contacto directo con los alimentos y de los

equipos de acero inoxidable de grado alimenticio que tienen contacto con estos.



INTRODUCCION

La importancia de la higiene personal de los manipuladores de los alimentos, a lo
largo de todas las operaciones, es extremadamente importante para la prevencion de las
intoxicaciones estafilococicas, ya que el hombre constituye la principal fuente de

contaminacion de los alimentos con los microorganismos productores de esta enfermedad

(Nickerson & Sinskey, 1972).

Cuando los manipuladores de los alimentos abandonan su trabajo en el proceso de
fabricacion, de coccion o de distribucion de alimentos, con el fin de atender las
necesidades personales, para tomarse un pequefio descanso, deben de obligatoriamente
lavarse y desinfectarse las manos antes de reintegrarse a sus ocupaciones habituales. Es
de gran importancia para prevencion de brotes de intoxicacion estafilocdcica por ingestion
de alimentos, la separacion del personal con infeccion en las manos y que vayan a
tener contacto directo con los alimentos. Dentro de este personal se incluyen a
los que presenten erosiones y heridas purulentas, asi como los que padezcan forunculosis

(Nickerson & Sinskey, 1972).

Cuando los alimentos contienen pocas bacterias patdgenas, tienen lugar un mayor
crecimiento de las bacterias competitivas, o sea, las que causan las alteraciones de los
alimentos y no causan enfermedad (Nickerson & Sinskey, 1972). Sin embargo, si las
bacterias patdgenas tienen la oportunidad de desarrollarse estas pueden desprenderse
de las manos, cuchillos, ropas y otros utensilios. Esto puede inducir contaminacion cruzada

especialmente en la cocina y en alimentos listos para consumir (Bathia & Zahoor , 2007).



1. ANTECEDENTES

La presencia de un nuimero elevado de Staphylococcus aureus en los alimentos refleja
una higiene defectuosa por mala manipulacion (Pascual Anderson & Calderon Pascua,

2000).

Los brotes estafilococicos tienen lugar cuando, de una forma u otra forma, los alimentos
se han manipulado de modo inadecuado, esto quiere decir que los alimentos han estado,
al menos durante algunas horas, a temperaturas superiores a 6.6°C (44°F). En
consecuencia, esta enfermedad se podria controlar aplicando las temperaturas necesarias de
refrigeracion a lo largo de todo el proceso de fabricacion de los alimentos, a no ser que

vayan a ser consumidos inmediatamente (Bathia & Zahoor , 2007).

Cuando los estafilococos se desarrollan en exceso es imposible que todos se
destruyan al aplicar diferentes procesos de coccion en los alimentos. No obstante,
suele ocurrir que las temperaturas alcanzadas durante la coccidon maten a la mayor parte
de estos microorganismos. Sin embargo, es posible que los alimentos que llevaron a un
proceso de coccidn se mantengan durante periodos de tiempo largos, a temperaturas que
permitan el crecimiento de estafilococos. Es interesante recordar que, una vez producida
la toxina por el estafilococo, no es posible destruirla por procedimientos de coccion
ordinarios, aunque los propios organismos sucumban ante el calor aplicado (Pascual

Anderson & Calderon Pascua, 2000).

El mantenimiento de los alimentos sobre las mesas constituye un eslaboén de la cadena
de preparacion de los alimentos importante, debido a que estos con frecuencia son
manipulados deficientemente. Sin embargo, en las mesas no deben de almacenarse grandes
cantidades de alimentos en un solo recipiente, a no ser que estos se mantengan a
temperaturas de 60°C (140°C). De lo contrario, existe la posibilidad de un enfriamiento, lo
que podria permitir temperaturas adecuadas para evitar el crecimiento de organismos

productores de enfermedades transmitidas por alimentos (Nickerson & Sinskey, 1972).



1.1. Staphylococcus aureus

El término Staphylococcus del griego staphyle=racimo y kokkos=granos, lo usé por

primera vez Ogston en el afio 1880 (Fueyo Mendoza, 2008).

El género Staphylococcus pertenece al Phylum 2 del Dominio Bacteria; Clase Bacilli;
Orden Bacillales; y Familia Staphylococcaceae (Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology, 2001). Ademads, el género esta formado por 19 especies, de las que
algunas son patogenas oportunistas tanto para hombres como para animales y
entre estas se encuentra el tipo, Staphylococcus aureus o también Illamado

—estafilococo dorado” (Fueyo Mendoza, 2008).

1.1.1. Distribucion

Staphylococcus aureus esta presente en sitios externos, tales como fosas nasales o la
piel asi como en la cara. Al menos 50 % de las personas poseen este microorganismo
en las fosas nasales, garganta, heces y manos, distribuyéndose a otras zonas del cuerpo
y vestimenta (Pascual Anderson & Calderon Pascua, 2000). Son el mayor causante de
infecciones adquiridas e infecciones nosocomiales (Bathia & Zahoor , 2007). Generalmente
son inocuos en condiciones normales. Sin embargo, al perderse la continuidad en la piel o
mucosas y romperse las barreras naturales de defensa del organismo, se favorece la
invasion bacteriana y en consecuencia el riesgo de desarrollar infecciones, como abscesos,
bacteriemia, neumonia, meningitis, infecciones en el tracto urinario como osteomielitis
y endocarditis e incluso choque séptico en cualquier lugar del organismo, en pacientes
con alteraciones inmunologicas o enfermedades debilitantes pueden ser mortales

(Lowy, 1998; Elliot, 1999; O’Gara J, 2001; Mandell et al., 2000).

Los alimentos expuestos a la manipulaciéon humana tienen la posibilidad de contaminarse
con el Staphylococcus aureus y ser un riesgo su consumo. Este se encuentra en diversos
alimentos crudos: como carnes de abastos y aves, si no se tiene un control en las tltimas
etapas de sacrificio y la preparacion de diferentes productos, seguido ademds de un

almacenamiento incorrecto (falta de refrigeracion adecuada) estos se pueden contaminar



facilmente. Otra forma de contaminacion de los productos es a través del equipo de
procesado que, a veces puede estar, colonizado por cepas toxigenas de Staphylococcus
aureus. Siendo este resistente a la desecacion, por lo cual puede mantenerse en algunas
zonas de los equipos de procesado, dificilmente accesibles a la limpieza. También son
frecuentes en los sistemas de ventilacion. En algunas explotaciones avicolas se han
encontrado cepas del Staphylococcus aureus resistentes al cloro (Pascual Anderson &

Calderon Pascua, 2000).

1.1.2. Patogenicidad

Las enfermedades producidas por el consumo de los alimentos es una de las mayores
preocupaciones en todo el mundo y constituyen uno de los problemas de salud mas
relevantes. Las ETA de origen infeccioso pueden estar asociadas a agentes virales,
parasitarios y bacterianos (Manfredi et al., 2010). Alrededor de 1500 millones de casos de
diarrea asociados a 3 millones de muertes ocurren anualmente en el mundo en menores de
5 afios. Entre el 15% y el 70% de estas diarreas son el resultado directo de la contaminacion
quimica o bioldgica que presentan algunos de los alimentos que se comercializan en los
diferentes paises. Se estima que, solo en E.E.U.U., cada afio se presentan entre 3.3 y 12.3
millones de casos de enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA), con un costo
asociado de 6.5 a 34.9 millones de ddlares anuales (Buzby & Roberts, 1997). Entre las
bacterias que originan estas enfermedades, Staphylococcus aureus ocupa un papel
destacado como agente etiologico de una de las gastroenteritis mas frecuentes por consumo
de alimentos contaminados. Esta afeccion se conoce como intoxicacion alimentaria

estafilocécica (IAE) (Sivila, 2000).

La presencia de Staphylococcus aureus, en los alimentos procesados se debe a la
contaminacion introducida por los manipuladores, debido a inadecuadas practicas de

manufactura, o por la utilizaciéon de materia prima contaminada (Bean et al., 1996).



Entre los alimentos implicados en brotes de ETA asociados a Staphylococcus aureus se
encuentran la leche y sus derivados (Manfredi et al., 2010). Este no es considerado un
agente altamente letal debido a su baja mortalidad. Sin embargo, algunos
Staphylococcus aureus cuando crecen pueden producir toxinas. Las toxinas que son
excretadas a partir de esos microorganismos, son mencionadas como exotoxinas
normalmente ejercen efectos en el tracto intestinal y son llamadas enterotoxinas. Las
toxinas estafilococicas son consideradas como una amenaza debido a su estabilidad a las

altas temperaturas (100°C por 1h) (Bathia & Zahoor , 2007).

1.1.3. Descripcion del microorganismo

1.1.3.1. Morfologia

El Staphylococcus aureus es un organismo de forma esférica u ovide, inmdvil en los
medios de cultivo liquidos o en suspensiones se agrupan en forma de racimos, formando
parejas o agrupaciones de racimos, formando 4 parejas o agrupaciones pequefias y
a veces, forma de cadenas cortas. Sus células individuales tienen un diametro de 0.8 a 1um
(Nickerson & Sinskey, 1972). En los medios no selectivos sus colonias son grandes,
opacas, lisas, circulares, enteras y a veces pueden presentar bordes ligeramente ondulados,

coloracion amarilla o blanca (Bailon et al., 2003).

1.1.3.2. Composicion

La pared de la célula del Staphylococcus aureus estd compuesta por macromoléculas como
peptidoglicanos,  polianiones de 4cidos teicoicos (TAsS) 'y proteinas de
superficie que es esencial para su sobrevivencia (Chen et al., 2012a).
Su pared celular es el componente basico, que le confiere forma y estabilidad a este
microorganismo el peptidoglicano representa el 50 % de la pared. Este es un polimero
polisacarido compuesto por subunidades alterantes de N-acetilmurdmico [con una
cadena de 4 aminoacidos: L-alanina, D-glutdmico, L-lisina, D-alanina vy
N-acetilglucosamina unidas mediante enlaces B-(1-4)]. Las cadenas peptidicas laterales
unidas al residuo de acido muramico, estan ligadas en forma cruzada por un puente de

pentaglicina debido a la L-lisina de una cadena y a la D-alanina de otra cadena



(Mandell et al., 2000). Ademas, la pared de la célula del Staphylococcus aureus es
resistente a lisozima y sensible a lisostafina, las cuales tienen especificidad y se unen a

los puentes de pentaglicina del Staphylococcus spp (Bathia & Zahoor , 2007).

Otros componentes incluyen los acidos teicoicos que contribuyen con alrededor del
40% al peso de la pared celular. Algunos de ellos (formados por una secuencia
alternativa de ribitolfosfato) estan unidos de forma covalente al péptidoglicano y otros
(unidades repetidas de glicerol fosfato) ala membrana citoplasmatica. La adherencia a la
mucosa nasal es mediada por los acidos teicoicos. Embebida en la capa externa del
péptidoglicano est4 la proteina A (tamafio 42.000 Daltons) presente en cantidades variables
en distintas cepas. Entre las adhesinas asociadas a la pared celular que promueven la
adherencia de la bacteria a las células del hospedor, estan las proteinas de union a
la fibronectina y al coldgeno. Finalmente muchas cepas estan recubiertas por una capa

externa de polisacaridos, que suele considerarse como una capsula o capa viscosa

(Mandell et al., 2000).

1.1.3.3. Gram

Los estafilococos son cocos Gram positivos, oxidasa negativa y catalasa positiva. La mayor
parte de las cepas virulentas son hemoliticas, fermentan manitol. Tienen la facultad de
coagular el plasma (Bailon et al., 2003). Los estafilococos crecen mejor en presencia de
oxigeno, pero también lo pueden hacer en su ausencia, por lo que son anaerobios
facultativos. Ademads el Staphylococcus aureus lichia la gelatina y reduce los nitratos a

nitritos (Nickerson & Sinskey, 1972).

1.1.3.4. Crecimiento

El estafilococo es un microorganismo poco exigente y de facil desarrollo. Crece
entre 7-47.8°C, y su temperatura Optima es de 35-37°C. La produccion de
enterotoxina se realiza entre 10-46°C, con temperatura Optima a 37-45°C.
Respecto al pH se multiplica a valores comprendidos entre 4 y 9.8 con un 6ptimo de 6-7.

Crece entre amplios limites de aw, aunque dependiendo siempre del pH vy



la temperatura de incubacion. El crecimiento del gérmen se realiza a una aw comprendida
entre 0.83 y 0.99; para la elaboracion de toxinas requiere de 0.86-0.99 aw

(Pascual Anderson & Calderon Pascua, 2000).

El Staphylococcus aureus es una especie que soporta el crecimiento con limites de sal
en medios artificiales de 0%-20%. En los alimentos la tolerancia es similar, aunque el
limite superior puede ser algo mas bajo por la presencia de otros factores inhibidores. En
muchos alimentos, con concentraciones de sal superiores a 5%-7%, la reduccion del
germen es muy pequeia (Pascual Anderson & Calderon Pascua, 2000). Este es un pobre
competidor y presenta grandes riesgos en los alimentos cuando la flora normal de los
alimentos ha sido inhibida, destruida, cocinada y salada. Es un organismo muy adaptable y

puede vivir en una amplia variedad de ambientes (Tone et al., 2007).

Las medidas para evitar el desarrollo de los Staphylococcus aureus en alimentos son:
e Destruirlos por calor antes de que se multipliquen.

e Frenar sumultiplicacién con una temperatura inferior a 6 °C.

e Respetar la cadena de frio.

(Pascual Anderson & Calderon Pascua, 2000).

1.1.4. Toxinas

Son las responsables de aparicion de sintomas de intoxicaciones estafilococicas
(estafiloenterotoxicosis) ocasionado por la ingestion de alimentos contaminados. Esta es
mas frecuente cuando un alimento terminado se contamina como consecuencia de
manipulaciones poco escrupulosas por parte del personal que mantiene los alimentos
varias horas temperaturas entre 20-40°C. En esta fase temperatura/tiempo, si un
Staphylococcus aureus ha llegado al alimento a través de malas manipulaciones del
portador, se multiplica abundantemente y elabora toxinas. Sin embargo, no todos los

Staphylococcus aureus son capaces de producir toxinas.



Las medidas para evitar que se produzca una estafiloenterotoxicosis son:

e  Utilizar productos crudos sanos

e Evitar la colonizacion del alimento manteniéndolo por debajo de 6 °C.

e En los productos crudos fermentados como quesos y embutidos el control se debe

realizar en la fase de la fermentacion (Pascual Anderson & Calderon Pascua, 2000).

La enfermedad que producen las toxinas estafilococicas se debe a la accion toxica de
las toxinas preformadas en el alimento. Pues, el crecimiento del Staphylococcus aureus
no se libera en el intestino, sino que la toxina ingerida activa unos receptores en el
intestino que generan unos impulsos que son los que exitan el centro subcortial del
vomito. Las toxinas que producen los algunos Staphylococcus aureus no actian como
toxinas clasicas, sino mas bien como neurotoxinas. La cantidad de estas necesarias para
que se desencadene la intoxicacion depende del peso y la sensibilidad del individuo; se
estima, en general, en 0.1 microgramo/kg en el hombre. Se producen principalmente en la
fase postexponencial del crecimiento bacteriano y su expresion genética esta controlada por
al menos tres sistemas de regulacion: agr (accessory — gene regulador), sar

(staphylococcal accessory) y un sistema de represion catabdlica (Fueyo Mendoza, 2008).

Por otra parte, hay una relacion alta entre la produccidon de enterotoxinas estafilocdcicas
del Staphylococcus aureus y la produccion de coagulasa. De hecho, la mayoria de las
cepas de Staphylococcus aureus vinculadas con intoxicacion alimentaria estafilocdcica son
productoras de coagulasa, por lo cual es esta la principal caracteristica fenotipica que se

debe determinar en los aislamientos provenientes de alimentos (Mac Faddin, 2003).

Las enterotoxinas estafilocdcicas (SEs) son un grupo de moléculas de una sola cadena de
peso molecular bajo (27,000-34,000 Daltons) termotolerantes. Estas toxinas causan las
intoxicaciones por alimentos, severas alergias y enfermedades autoinmunes.
Independientemente del serotipo, todas causan vomitos y gastroenteritis siendo estables al
calor, poseen conformaciones similares con circuitos de disulfuro (Bihac et al., 1996). Para
su produccion se necesita un tiempo largo de incubacion (20 horas). Otros factores que

afectan su periodo de incubacion son el pH, aw y el substrato (Bathia & Zahoor , 2007).
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1.1.4.1. Clasificacién

Han sido reconocidas 18 enterotoxinas, con distintos serotipos, denominadas como
A, B, C (esta ultima con 5 variantes C1, C2, C3, Covina y Cbovina), D, E, G, H ,I
(las 3 ultimas con variantes), J, K, L, M, N, O, P, Q, R y U cada una de ellas es codificada
por un gen que se denomina por el prefijo se seguido de la letra a la que corresponde la
enterotoxina (sea-seu, inicialmente se denominaban enf). Las mas comunes asociadas con
intoxicacion por alimentos son la A y la D (Croz et al., 1974). Tanto las enterotoxinas
como sus genes presentan diferente grado de homologia, y se ha propuesto la siguiente

organizacion de los genes:

[~ L

e

seu, prendopenes

Figura 1. Genes que codifican las enterotoxinas estafilococicas




Tabla 1. Caracteristicas de las enterotoxinas estafilocOcicas

Tipos Longitud | Longitud Masa Pl | Referencia
de precursor | madurez | molecular
enterotoxinas (aa) (aa) (KDa)
A 257 233 27.10 7.3 | (Betley & Mekalanos,1985;
Betley & Mekalanos,1988).
B 266 239 28.33 8.6 | (Johns & Kahn , 1988).
C1 266 239 27.53 8.6 | (Bohach & Schlievert, 1987).
C2 266 239 27.53 7.8 | (Schlievert & Bohach, 1989).
C3 27.56 8.1 | (Hovde et al., 1993).
Chovino 27.61 7.6 | (Marr et al., 1993).
Coveja 27.51 7.6 | (Marr et al., 1993).
Ccabra 27.60 7.0 | (Chang & Bergdoll, 1979).
D 258 228 26.36 7.4 | (Chang & Bergdoll, 1979;
Bayles & Iandolo, 1989).
E 257 230 26.42 7.0 | (Couch et al., 1988).
G 258 233 27.04 5.7 | (Munson et al., 1998).
H 241 218 25.21 Nd | (Su & Wong, 1996).
I 242 218 24.92 Nd | (Munson et al., 1998).
J 268 245 28.56 8.6 | (Zhang et al., 1998).
K 242 219 25.53 6.5 | (Norvick et al., 2001).
L 240 215 24.59 8.6 | (Fitzgerald et al., 2001).
M 239 217 24.84 6.2 | (Bonneville et al., 2001).
N 258 227 26.06 6.9 | (Bonneville et al., 2001).
O 260 232 26.77 6.5 | (Bonneville et al., 2001).

Fuente: (Bathia & Zahoor , 2007).




Tabla 2. Genes de las enterotoxinas estafilococicas

Gen Localizacion genética Referencia
Sea Profago (Betley & Mekalanos, 1985; Borst, 1994).
Seb Plasmido y cromosoma (Shafer & Iandolo, 1978; Shalita et al., 1989;
Altboum et al., 1985).
Secl Plasmido (Altboum et al., 1985).
SecCpovino | Isla de patogenicidad (Fitzgerald et al., 2001).
Sed Plasmido (p/B-485) (Bayles & Iandolo, 1989).
See Fago defectuoso (Couch et al., 1988).
Seg Grupo de genes cromosomales | (Bonneville et al., 2001).
(egc)
Sei Cromosoma egc (Bonneville et al., 2001).
Sej Plasmido (p/B-485) (Zhang et al,. 1998).
Sek Isla de patogenicidad (Novick et al., 1985; Fitzgerald et al., 2001).
Sel Isla de patogenicidad (Fitzgerald et al., 2001).
Sem Cromosoma egc (Bonneville et al., 2001).
Sen Cromosoma egc (Bonneville et al., 2001).
Seo Cromosoma egc (Bonneville et al., 2001).

Fuente: (Bathia & Zahoor , 2007).

Enterotoxinas estafiloccicas A (SEA)

Son las mas comunes enterotoxinas implicadas en la intoxicacién por el consumo de
alimentos contaminados (Holmberg & Blake, 1984), estan formadas por el gen sea
(Huang et al., 1987) compuesto a su vez por 120 pares de bases (Johnson et al., 1990;
Suarez et al., 2008). Finalmente, hay 3 diferentes subtipos con 3 puntos isoeléctricos

diferentes (Schad et al., 1995).




Enterotoxinas estafilocécicas B (SEB)

Son las enterotoxinas que con menos frecuencia se han relacionado con intoxicaciones
por el consumo de alimentos contaminados (Pascual Anderson & Calderon Pascua, 2000).
Enterotoxinas estafilocécicas C (SEC)

Son un grupo de proteinas altamente conservadas (Bergdoll et al., 1965). Hay 3 diferentes
subtipos C1, C2 y C3. Este ultimo difiere de los subtipos C2 y C1 por el nimero de
aminoacidos que son 4 y 9 respectivamente. Finalmente, el subtipo C3 se encuentra
codificado por el gen sec3 estrechamente relacionado con el gen del subtipo C1, que posee
una secuencia igual en el 98% de su estructura (Couch & Betley, 1989).

Enterotoxinas estafilocécicas D (SED)

Son las segundas enterotoxinas mas comunes asociadas con intoxicaciones por alimentos
contaminados, estan formadas por el gen sed compuesto por 258 aminoacidos
(Bayles & Iandolo, 1989) y son dependientes de las moléculas de Zn™
(Balan & Rasooly, 2000).

Enterotoxinas estafilococicas E (SEE)

Todas tienen una secuencia homologa en 81% a las enterotoxinas estafilococicas A y

estan formadas por el gen see (Couch et al., 1988).

Enterotoxinas estafilocécicas G (SEG)

Son formadas por el gen seg compuesto por 233 aminoacidos (Munson et al., 1998).

Enterotoxinas estafilocécicas H (SEH)

Son las mas recientes enterotoxinas descubiertas con masa molecular de 27,300 Daltons y

con una secuencia terminal unica de NH, (Su & Wong, 1995).

Enterotoxinas estafilococicas | (SEI)

Son formadas por el gen sei compuesto por 242 aminoacidos (Munson et al., 1998).



1.1.4.2. Importancia en la industria de alimentos

La salubridad de un alimento respecto Staphylococcus aureus depende de la presencia de
sus enterotoxinas, pero no del microorganismo en si. Siendo este un gérmen indicador
de mala manipulaciéon de los alimentos. La contaminacién de los alimentos con
Staphylococcus aureus suele ser consecuencia de escasas o malas practicas de higiene
en alguna o algunas de las fases de la cadena alimentaria. Si esto se une a un
almacenamiento posterior del alimento a temperatura y tiempo que permitan el crecimiento
del gérmen, tiene lugar la elaboracion de enterotoxinas capaces de generar intoxicaciones,
si el alimento es consumido. Sin embargo, se puede minimizar el riesgo de
consumir alimentos contaminados con Staphylococcus aureus impidiendo la
preparacion 'y manipulacion de alimentos a personas infectadas o enfermas

(Pascual Anderson & Calderon Pascua, 2000).

Los alimentos que usualmente estan involucrados en una intoxicacién por consumo de
pueden variar ampliamente dependiendo del pais. Debido a las diferencias en el consumo
y en los habitos de consumo de cada pais. Algunos alimentos involucrados con
intoxicaciones por Staphylococcus aureus incluyen carne, productos carnicos, aves de
corral, productos de huevo, ensaladas con huevos, atin, pollo, papas, macarrones,
panaderia, sandwiches, chocolates claros, leche y productos lacteos. Los alimentos que
durante su preparacion requieren una considerable manipulaciéon y se guardan en
temperaturas significativamente elevadas son frecuentemente involucrados en una
intoxicacion alimentaria. El Staphylococcus aureus existe en la leche, en humanos y
animales. Sin embargo, este puede ser transferido hacia las superficies en contacto con los
alimentos por medio del el aire y el polvo (Argudin et al., 2010). Aunque, la principal causa
de contaminacion de alimentos son los manipuladores, porque los Staphylococcus aureus
pueden sobrevivir en ellos, ya que los manipuladores contaminan los alimentos en un 83%

y las manipuladoras en 57% (Soriano et al., 2002).



Los motivos por los cuales los alimentos pueden ser causa de intoxicacion, son debido a:

e Habitualmente no hay una flora contaminante que compita con el Staphylococcus
aureus; de lo contrario esta bacteria crece sin obstaculos, produciendo niveles téxicos de
enterotoxinas antes de que puedan crecer otros microorganismos.

e La aw de los alimentos es lo suficientemente baja como para que no puedan crecer
otros microorganismos Gram positivos y Gram negativos. De esta forma también se reduce
la flora competitiva, favoreciendo con ello el crecimiento del Staphylococcus aureus.

e Los alimentos que son manipulados, proporcionan que se contaminen con
Staphylococcus aureus. Ademas, que la elaboracion se hace a temperatura ambiente y
durante un tiempo mas o menos largo lo que facilita el crecimiento de esta especie
bacteriana, en cuyo caso, aunque el producto elaborado se someta a calentamiento
culinario, éste no serd capaz de inactivar las  toxinas  existentes
(Pascual Anderson & Calderon Pascua, 2000).

e Los alimentos que no han tenido un almacenado correcto a una temperatura
de calentamiento adecuada 60°C, 140°F o por debajo de 7.2°C, 45°F
(Bathia & Zahoor , 2007).

La notificacion de un brote de enfermedades transmitidas por alimentos causa un gran
impacto en la sociedad, porque pone en evidencia la fragilidad de los sistemas de control
de los alimentos, y en menor medida, de los sistemas preventivos de salud. En la
mayoria de los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos es dificil relacionar la
fuente de intoxicacidn con los pacientes afectados, y més dificil atn es establecer el origen
de la contaminacién de los alimentos involucrados, sobre todo si consideramos que,
en general, el lote del alimento involucrado en un brote de enfermedades
transmitidas por alimentos no se encuentra en el expendio cuando las personas afectadas
manifiestan los sintomas. Es por ello que muchos brotes de enfermedades transmitidas por

alimentos pasan inadvertidos (Manfredi et al., 2010).



Aunque no hay un método de prevencidon para evitar el riesgo de intoxicacion por
alimentos contaminados con Staphylococcus aureus pueden tomarse algunas medidas
como:

e [Lavarse las manos con jabon y agua.

e Lavarse las manos después de tratar a otras personas.

e Lavarse con sacate por 30 segundos o mas correctamente.

e El jabon antibacterial no ofrece mas limpieza que otros jabones, el tiempo de
exposicion de lavado es mas importante.

e  Usar toallas desechables para secarse las manos.

e (Cambiarse de ropa continuamente cuando se manipulan los alimentos.

(Bathia & Zahoor , 2007).

1.1.4.3. Enfermedad que provocan

Depende de la cantidad, del tipo y la toxicidad de la toxina. Los sintomas tipicos
aparecen después de 1-6h pueden variar a partir de ligeros o moderados a severos
incluyendo dolor abdominal, vomito, diarrea, fiebre, deshidratacion y en casos
severos incluso la muerte, ya que causan alteraciones en el tracto gastrointestinal,
infiltracion neurobiologica, acumulacidon de sangre en el epitelio y en las membranas del
estomago (Lee et al., 1996). Aunque, la mayoria de los enfermos se recuperan en 24-48h
sin necesidad de tratamiento, aunque las personas debilitadas, los nifios y los ancianos

pueden requerir atencion hospitalaria (Brizzio, 2009; Lopez et al., 2008).

1.1.4.4. Tratamientos de inactivacion

e Irradiacion

Esta no es considerada como un tratamiento para eliminarlas (Modi et al., 1990).

e Quimica

Se ha usado jabon o hipoclorito (HOCI) por un tiempo de 10-15min, para enterotoxinas
estafilococicas A se ha usado 9ug de HOCI y 70nmg de buffer de fosfato
(Suzuki et al., 2002).



1.2. Biopeliculas

Los microorganismos que estan en contacto con las superficies pueden ser causa de
problemas debido a la formacién de biopeliculas, las cuales pueden contener patégenos
lo que constituye un reservorio de contaminacién, incrementando el riesgo de
contaminacion microbiana en plantas de alimentos (Herrera et al., 2007). Se han aislado
diferentes bacterias que producen biopeliculas en diferentes lugares de procesamiento de
alimentos.

Tabla 3. Microorganismos aislados de biopeliculas en la industria alimentaria

Lugares Microorganismos Referencias
Plantas de procesamiento Bacillus cereus (Sharma & Anand, 2002).
de lacteos y Escherichia coli
lineas de pasteurizacioén Shigella sp
S.aureus
Plantas de helado y L.monocytogenes (Gunduz & Tuncel, 2006).
cintas transportadoras o Shigella

unidad de alimentacién

Industria de pesca Neisseriaceae (Bagge-Ravn et al., 2007).
y procesamiento del caviar Pseudomonas
Vibrio
Industria de camardon Pseudomonas (Guobjornsdottir et al., 2005).
P .flurescens
P.putida

Fuente: (Xianming & Xinna, 2009).

Las multiples interaciones de los compuestos de las superficies de las células
determinan la formacion de biopeliculas que contribuyen a la adherencia a superficies
celulares y a materiales inertes (Mandell et al., 2000). Algunas bacterias son capaces de
formar biopeliculas, tanto Gram positivas como Gram negativas, ya sean patdgenas o no.

(Kloter et al., 2000; Koneman et al., 2000).



Tabla 4. Bacterias con capacidad de producir biopeliculas

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens

Escherichia coli

Vibrio cholerae

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Salmonella ssp

Listeria ssp

Fuente: (Hernandez & Novales., 2007).

1.2.1. Descripcion

La biopelicula es una poblacion de bacterias envuelta por una matriz glucoprotéica
con la capacidad de adherirse a las superficies. Estas colonias son semejantes a las
observadas en los hongos, en las que el micelio forma una intrincada red en constante
comunicacion entre si y con el medio externo. Se puede observar que en la biopelicula hay
microcolonias rodeadas de canales llenos de agua, y su funcién es semejante a la
de un sistema circulatorio primitivo, permitiendo el acceso de nutrientes, la
eliminacion de desechos 'y la comunicacidbn con otras microcolonias

(Lowy, 1998; Pascual ,2002; Mandell et al., 2000; Koneman et al., 2000).

Cuando una biopelicula estd en proceso de formacion los factores que influyen son:
las propiedades de los sustratos, superficies y mecanismos genéticos entre otros. Una
comunidad de éstas puede estar compuesta por una sola especie de bacteria o por varias
especies que forman una capa simple o estructuras tridimensionales. La matriz de la
biopelicula estd altamente organizada en ecosistemas en canales con agua que estan
dispersos y puede proporcionar pasajes para intercambio de nutrientes, metabolitos y
residuos (Herrera et al., 2007). La matriz no s6lo permite el intercambio de metabolitos

entre microcolonias y el exterior, sino que ademas les confiere una barrera protectora contra
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ambientes adversos, como falta de nutrientes, anaerobiosis, presencia de anticuerpos
y antibidticos. Sin embargo, las bacterias sacrifican su capacidad de crecimiento y

desplazamiento dentro de la biopelicula (Mandell et al., 2000).
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Figura 2. Secuencia de la formacion de las biopeliculas

Los requerimientos esenciales para el crecimiento de una biopelicula es que tenga sustrato.
Sin embargo, se ha notado que reduciendo el aprovechamiento de nutrientes, la cantidad
de agua, reduccion de la presion osmotica llegan a tener menos bacterias. La comunicacion
intercelular dentro de la biopelicula es rapidamente simultanea hacia arriba y abajo
regulado por la expresion de los genes con adaptacion temporal como variacion del
fenotipo y la habilidad de sobrevivir a condiciones deficientes de nutrientes. Cerca
del 99% de la poblacion de bacterias que hay en el mundo son capaces de formar
biopeliculas en varias etapas de crecimiento, en diversas capas y con numerosas bacterias
(Silva Meira et al., 2012).

1.2.2. Formacion

En los afios 90’s Consterton et al. destaco la importancia de una biopelicula debido a
que las bacterias formaban comunidades de bacterias resistentes a agentes antimicrobianos
(Consterton et al., 1999).

Los mecanismos involucrados en la formacion de una biopelicula son:

1.-Ataque de las células de las bacterias

Durante el primer paso, se dan las interaciones entre la bacteria y el tipo de material de
la superficie, algunas fuerzas que influyen en estas interacciones son: hidrofobicidad,
electrostatica y fuerzas de Van der Waals. En esta fase la bacteria adsorbe pasivamente al
material de la superficie. Muchos modelos tedricos tratan de describir la relacion que hay
entre la adhesion bacterial, el grado de hidrofobicidad de la superficie celular y el tipo de

material de la superficie (Legeay et al., 2006).
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2.-Adherencia y acumulacion de las células en capas multiples

El segundo paso, la biopelicula se establece progresivamente en la superficie colonizada
(Speziale et al., 2009).

3.-Maduracion

En esta fase de maduracion la biopelicula se desarrolla la estructura completa de la
biopelicula (Arciola et al., 2012).

4.-Desprendimiento de las células de la biopelicula para iniciar un nuevo ciclo
En el cuarto paso, las bacterias previamente encerradas se protegen en las estructuras
de la biopelicula regresando a su forma inicial, listo para una iniciar una nueva fase

invasiva (Arciola et al., 2012).
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Figura 3. Representacion de la formacion de las biopeliculas

Sin embargo, Characklis y Marshal (Characklis & Marshal, 1990) describen el proceso del
desarrollo de la biopelicula de acuerdo a los siguientes pasos:

1.- Formacioén inicial de la capa de acondicionamiento

Se inicia cuando la biopelicula empieza a crecer, compuesta por algunas particulas,
orgénicas o inorganicas. Esta capa de acondicionamiento se modifica el sustrato cambiando
la accesibilidad de la bacteria. La carga en la superficie, la tension y la potencia pueden
alterar favorablemente las interaciones entre el sustrato y la formacidén de una bicapa. El
sustrato prove de nutrientes para el crecimiento de la comunidad de bacterias

(Garret et al., 2008).



2.- Adhesion reversible

Las células plantonicas microbianas son transportadas a partir del volumen de liquido
condicionando otras superficies por medio de las fuerzas fisicas o por apéndices bacterianos
como flagelos. Una fraccidon de células llega a adsorberse reversiblemente en la superficie.
Factores como la energia disponible, la funcionalidad de la superficie, la orientacion
bacterial la temperatura y condiciones de presion que se presentan en el medioambiente
contribuyen a la adhesion bacterial. Si la fuerza de repulsion es mas grande que las fuerzas
de atraccion, la bacteria llegara a despegarse de la superficie. Las fuerzas fisicas asociadas
con la adhesiéon son: las fuerzas de Van der Waals, las interaciones estéricas y
las interacciones electrostaticas (Gallardo et al., 2002).

3-. Adhesion irreversible

En términos reales, el nimero de células adsorbidas permanecen inmovilizadas y llegan a
adsorberse irreversiblemente. Esto ha sido sostenido debido a los apéndices de la bacteria
(flagelos, fimbrias o pili) vencen las fuerzas fisicas repulsivas eléctricas de la doble capa.
Estos apéndices de la bacteria tienen contacto con la doble capa dando como resultado
reacciones de oxidacion e hidratacion para consolidar el enlace entre bacteria y la
superficie. Algunas evidencias han mostrado que la adhesion microbiana depende
fuertemente de las propiedades hidrofobicas-hidrofilicas de las interaciones de la superficie
(Lui et al., 2004).

4-. Crecimiento de la poblacién

Al reproducirse las bacterias, las células hijas se difunden hacia el interior y exterior a partir
del punto de ataque uniéon de los grupos formados. Tipicamente tales interaciones y
crecimiento de los grupos dentro del desarrollo de la biopelicula dan origen a la forma de
un hongo. La estructura del hongo se cree que permite el paso de nutrientes a la
profundidad de la biopelicula. Después de una fase /ag inicial, hay un rapido incremento
de la poblacion. Esto depende de las condiciones fisicas y quimicas del medioambiente,
de los nutrientes y del sustrato. Sin embargo, hay diferencias entre la expresion de los genes
que producen las bacterias planctonicas y las sésiles. Por ejemplo, en las bacterias sésiles
la produccion de los apéndices es inhibida en la superficie, debido a que la motilidad es

restringida y no necesaria (Dunne, 2002).



5-. Etapas finales en el desarrollo de la biopelicula

En esta fase las células de las bacterias regulan sus actividades fisioldgicas mediante un
proceso llamado quorum sensing (Blasser, 1999). En este proceso hay sefiales quimicas
usadas que estimulan expresiones genéticas, mecanicas y precursores enzimaticos,
que funcionan debido a que cada bacteria que se une a una superficie produce una sefal
de "yo estoy aqui", de tal manera que mientras mas bacterias se unen, se incrementa la
concentracion de esta sefial. Su objetivo es coordinar determinados comportamientos
0 acciones entre microorganismos del mismo género, de acuerdo a su numero. Los
gérmenes que utilizan este proceso elaboran y secretan moléculas sefializadoras, llamadas
autoinductores las principales moléculas empleadas para comunicarse con las demas
bacterias son las acil homoserina lactonas, que predominan en bacterias Gram negativas,
mientras que oligopéptidos modificados prevalecen en gérmenes Gram positivos. Las
bacterias también poseen un receptor que puede detectar especificamente el autoinductor
respectivo. Cuando éste se une al receptor, activa la trascripcion de determinados genes,
incluyendo aquellos para la sintesis del inductor (Nazar, 2007). Este proceso se da en fases:
en el primer paso una molécula de sefalizacion especifica se produce dentro de la
célula bacteriana a través de la envoltura bacteriana. En la segunda etapa, las sefializaciones
de las moléculas se acumularan fuera de la bacteria. En el tercer paso la bacteria usa
reguladores, estos se unen especificamente a las moléculas de sefializaciones externas de
las bacterias interactuando con proteinas las cuales empiezan a fosforilarse; sefializando a
las moléculas que pasaran por difusion a través de la membrana. Una vez dentro los
enlaces regulan las proteinas. Las sefiales de moléculas empiezan a modificarse y exportar
moléculas en la bacteria. Sin embargo, esto solo ocurre cuando hay una concentracion de
las moléculas con un nivel predefinido dando lugar a la expresion de los genes

(Podbielski & Bernd, 2004).



=5 -
sensorprotein

diffusion

production \ / sensing -

=
2
protease
= @
=
=
=g =
bar of d local ='=

decreased
producing bacteria space conhcentration =3

Figura 4. Fases de regulacion del quorum sensing

6-. Muerte de la biopelicula

La fase de muerte se da cuando se rompe la biopelicula. Sin embargo, en esta fase algunas
bacterias son capaces de producir enzimas que usan para degradar los polisacaridos que
sujetan a la biopelicula, liberando entonces a las bacterias de la superficie para colonizar
otros sustratos frescos (Sutherland, 1999).

1.2.2.1. Biopeliculas estafilocdcicas

Una de las bacterias que mas se estudia en el mundo actualmente por su capacidad de
producir biopeliculas es el Staphylococcus aureus (Hernandez & Novales., 2007).

1.2.2.2. Formacién

El desarrollo de wuna biopelicula estafilococica se da en 3  etapas:
1-.Ataque

El primer paso, el Staphylococcus aureus expresa una serie de proteinas de superficie
llamadas MSCRAMMSs (componentes de la superficie microbiana que reconocen a las
moléculas de la matriz) (Patti et al., 1994) para adherirse a diferentes superficies (Otto,
2008).

2-.Maduracion

Se caracteriza por la adherencia intercelular que se logra debido a moléculas como
proteinas adhesivas. En esta fase se forman estructuras tridimensionales especificas
llamadas —terres” entre ellas hay canales llenos de liquidos que transportan los nutrientes
necesarios de las capas mas profundas de las biopeliculas (Costerton et al., 1995).
3-.Desprendimiento

Una vez que se desarrolla completamente la biopelicula estafilococica estd puede
desprenderse (también Ilamado desprendimiento o dispersion) a través de procesos

mecanicos y procesos de activacion. Este proceso envuelve multiples pasos incluyendo
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la degradacion de la matriz extracelular y cambios fisicos que preparan a las células
para condiciones fuera de la biopeliculas. Sin embargo, hay algunos otros factores que
contribuyen al desprendimiento como son: las condiciones ambientales, ya que provocan
la activacion de mecanismos que traen como consecuencia el desprendimiento del
Staphylococcus  aureus de la biopelicula. Ademas, de factores genéticos

(Boles & Horswill, 2008).
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Figura 5. Modelo conocido del desprendimiento estafilococico
Tabla 5. Mecanismos del desprendimiento de las biopeliculas estafilocdcicas
Especies Proceso Mecanismo Referencias

S.aureus y Activacion del | Expresion de factores que regulan | (Boles & Horswill, 2008)

S.epidermidis | sistema agr el sistema agr
S.aureus Polisacarido de | Activacion del sistema agr (Boles & Horswill, 2008)
adherencia

intercelular (PI4)

S.aureus Induccién de la | Corte de proteinas de la matriz (Marti, 2010)
expresion de la

proteasa celular

S.aureus Cambio de pH Reactivacion del sistema agr y | (Boles & Horswill, 2008)

otros sistemas de regulacion

Fuente: (Boles & Horswill, 2011).




1.2.2.3. Composicion

La composicion precisa de las biopeliculas depende de las cepas de Staphylococcus
aureus, es decir de los nutrientes disponibles, estados fisioldgico y las condiciones fisicas
que prevalecen (Boles & Horswill, 2008).

Algunas cepas se basan en polisacaridos en formaciones de biopeliculas robustas, otras
forman biopeliculas con polisacaridos independientes con matrices compuestas con
proteinas y DNA (O’Gara, 2007; Izano, 2008). Las proteinas constituyen el segundo mayor
componente de las biopeliculas (Boles & Horswill, 2008).

1.2.2.4. Matrizy proteinas de las biopeliculas

Las biopeliculas estafilocdcicas estan encerrados en una matriz extracelular compuesta
por proteinas, polisacaridos extracelulares y ADN, esta le provee proteccion a el ataque
de las células o la exposicion de agentes antimicrobianos. Un componente importante de
las biopeliculas es el ADN que tiene como papel servir de forma estructural al S.aureus
en las biopeliculas facilitando las interaciones superficie-célula y célula-célula

(Boles & Horswill, 2011).

Por otra parte, el 15% de las biopeliculas estd compuesto por células microbianas,
envueltas por la matriz extracelular en las cuales hay canales que transportan un volumen

de fluido en el flujo conectivo de la comunidad bacteriana (Arciola et al., 2012).

El mecanismo de formacion de la biopelicula se basa en la habilidad  del
Staphylococcus aureus de expresar una variedad de proteinas de adhesion que colonizan
gran numero de diferentes superficies. Esas proteinas principalmente se encuentran
ancladas a la pared celular del Staphylococcus aureus, sirve de sostén de las células
dentro de las biopeliculas probablemente interactuando con otras proteinas de superficies
las células vecinas. En la matriz extracelular de las biopeliculas también alberga proteinas
que estdn implicadas en la formacion de biopeliculas como la proteina Bap
(proteina asociada con la formacion de biopeliculas) descubierta por Cucarella et al.

(Cucarella et al., 2001).



1.2.2.5. Condiciones que promueven el desprendimiento

Con las condiciones favorables la mayoria de las biopeliculas liberan células en forma
continua presentando mayores desprendimientos después de periodos de crecimiento
prolongados (Yarwood, 2004). Ademds, se ha inducido el desprendimiento de las
biopeliculas de S.aureus con cambios ambientales en su crecimiento mediante la remocion
de la glucosa. Sin embargo, en condiciones normales el crecimiento de la biopelicula se da
cuando la glucosa esta presente, ya que reprime el sistema agr, debido a que cuando la
glucosa se agota en el medio se reactiva el sistema agr con la produccion de enzimas que
degradan la matriz resultando en el desprendimiento de las biopeliculas (O’Gara, 2007).
Aunque, mas allé del agotamiento de la glucosa, se sabe poco sobre la contribucion de otras
condiciones ambientales en el mecanismo del desprendimiento. Por otra parte, existe la
evidencia de que diversos factores inducen la formacion de biopeliculas de Staphylococcus,
como la presencia de aminas, condiciones de anaerobiosis, incremento en la concentracién

de azacares como glucosa y diversas concentraciones de antibioticos (Curtin et al., 2003).

1.2.2.6. Orientacion del desprendimiento

La diversidad de los componentes de las biopeliculas como el DNA y polisacaridos son
susceptibles a un rango amplio de enzimas como la proteinasa K y tripsina que dispersan el
Staphylococcus aureus (O'Neill, 2007), otra es la dnasa I que ha servido en la dispersion de
las biopeliculas formadas por el Staphylococcus aureus (Mann, 2009; Izano, 2008) y el
dispersin B, producida por el Actinobacillus actinomycetemcomitans (Kaplan et al., 2003)
que inhibe la formacion de las biopeliculas promoviendo el desprendimiento del S.aureus
siendo esta una f-hexosaminidasa que hidroliza los enlaces glicosidicos (Ramasubbu,
2005), debido a esto hay gran interés en utilizar a esta como agente antibiopelicula
(Kaplan, 2010), sin embargo la habilidad del Staphylococcus aureus para formar
biopeliculas con polisacaridos independientes sugiere que podria tener limitaciones (Boles

& Horswill, 2011).



1.2.3. Factores ambientales
Los principales son:

° pH

Los cambios en el pH pueden marcar efectos en el crecimiento de las bacterias esto es
frecuentemente usado para la produccion de detergentes y desinfectantes para matarlas.
Sin embargo, las bacterias responden a cambios de pH tanto internos como externos en
diferentes procesos celulares, como en la secrecion de sustancias exopolimericas
(polisacéridos). Aunque, el pH depende de cada bacteria es alrededor de 7 para la mayoria
de las bacterias (Oliveira et al., 1994).

e Propiedades reologicas y adhesivas

Las biopeliculas se comportan como fluidos viscoeldsticos exhibiendo deformaciones
viscosas elasticamente irreversibles y reversibles. A las sustancias poliméricas
extracelulares (EPS), les atrae el alginato, xantana, goma gellana debido a la adhesion de
hidrégeno a partir de geles viscoelasticos hidratados fuertemente. Estas propiedades
les proporcionan fuerzas a las biopeliculas teniendo, asi una estabilidad mecanica
(Villanin et al., 2000).

e Temperatura

La temperatura Optima para el crecimiento de microorganismos estd asociada con los
nutrientes, lo que resulta en la formacion de la biopelicula. Esta a su vez, depende de
la presencia y la reaccion de las enzimas, las cuales controlan el desarrollo de sistemas
fisicos y bioquimicos. La temperatura también se relaciona con la rapidez de la reaccion y
el movimiento del desarrollo de las células. Ademas, la temperatura ambiental afecta las
propiedades fisicas de los componentes dentro de la célula. Sin embargo, los ultimos
reportes se demuestra que a una temperatura baja se aumenta la posibilidad de adhesion
debido a la interaccion entre la bacteria y el sustrato (Nisbet et al., 1984). Por su parte,
Marion-Ferey et al. (Marion-Ferey et al., 2002) observaron el efecto de las temperaturas
altas (80-90°C) en cuanto a las temperaturas de eliminacién de las biopeliculas, pero
descubrieron que estas temperaturas no eran efectivas para remover el biopeliculas debido a
“efectos de respaldo” y que a en temperaturas altas se incrementa la adherencia natural de

las biopeliculas en las superficies (Garret et al., 2008).
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1.2.4. Importancia

Las células de las biopeliculas son las mas resistentes a la desecacion, similar a la
sobrevivencia encontrada durante la exposicion al estrés a desinfectantes. La formacion de
biopeliculas en las plantas de procesamiento de alimentos son un alto riesgo al originar
contaminaciones cruzadas a partir de las manos, esponjas, utensilios usados en los

alimentos y las superficies de los equipos usados empleados (Silva Meira et al., 2012).

La superficie de eleccion en la mayoria de los casos en la industria alimentaria el acero
inoxidable, ya que es estable a una variedad de temperaturas, relativamente inertes y
resistentes a la corrosion (Verran et al., 2000) pero, al utilizar superficies de acero
inoxidable se pueden desgastar (Verran et al., 2008), lo cual puede provocar un aumento en
la adhesion bacteriana (Kusumaningrum et al., 2002), debido a esto es importante realizar
una adecuada limpieza y métodos de desinfeccion, aunque se ha visto que a pesar del uso
de limpiadores y desinfectantes en el procesamiento industrial alimenticio, la adhesion
bacterial no ha sido prevenida y por lo tanto la formacion de la biopelicula no tiene un
limite. El crecimiento de estas resulta en costos elevados en limpieza y mantenimiento,
también pueden causar serios problemas en ingenieria impidiendo el flujo de calor,
incrementando la resistencia del fluido favoreciendo la corrosion llevando a una pérdida

de energia y perdiendo productividad (Silva Meira et al., 2012).

Sin embargo, las biopeliculas pueden ser buenas en algunos casos como en el usod
de remocion de contaminantes, metales, agentes radioactivos (Barkay & Schaefer, 2001),
compuestos nitrogenados (Li et al., 2003) y en la industria del agua se utiliza para la

purificacion (Sekoulov & Brinke Seiferth, 1999).

El Staphylococcus aureus es uno de los mdas frecuentes patdgenos transmitidos por
alimentos encontrados en plantas de procesamiento de alimentos (Pastoriza et al., 2002),
su adherencia en las superficies ocasiona la formacion de biopeliculas
(Xianming & Xinna, 2009). Sin embargo, estos organismos no solo se asocian con

procesos de sacrificios, sino también de procesamiento de los alimentos (Tone et al., 2007).
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1.2.5. Caracteristicas del gen bap

La proteina Bap es un miembro del grupo de 100 proteinas que conservan la estructura
y caracteristicas funcionales en diversas especies de bacterias, las cuales juegan
un papel importante en el desarrollo de las biopeliculas. Esta contiene 2276 aminoacidos
asociados a las bacterias Gram positivas. Esta a su vez se compone por N-terminales
divididos en regiones. La region A esta compuesta por 2 repeticiones de 32 aminodcidos
separados por 26 aminoacidos. La region B contiene 458 aminoacidos sin repeticiones,
hasta ahora con una funcion desconocida. En la region central se encuentra la
region C formada por C-dominantes compuestos a su vez por 16 repeticiones
de 86 aminoacidos importantes en la adhesion  bacterial.  Finalmente,
hay un segmento de C-terminales que poseen una pared compuesta por membranas (WM)

(Lasa & Penadés, 20006).
El gen bap se ha encontrado en diferentes especies de estafilococos como:

Staphylococcus —aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus  xylosus,  Staphylococcus — simulans 'y  Staphylococcus  hyicus

(Tormo et al., 2005).
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Figura 6. Proteina Bap

1.2.6. Importancia del gen bap

Todos los estafilococos aislados que albergan la proteina Bap tienen la
caracteristica de producir biopeliculas muy fuertes y adherentes (Cucarella et al., 2001).



1.2.7. Control

Las biopeliculas son una gran preocupacion en los sectores de alimentos, muchos estudios
se han realizado con el fin de obtener una mejor comprension de su desarrollo y difusion.
En consecuencia, estudios también han llegado a tomarse medidas de prevencion. El
mas importante es evitar la formaciéon de biopeliculas por medio de la limpieza y
desinfeccion de tal manera que no permita que las células se unan firmemente
(apego reversible) al ponerse en contacto con superficies (Midelet & Carpentier, 2004).

Desinfectantes

Los agentes quimicos reaccionan con las sustancias  poliméricas
extracelulares hidratadas (EPS) de las biopeliculas. Estas se han eliminado
después de tratamientos con agentes quimicos (Simoes et al., 2005).

e Peroxidos

Entre los mas usados es el H,0, debido a su capacidad de oxidacion basado en la
produccion de radicales libres que afectando a la matriz de la biopelicula, se ha
encontrado ser eficaz contra biopeliculas (De Carvalho, 2007) conocido por ser una
solucidn segura que no causa reacciones alérgicas (Rideout et al., 2005) y se puede utilizar
en concentraciones altas sin afectar la calidad del producto (Kim et al., 2000). Se ha
demostrado que mata biopeliculas maduras en concentraciones entre 0.08% y 0.2%
(Shikongo Nambabi, 2011) y para erradicar completamente las biopeliculas se utiliza en
una concentracion del 5% por 15 min (Robbins et al., 2005).

1.3. Métodos de diferenciacion genotipica

Se utilizan para clasificar las bacterias, ademds de ser de gran utilidad para establecer

relaciones sobre intoxicaciones por alimentos y rutas epidemiologicas clasificandose en:

e Andlisis de restriccion

Se lleva a cabo mediante el estudio de fragmentos de ADN in vitro por digestion
con endonucleasas para su posterior separacion electroforética (Fueyo Mendoza, 2008)

e Analisis de amplificacion

Se basa en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa para aplicarse en la amplificacion de

secuencias conocidas (Fueyo Mendoza, 2008).



Métodos basados en la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion consiste en la amplificacion enzimatica in vitro de un fragmento de ADN
pudiendo llegar a copiarse hasta 10° veces. Para ello son necesarios:
un ADN molde, desoxirribonucledtidos (dNTPs), una ADN polimerasa termorresistente
y uno (para secuencias aleatorias) o dos (para secuencias conocidas) oligonucledtidos,
de 10 a 20 pares de nucledtidos complementarios a una region de la secuencia a amplificar.
Estos oligonucledtidos reciben el nombre de iniciadores, cebadores o primers,
y por lo tanto la eleccion de la temperatura (T,) determinara la especificidad de

los fragmentos de ADN (Williams et al., 1990). Este proceso se compone de varias etapas:

e Fase de desnaturalizacion

Consiste en la separacion de las dos hebras del ADN molde con una elevada temperatura
(Fueyo Mendoza, 2008).

e Fase de union o anillamiento

Se inicia cuando la temperatura disminuye permitiendo a los primers reconocer a sus
secuencias complementarias en las cadenas de ADN (Fueyo Mendoza, 2008).

e [Fase de elongacién

Comienza cuando la ADN polimerasa se une al primer sintetizando una hebra
complementaria gracias a la incorporacion de los nucledtidos. Este ciclo se repite un
nimero determinado de veces alrededor de 30-35 veces con cadenas recién
sintetizadas actuando como molde. Esta sucesion de ciclos da lugar a un incremento

exponencial del nimero de copias del fragmento de ADN delimitado por los primers

(Fueyo Mendoza, 2008).
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Figura 7.Etapas de la amplificacion mediante PCR
Posteriormente, se puede visualizar el patron de bandas con los fragmentos de 4ADN
amplificados mediante electroforesis en gel agarosa tefiido con bromuro de etidio o en gel

poliacrilamida con tincion de plata (Williams et al., 1990).
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Figura 8. Esquema de los pasos basicos de un protocolo de PCR




2. OBJETIVOS

Objetivo General

Detectar el gen bap en cepas de Staphylococcus aureus toxigénicos a partir
de exudados mediante la técnica de Reaccion en Cadena de

la Polimerasa (PCR) para determinar su relacion con la formacion de las biopeliculas.

Objetivos Particulares

1. Aislar e identificar cepas de S.aureus mediante pruebas bioquimicas y tintoriales.
2. Seleccionar las cepas capaces de producir biopeliculas mas fuertes mediante
su formacion en medio de cultivo liquido y microscopia electronica de transmision.
3. Comprobar la capacidad de las cepas de S.aureus seleccionadas
para producir biopeliculas mediante pruebas —h vitro”.
4. Detectar la presencia del gen bap para comprobar su implicacion en
la  capacidad de  formacion de las  biopeliculas en cada  cepa
mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
5. Detectar la presencia del gen sea causante de la intoxicacion alimentaria en las cepas

de S.aureus aisladas mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).



3. METODOLOGIA

3.1. Toma de muestras
[J Procedimiento

[J Se tomaron 82 exudados de diferentes personas con hisopos estériles y con solucion

salina transportandose en tubos estériles.

3.2. Aislamientos y purificacion de posibles S.aureus
[l Procedimiento
[J Se sembro6 cada exudado bucofaringeo en Agar Chapman incubandose 24h a 37°C.

[J Se seleccionaron las colonias amarillas 3-5 colonias de cada muestra.

[J Las colonias seleccionadas del Agar Chapman se sembraron en Agar Biotriptasa.

[J Se tomaron las colonias amarillas sembradas por estriado.

Figura 9. Siembra de bacterias por estriado

3.3. Identificacion de S.aureus con pruebas tintoriales, bioguimicas y de fermentacién

3.3.1. Pruebas tintoriales

Tincién de Gram
[J Procedimiento

[J En un portaobjeto se marcaron los circulos donde se coloco la bacteria.



[J Se disolvid en agua destilada estéril una pequefia muestra de la bacteria.
[J Se dej6 secar la muestra.
[ Se 1ij6 al calor.

[J Se dej6 enfriar.
[J Se realiz6 un tren de tincion con el siguiente orden y tiempos:

Tabla 6. Tincién de Gram

Reactivo Tiempo | Procedimiento
Cristal violeta 1 min Se enjuago
Lugol 1 min Se decantd
Alcohol-acetona | 20s Se enjuagd
Safranina 1 min Se enjuago

[J Se dejo6 secar.

[J Se observo al microscopio en un objetivo de /00X con aceite de inmersion para ver

cocos en racimos de color violeta (Alvarez Manrique & Mendoza Elvira, 2005).

Uso del microscopio marca OLYMPUS
[J Procedimiento

[J Cada frotis se observd utilizando un microscopio de luz compuesto.
[] Se agregd unas gotas de aceite de inmersion en el portaobjeto.

[J Se enfocod la muestra con el objetivo 40X, después con el objetivo /00X se observo la

morfologia y color de las bacterias (Alvarez Manrique & Mendoza Elvira, 2005).

3.3.2. Pruebas bioquimicas

Prueba de Catalasa
[J Procedimiento

[J Se tom6 una gota de agua oxigenada al 3% en un portaobjeto y se puso en
contacto con la bacteria tomada con un palillo estéril de un cultivo de 24h.

[J Si la bacteria poseia esta enzima, actuaba sobre el agua oxigenada liberando agua y



oxigeno, observandose en la formacion de burbujas (Alvarez Manrique & Mendoza Elvira,

2005)

Prueba de Oxidasa

1 Procedimiento
[J Se tomo la bacteria con un palillo estéril.

[J Se colocd sobre papel filtro puesto en una caja Petri en una éarea estéril previamente
humedecido con el reactivo N, N, N tetrametil-p-fenilendiamina diluido en H,O destilada.

[J La prueba fue positiva, si formaba un color morado indicando que la bacteria poseia

la enzima citocromo oxidada (Alvarez Manrique & Mendoza Elvira, 2005).

Prueba de Coagulasa

[0 Procedimiento

[J Se obtuvo plasma de conejo esterilizado por filtracion, utilizando una membrana de
0.22um.

[J Se sembro la bacteria en 0.5ml de caldo BHI por 24h a 37°C y se mezcl6 con 0.5ml de
plasma.

[J Se incubo6 en bafio Maria a 37 °C por 4-24h.

[J Se observé la formacién o no de un coagulo (Alvarez Manrique & Mendoza Elvira,

2005)

Prueba de O/F

[J Procedimiento

[ Se sembrd cada la bacteria en 2 tubos de O/F uno sin aceite mineral y otro con aceite

mineral.
[J Se incubaron los 2 tubos por 24h a 37°C.

[J Se observaron si los tubos cambiaron de color, ya que si la bacteria sembrada crecio
sin aceite mineral tuvo la capacidad de desarrollarse en presencia de oxigeno (oxidativo) y
si la bacteria sembrada crecid con aceite mineral, tuvo la capacidad de desarrollarse sin

presencia de oxigeno (fermentador) (Alvarez Manrique & Mendoza Elvira, 2005).



Prueba de MIO

[J Se sembrod cada bacteria en un tubo de MIO.

[J Se incub6 por 24h a 37°C.

[J La prueba fue positiva, si se observo un cambi6 de color indicando que la bacteria poseia

la capacidad enzimatica de descarboxilar la ornitina (Alvarez Manrique & Mendoza Elvira,

2005).

Prueba VP

[J Se sembro cada bacteria en un tubo con caldo RM-VP.

[J Se incub6 cada tubo por 24h a 37°C.

[J Se anadio primero 6 gotas de a-naftol al 5% y después se agregd 3 gotas de KOH al
40%.

[J Se agit6 él tubo y se dejo reposar durante 10 min.

[J La prueba fue positiva, si se observd un cambid de color indicando que la presencia de

diacetilo (Alvarez Manrique & Mendoza Elvira, 2005).

Prueba de Urea

[J Se sembrd cada bacteria en un tubo con caldo urea.

[J Se incub6 cada tubo por 24h a 37°C.

[J La prueba fue positiva, si se observo un cambid de color indicando que la bacteria poseia

la enzima ureasa (Alvarez Manrique & Mendoza Elvira, 2005).

3.3.3. Pruebas de fermentacién de

D-celobiosa, D-manitol, D-melecitosa, D-manosa, D-galactosa, D-fructosa,
D-threalosa, D-xilosa, Maltosa, L-arabinosa y Sacarosa

[J Procedimiento

[J Se sembro cada bacteria en un tubo con caldo rojo fenol junto con cada uno de los
azucares*.

[J A continuacidn, se incub6 cada tubo por 24h a 37°C.



[J La prueba fue positiva, si se observo un cambid de color indicando que la bacteria tuvo
la capacidad de degradar el azucar.

*Azlcares: D-celobiosa, D-manitol, D-melecitosa, D-manosa, D-galactosa, D-fructosa,
D-threalosa, D-xilosa, Maltosa, L-arabinosa y Sacarosa
(Alvarez Manrique & Mendoza Elvira, 2005;Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology,
2001).

3.4. Deteccion de la capacidad de formar biopeliculas en caldo BHI

[J Procedimiento
[ Se sembro la bacteria en caldo BHI.

[ Se verifico la presencia de la biopelicula por la formacién o no de una capa en la parte
superior del cultivo adherido sobre las paredes del tubo, después su incubacién a 37°C

durante 1 semana (Chen et al., 2012b).

3.5. Deteccion de la capacidad de formar biopeliculas con microscopia electronica

[J Procedimiento

[J Se inocul6 la bacteria formadora de la biopelicula en caldo BHI.

[J Se selecciond una cepa de Staphylococcus aureus formadora de una biopelicula en un

tubo de caldo BHI.

[J Se esterilizé una caja de Petri con un portaobjetos, en donde se colocaron unas rejillas
circulares de cobre, con grosor de 20nm y un didmetro de 3mm, formadas a su vez por

400 agujeros con un tamafio de abertura de 75um y sobre estas se colocd la muestra.

[J Se incubd cada rejilla durante 5dias a 37°C.

[J Se tom¢ cada rejilla con unas pinzas.

[J Se coloco en el portamuestras una pedazo de cinta doblecara conductible a los costados.

[J A continuacidon, se coloco sobre el portamuestras un poco de tintura de plata.

[J Despueés, el portamuestras con las rejillas se expuso a vacio durante 10s.



[0 Se observd cada rejilla a 1,000 aumentos con un microscopio electronico
de barrido marca JEOL y modelo JSM-6010LA.

[J Se tomaron fotografias con una camara digital (Gallardo Gonzélez et al., 2003).

3.6. Deteccion de la capacidad de formar biopeliculas con cristal violeta
1 Procedimiento

[J Se inoculo la bacteria formadora de la biopelicula en caldo BHI durante 24h a 37°C.
[J Se vaci6 el caldo BHI en una caja Petri que contenia un cubreobjetos estéril.

[J Se incubaron las cajas Petri durante 3dias y Sdias a 37°C.

[J Se tom¢ el cubreobjetos con unas pinzas.

[J Se lavo el cubreobjetos con agua destilada 3 veces.

[J Se dejo6 secar el cubreobjetos.

[J Se tin6 el cubreobjetos con cristal violeta durante 10min.

[J Se dejaron secar las muestras.

[J Se colocd cada cubreobjetos en un portaobjetos.

[J Se observé al microscopio de luz compuesto marca OLYMPUS en un objetivo de 40X
para observar la agrupacién indicadora de la formacién de la biopelicula.

[J A continuacion, se tomaron fotografias (Lasa et al., 2005).

3.7. Extraccion de ADN

(J Procedimiento

[J Se sembrd la bacteria en Agar Luria Bertani.

[J Se incub6 por 24h a 35 °C.
[J Se recogi6 Y4 de una caja de Agar Luria Bertani con un asa estéril de vidrio.

[0 Se colocOd en Iml de TE 1X.
[J Se centrifugd por Smin a 7000rpm.
[J Se elimino el sobrenadante.

] Se resuspendio en 200uL de TE 1X y 20uL/ml de lisozima.



[J Se incub6 por 3h a 37 °C.
[J Para lograr la degradacion de las proteinas se agregé 300uL de 7E 1X, 30uL de SDS al
10% y 2uL/ml de proteinasa K.

[J Se mezclo suavemente.
[J Se incub6 nuevamente por 1ha 37 °C.

[] Para la eliminacién de los péptidos, ademas de lipidos se anadié 84uL de NaCl SM
y 60uL de CTAB 0.7M.

[J Se mezcld suavemente.

[J Después se incub6 por 1h a 65 °C.

[J Se adicion6 300uL de fenol cloroformo frio al 24:1.
[J Se mezcl6 suavemente Smin.

[] Se centrifugd por Smin a 8000rpm.

[] Se separd en fases, se tomo el sobrenadante, se evitd tomar la parte del centro y

se elimino el desecho.

[J Se lavo el sobrenadante con fenol cloroformo frio al 24:1 hasta que se vio transparente.
[J Se agregd 200uL de etanol absoluto para lograr la precipitacion del ADN.
[J Se mezcld por inmersion lenta hasta que se formo una tela blanca.

[J Para que se pegara a la pared del tubo se centrifugd por Smin a 7000rpm.
[J Se lavo el precipitado cubriéndolo con etanol absoluto.

[J Se centrifugd por Smin a 8000rpm.

[J Se marc6 donde quedod el ADN.

[J Se decanté nuevamente.

[J Se secd sobre una toalla boca abajo a 25 °C.

[J Se resuspendié nuevamente con 200uL de 7E 1X.

(] Se almaceno el ADN a -20 °C.
[J Para la confirmaciéon de la extraccion de ADN se realizd una electroforesis en gel

agarosa al 1% (Poutou et al., 2005).



3.8. Deteccion del gen bap mediante la técnica de PCR

[IProcedimiento
[J Para la seleccion de la concentracion de los primers. Se evaluaron diferentes

concentraciones desde 0.25mM, 0.5mM, 0.75mM y 1mM.
[1'Y a continuacion, se realizo una electroforesis en gel agarosa al 1%.

[J Después, se tomaron fotografias con un analizador de imagen digital marca KODACK

y modelo LOGIC 100.

[J'Y de acuerdo, a las fotografias tomadas se selecciond la concentracion de los primers

0.75mM.

[J Para la preparacion de la concentracion 0.75mM de los primers, se tomd en frid
2.5uL de ADN, 12.5uL de Mix para PCR, 6.2uL de H,0 inyectable y 1.9uL de cada
uno de los siguientes primers: 5'-CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC-3" vy
5"-GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC-3".

[J Se centrifugd por 3s a 7000rpm y a continuacion se llevé a cabo el siguiente ciclo en el
termociclador: predesnaturalizacion 2 min a 94 °C, desnaturalizacion 30s a 94 °C,
alineamiento 30s a 56 °C, extension 50s a 72 °C en 40 ciclos y una elongacion final 7min

a72°C.

[ Se utiliz6 como control negativo la cepa de Saureus Cowan

(Darwish & Asfour, 2013).

3.8.1. Electroforesis para el gen bap

OJProcedimiento
[J Para el andlisis de los productos de amplificacion se utilizo un gel agarosa al 1%

tefiido con 7ul/ml de bromuro de etidio.

[J Se vacio6 el gel agarosa en la cdmara de electroforesis y se coloco un peine antes de que

gelificara para formar los pozos.



[J A continuacion, se espero la gelificacion del gel y se quitd el peine.
[J Se vaci6 el amortiguador 7BE 1X hasta cubrir el gel en la cdmara de electroforesis.

[J Se coloco en cada uno de los 13 pozos formados en el gel la mezcla de Sul/ml
del producto de PCR con 2pL/ml del colorante blue orange y el ultimo pozo la mezcla
2uL/ml del colorante blue orange con 3uL/ml del marcador de peso molecular de la marca

Promega#G316A, sin derramar en el contenido de cada pozo en gel.
[J Finalmente los productos fueron separados a 60 V por 1h.

[ Finalizada la electroforesis, el gel al 1% fue visualizado en un transiluminador UV marca

SYNGENE y modelo GVM20.

[J A continuacion, se tomarén fotografias con un analizador de imagenes digital marca

KODACK y modelo LOGIC 100 (Darwish & Asfour, 2013).

3.9. Deteccion del gen sea mediante la técnica de PCR
[JProcedimiento

[J Para la seleccion de la concentracion de los primers. Se evaluaron diferentes

concentraciones desde 0.25mM, 0.5mM, 0.75mM y 1mM.
[J'Y a continuacion, se realizo una electroforesis en gel agarosa al 3.5%.

[J Después, se tomaron fotografias con un analizador de imagen digital marca KODACK

y modelo LOGIC 100.

[1 Y de acuerdo a las fotografias tomadas se seleccion6 la concentraciéon de los

primers 0.5mM.

[J Para la preparaciéon de la concentracion 0.5mM de los primers, se tomo en frio
3uL de ADN, 12.5uL de Mix para PCR, 7uL de H,0 inyectable y 1.25uL cada
uno de los siguientes primers: 5'-TTGGAAACGGTTAAAACGAA-3" 'y
5'-GAACCTTCCCATCAAAAACA-3".



[J Se centrifugd por 3s a 7000rpm y a continuacion se llevé a cabo el siguiente ciclo en el
termociclador: predesnaturalizacion 4min a 94 °C, desnaturalizacion 2min a 94 °C,
alineamiento 2min a 49 °C, extensién a Imin a 72 °C en 30 ciclos y un ultimo ciclo de

extension 7min a 72 °C.

[0 Se utilizO como control negativo la cepa de S.aureus Cowan

(Johnson et al., 1990; Suarez et al., 2008).

3.9.1. Electroforesis para el gen sea

[JProcedimiento
[J Para el andlisis de los productos de amplificacion se utilizd6 un gel agarosa al 3.5%

tefiiddo con 7ul/ml de bromuro de etidio.

[J Se vacio el gel agarosa en en la cadmara de electroforesis y se colocd un peine antes de

que gelificara para formar los pozos.
[J A continuacion, se espero a que el gel gelificara y se quitd el peine.
[J Se vaci6 el amortiguador 7BE 1X hasta cubrir el gel en la cdmara de electroforesis.

[J Se colocod en cada uno de los 13 pozos formados en el gel la mezcla de SpL/ml
del producto de PCR con 2pL/ml del colorante blue orange y el ultimo pozo con la mezcla
compuesta por 2uL/ml del colorante blue orange con 3pL/ml del marcador de peso

molecular de la marca Promega#G316A, sin derramar el contenido de cada pozo en gel.
[J Finalmente los productos fueron separados a 60 V por 1h.

[J Finalizada la electroforesis, el gel al 3.5% fue visualizado en un transiluminador UV

marca SYNGENE y modelo GVM20.

[J Se tomaron fotografias con un analizador de imdgenes digital marca KODACK vy

modelo LOGIC 100 (Suarez et al., 2008).



3.10. Deteccién de la capacidad de formar biopeliculas en placas de acero inoxidable

[J Procedimiento

[0 Se utilizaron 17 placas de acero inoxidable por prueba y se colocaron en tubos con
4.5ml de caldo BHI.

[J Para formar la biopelicula, en cada tubo de BHI con las placas se inocul6 con 1ml de un
cultivo de 24h.

[J Finalmente, se incubaron los tubos de BHI con las placas por S5dias a 37°C

(Rodriguez Rodriguez, 2012).

3.11. Determinacion del efecto del desinfectante en placas de acero inoxidable

(] Procedimiento

[J Ya formada la biopelicula en los tubos de BHI con las placas de acero inoxidable,

se retird en esterilidad cada placa.

[J Se colocd cada placa en cajas Petri estériles con 20ml de agua destilada y a continuacion,
se agito.

[J Se tomo cada placa y se colocod en 20ml de Bioxitral (desinfectante) a 3000ppm durante
un tiempo de 30min y un tiempo de 1h.

[J Se retir6 cada placa del Bioxitral.

[J'Y a continuacion, se transfirié cada placa a 20ml de neutralizante durante 40min.

[J Después, se colocd cada placa en 4.5ml de caldo BHI y se incubd a 37 °C por 5dias.

[J Finalmente, se confirm6 la viabilidad de los microorganismos sembrandolos en Agar

Chapman incubados a 37 °C por 24h (Rodriguez Rodriguez, 2012).



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento e identificacion de Staphylococcus

A partir de las 82 muestras se aislaron y se identificaron 17 cepas de Staphylococcus:
8 Staphylococcus aureus subespecie aureus, 4 Staphylococcus schelieferi subespecie
coagulans, 1  Staphylococcus  haemolyticus, 1  Staphylococcus  lugdunensis,
2 Staphylococcus schleiferi subespecie schleiferi y 1 Staphylococcus — saprophyticus

subespecie saprophyticus mostrados en la tablas 7 y 8.

Tabla 7. Identificacion de los Staphylococcus

C*  BBGCo|COOIF | MIO |V|IM|S|TIU Ce |F| Ml | Ma| Ga | X Me | A| Bacterias

M |+ +] + |+ -] H+ - + |+ | - -]+ |+ |+ |- - |-]S aureus sub
aureus

N |+ + - |+ -] ++ + O I N I I S N - - |- - |-|S. lugdunensis

O |+ + + |+ -] ++ - A - |- | |+ -] - |-]|S aureus sub
aureus

P |+ + + |+ -| ++ - A - |- | |+ -] - |-]|S aureus sub
aureus

G |+ + + |+ -| +H+ - o N I oL I S S N S B - |- - |-|S schelieferi

sub coagulans

U |+ + + |+ -] ++ - + |+ |+ - -]+ + |+ |- - |-]S aureus sub
aureus

41B |+ +| + |[+]-| +H+ - + |+ | - | -]+ - - |- - |-|S. aureus sub
aureus

42D |+ +| + | H| -] A4+ - -+ H - - - |+ - - - |- - | -|S schelieferi

sub coagulans

42F | +| +| - |+ -| +HH+ e T o o o e e e e I T I A

haemolyticus




Tabla 8. Continuacion de identificacion de los Staphylococcus

Cc* G Co |C|Q O/F | MIO MS|TU Ce |F MI | Ma| Ga Me | A Bacterias

44 |+ +] + [+ - o+ - - - - - - | -|S aureus sub
aureus

46E + o+ |+ -] HH+ - +| H N N + + - | -|S. aureus sub
aureus

46 I I - +| +H - -+ |+ |+ - | - | S. saprophyticus

G sub
saprophyticus

572 |+ [+ -] ++ - +| H S - - - | - | S schelieferi
sub coagulans

59B + - |+ - HH+ - +| H - -] - - - - | -|S  schelieferi
sub schleiferi

66 |+ [+ -] 4+ - +| H S - - - | - | S schelieferi
sub coagulans

70? o+ -] A - +| H S N S S - | -|S. aureus sub
aureus

70B + - |4 -] HA+ - +| H - -] - - - - -8 schelieferi

sub schleiferi

C*=Cepas aisladas, B=Formacion de biopelicula en caldo BHI, G=Gram, Co=Coagulasa,

C=Catalasa, O=Oxidasa, O/F=Oxido-Fermentacion, M10=Movilidad-Indol-Ornitina,

V=Voges Proskauer, M=Maltosa, S=Sacarosa, T=D-threalosa, U=Urea,

Ce=D-celobiosa, F=D-fructosa, MlI=D-manitol, Ma=D-maltosa, Ga=D-galactosa,

X=D-xilosa, Me=D-melecitosa, A=L-arabinosa y S.= Staphylococcus.




4.2. Formacion de biopeliculas
4.2.1. Staphylococcus

Las 17 cepas de Staphylococcus identificadas formaron biopeliculas abundantes en caldo

BHI mostrado en la tabla 9.

Tabla 9. Staphylococcus capaces de formar biopeliculas en tubos de caldo BHI

Staphylococcus Biopeliculas
1) M S.aureus sub aureus +
2) N S. lugdunensis +
3) O S. aureus sub aureus +
4) P S. aureus sub aureus +
5) G S. schelieferi sub coagulans +
6) U S. aureus sub aureus +
7) 41B S. aureus sub aureus +
8) 42D | S. schelieferi sub coagulans +
9) 42F S. haemolyticus +
10) 44 S. aureus sub aureus +
11)46E S. aureus sub aureus +
12)46G S. saprophyticus sub +
saprophyticus
13)57° S. schelieferi sub coagulans +
14) 59B S. schleiferi sub schleiferi +
15) 66 S. schelieferi sub coagulans +
16) 70? S. aureus sub aureus +
17)70B S. schleiferi sub schleiferi +




Staphylococcus formadores de biopeliculas.

S.aureus sub
aureus
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S.schelieferi subs h It
. haemolyticus
coagulans v S. lugdunensis

S.schleiferi sub
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Staphylococcus saprophyticus

Figura 10. Capacidad de los Staphylococcus para formar biopeliculas

Formacion de
la biopelicula

Figura 11. Biopelicula formada en caldo BHI por una cepa de Staphylococcus aislada
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Figura 12. Fotografia de las bacterias sin capacidad de formar biopeliculas con la técnica
de cristal violeta observadas con un microscopio de luz compuesto marca OLYMPUS con

un aumento de 40X
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Figura 13. Fotografia de la biopelicula formadas una cepa de Staphylococcus después de
3 dias de incubacion con la técnica de cristal violeta y vista con un microscopio de luz

compuesto marca OLYMPUS con un aumento de 40X



Figura 14. Fotografias de las biopeliculas formadas una cepa de Staphylococcus después
de 5 dias de incubacién con la técnica de cristal violeta y vistas con un microscopio de luz

compuesto marca OLYMPUS con un aumento de 40X

~

- i
"~ Biopelicula X
¥ |

Figura 15. Fotografia las biopeliculas formadas por una cepa de Staphylococcus después,

de 5 dias de incubacion con la técnica de cristal violeta y vista con un microscopio de luz

compuesto marca OLYMPUS con un aumento de /00X



Figura 16. Fotografia de una biopelicula formada por una cepa de Staphylococcus después
de 5 dias de incubacidon y observadas con un microscopio electrénico de barrido marca

JEOL modelo JSM6010LA con un aumento de 230X

Figura 17. Fotografia de una biopelicula formada por una cepa de Staphylococcus a los
5 dias de incubacion y observada con un microscopio electronico de barrido de marca

JEOL modelo JSM6010LA con un aumento de /,000X.

De acuerdo a la figura 11 se muestra que los Staphylococcus son capaces de formar
las biopeliculas en el caldo BHI. Y aunque, todas las cepas aisladas de Staphylococcus
tuvieron la capacidad de formar biopeliculas con un comportamiento parecido la formacion

de una biopelicula sin embargo, cambid con en el transcurso de los dias. Por lo que, para
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la formacion de una biopelicula el tiempo es importante, ya que por ejemplo al cabo de 3
dias los Staphylococcus se empiezan a juntar para formar algunas biopeliculas aisladas
como se muestra en la figura 13 que son visualizadas en un microscopio compuesto de luz
con un aumento de 40X y tefidas con cristal violeta, por lo tanto, se cree que se inicia la
primera fase de una formacion de una biopelicula estafilocdcica, ya que la biopelicula
empieza a crecer ya que, el sustrato le provee los nutrientes necesarios para el desarrollo de
la comunidad de las bacterias (Dunne, 2002). Por lo cual, las bacterias comienzan a

adherirse a varios puntos de las superficies (Otto, 2008).

Por el contrario, en la figura 14 se muestra el comportamiento de una biopelicula al cabo
de 5 dias, pero visualizadas en un microscopio compuesto de luz con un aumento de 40X
y tefiidas con cristal violeta donde se observa que los Staphylococcus, se juntan en varios
grupos grandes formando comunidades de microorganismos que posiblemente se adhieran

a las superficies a través de diferentes polisacaridos (Lasa et al., 2005).

Por otra parte, en la figura 15 se muestra la agrupacion caracteristica de una biopelicula
formada por los Staphylococcus a los 5 dias, pero visualizadas en un microscopio
compuesto de luz con un aumento de /00X y tefiidas con cristal violeta donde se muestra
que hay varias agrupaciones de cocos en diferentes areas de la figura y posiblemente se
encuentra en los inicios de la fase de maduracion de la biopelicula ya que, empieza a crecer
nutriéndose a través de canales permitiendo su reproduccion y facilitando el medio para
que otras bacterias se puedan ir adhiriendo (Consterton et al., 1995). Ademas, en la figura
16 también se muestra la biopelicula formada por los Staphylococcus a los 5 dias de
incubacidn aunque, visualizada con microscopia electronica de barrido con un aumento de

230X.

Finalmente, en las figura 17, se observa con microscopia electroénica de barrido con un
aumento de 7,000X la biopelicula formada a los 5 dias y posiblemente con el
desprendimiento de células microbianas que pueden colonizar diferentes superficies
para iniciar de nuevo una biopelicula estafilococica (Boles & Horswill, 2008). Por otra
parte, en esta etapa las células microbianas crecen en muchos grupos, ya que son muy
resistentes, por lo cual son capaces de sobrevivir a diferentes procesos como un proceso de

limpieza e incluso a la aplicacion de un desinfectante (Xianming & Xinna, 2009). Por lo



que, es mas dificil de eliminar una biopelicula con mayor antigiiedad, ya que, las bacterias
se desarrollan en mayor cantidad, por lo cual llegan a causar problemas de contaminacion y
por eso, es importante tener un plan de limpieza y desinfeccion, porque, las bacterias
formadoras de biopeliculas se pueden desarrollar rapidamente si encuentran las condiciones
y nutrientes adecuados para su desarrollo aumentado el riesgo de la formacion de la
biopelicula madura de mas dificil eliminacion (Salgado et al., 2003). Aunque, algunas de
las bacterias formadoras de las biopeliculas en esta etapa tienen la capacidad expresar una
gran cantidad de genes que estan involucrados en la formacion de una biopelicula

(Xianming & Xinna, 2009).

En contraste a lo anterior, en la figura 12 se muestra bacterias no formadoras de
biopeliculas, pero visualizadas en un microscopio compuesto de luz con un aumento
de 40X, para demostrar que no todas las bacterias son capaces de formar biopeliculas
ya que, algunas bacterias se encuentran aisladas o solas, porque, no todas las bacterias
son capaces de formar una biopelicula (Dalton & March, 1998). Sin embargo, entre las
bacterias que son capaces de desarrollar una biopelicula se encuentra el Staphylococcus
aureus, ya que esta es una de las bacterias que con mayor frecuencia causa infecciones
asociadas al uso de implantes en el &mbito hospitalario, asi como otros dispositivos, en su
mayoria formados por acero inoxidable (Arciola et al., 2012). Y en la industria de
alimentos las superficies de acero inoxidable tipo 304, son utilizadas por ser un material
de gran resistencia a la corrosion y de gran estabilidad fisicoquimica pero, también son

susceptibles a la formacion de las biopeliculas (Xianming & Xinna, 2009).

Por otra parte, hay otros factores que influyen en la formacion de la biopelicula como
son las propiedades fisicas de los sustratos, las propiedades fisicoquimicas y las
condiciones ambientales (Xianming & Xinna, 2009). Ya que, hay investigaciones en donde
se muestra que las caracteristicas fisicas de las superficies, donde se procesan los alimentos,
pueden facilitar la adhesion de las células que posteriormente formaran la biopelicula
(Bryers, 1987). Aunque también, en otras investigaciones se demuestra que algunas
propiedades fisicoquimicas de las superficies influyen en la adhesion bacterial como las

fuerzas de atraccidon y repulsion ya que, son las que facilitan la adhesion celular de las
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bacterias hacia las diferentes superficies a través de sus estructuras como son las capsulas,

glicocalix y fimbrias (Xianming & Xinna, 2009).

Por otra parte, segin lo mostrado en otros reportes entre los factores ambientales se
encuentran varios como la temperatura, el pH y los nutrientes juegan un papel importante
en el desarrollo de las biopeliculas formadas por las bacterias (Herald & Zottola, 1998).
4.2.1.1. Extraccion de ADN

A las 17 cepas de Staphylococcus se les extrajo su ADN y se confirmé en una electroforesis

en un gel agarosa al 1% segln la tabla 10.

Tabla 10. Cepas de Staphylococcus seleccionadas para la extraccion de su ADN

Staphylococcus
1) M S. aureus sub aureus
2) N S. lugdunensis
3) O S. aureus sub aureus
4) P S. aureus sub aureus
5) G S. schelieferi sub coagulans
6) U S. aureus sub aureus
7) 41B S. aureus sub aureus
8) 42D S. schelieferi sub coagulans
9) 42F S. haemolyticus
10)44 S. aureus sub aureus
11)46E S. aureus sub aureus
12)46G S. saprophyticus sub saprophyticus
13)57° S. schelieferi sub coagulans
14)59B S. schleiferi sub schleiferi
15) 66* S. schelieferi sub coagulans
16) 70° S. aureus sub aureus
17)70B S. schleiferi sub schleiferi
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Figura 18. Confirmacion por electroforesis en gel agarosa al 1% de la extraccion de ADN

de los Staphylococcus productores de las biopeliculas



4.2.1.2. Deteccidn del gen bap mediante la técnica de PCR
Las 17 cepas aisladas de Staphylococcus, resultaron negativas al gen bap segun la tabla 11.

Tabla 11. Amplificacion del gen bap en las cepas de Staphylococcus

Staphylococcus Gen bap
l. M [S. aureus sub aureus -
2. N |S. lugdunensis -
3. O S. aureus sub aureus -
4. P S. aureus sub aureus -
5. G S. schelieferi sub coagulans -
6. U S. aureus sub aureus -
7. 41B |S. aureus sub aureus -
8. 42D | S. schelieferi sub coagulans -
9. 42F | S. haemolyticus -
10. 44 | S. aureus sub aureus -
11. 46E | S. aureus sub aureus -
. 416G S. saprophyticus sub -
saprophyticus
13. 57* | S. schelieferi sub coagulans -
14. 59B | S. schleiferi sub schleiferi -
15. 66* | S. schelieferi sub coagulans -
16. 70* | S. aureus sub aureus -
17. 70B | S. schleiferi sub schleiferi -

Con los resultados se muestra que no se obtuvo el tamafio de banda esperado para el
gen bap (970 pb) en ninguna de las 17 cepas de Staphylococcus. Debido a que,
la formacion de las biopeliculas es un proceso complejo que involucra a varios genes asi,
como diversas proteinas que modulan el control sobre la formacion de las biopeliculas
y una de las mas importantes asociadas con la formacion de las biopeliculas compuestas

por los Staphylococcus ssp es la proteina bap (Cucarella et al., 2001).



Por otra parte, en la matriz de la biopelicula se encuentran diversos elementos que
coordinan y regulan la sintesis de una proteina larga como la bap (Trotonda et al., 2005).

Aunque, también depende de las condiciones ambientales (Tormo et al., 2005).

Sin embargo, el gen bap casi no ha sido encontrado en cepas aisladas de estafilococos
provenientes de humanos lo cual, llevdo a algunos autores a sugerir que no todas
las cepas aisladas de estafilococos atacan de la misma forma a las superficies ya que,
tienen estrategias especificas (Latasa et al., 2006). Y aunque, se ha encontrado existencia de
la presencia del gen bap en estafilococos de humanos, tal hallazgo no significa que el gen
siempre se ha expresado. Por lo tanto, deben de realizarse mas experimentos para
investigar si la proteina bap es realmente funcional e importante en estos microorganismos

en la formacion de una biopelicula (Potter et al., 2009).

Aunque por otra parte, en la actualidad se requiere la identificacion de otros genes
esenciales implicados en el proceso de formacion o mantenimiento de una biopelicula
(Lasa et al., 2005). Ya que, el proceso de la formacion de la biopelicula es muy
complejo no solo depende de bases genéticas, sino también depende de factores
como propiedades del sustrato ademads, de factores ambientales como el pH, temperatura y

diferentes nutrientes (Xianming & Xinna, 2009).



4.2.1.3. Deteccion del gen sea mediante la técnica de PCR
En las 17 cepas aisladas de Staphylococcus, no se encontré en ninguna de ellas el gen sea

segun la tabla 12.

Tabla 12. Amplificacion del gen sea en las cepas de Staphylococcus

Staphylococcus Gen sea
1) M S. aureus sub aureus -
2) O S. aureus sub aureus -
3) P S. aureus sub aureus -
4) G S. schelieferi sub coagulans -
5) U S. aureus sub aureus -

6) 41B | S. aureus sub auereus -

7) 42D | S. schelieferi sub coagulans -

8) 44 S. aureus sub aureus -

9) 46E | S. aureus sub auereus -

10) 57 S. schelieferi sub coagulans -

11) 66 S. schelieferi sub coagulans -

12)70* S. aureus sub aureus -
13)42F | S. haemolyticus -
14)N S. lugdunensis -

15)46G | S. saprophyticus sub -
saprophyticus
16)59B | S. schleiferi sub schleiferi -
17)70B | S. schleiferi sub schleiferi -




4.2.1.3.1. Prueba de Coagulasa

De las 17 cepas aisladas de Staphylococcus, 12 formaron un coagulo y 5 no lo formaron,

segiin lo mostrado en las tablas 13y 14.

Tabla 13. Staphylococcus coagulasa positiva

Staphylococcus Coagulasa
I. M S. aureus sub aureus +
2. O S. aureus sub aureus +
3. P S. aureus sub aureus +
4. G S. schelieferi sub coagulans +
5. U S. aureus sub aureus +
6. 41B S. aureus sub auereus +
7. 42D | S. schelieferi sub coagulans +
8. 44 S. aureus sub aureus +
9. 46E S. aureus sub auereus +
10. 57 S. schelieferi sub coagulans +
11. 66 S. schelieferi sub coagulans +
12. 70° S. aureus sub aureus +
Tabla 14. Staphylococcus coagulasa negativa
Staphylococcus Coagulasa

1) N S. lugdunensis -
2) 42F | S. haemolyticus -

3) 46G | S. saprophyticus sub -
saprophyticus
4) 59B | S. schleiferi sub schleiferi -
5) 70B | S. schleiferi sub schleiferi -




Formacion de

coagulo

Figura 19.Prueba de coagulasa

Prueba de coagulasa
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S. aureus sub  S. schelieferi  S. lugdunensis S. S. S. schleiferi sub
aureus sub coagulans haemolyticus  saprophyticus schleiferi
sub
Staphylococcus saprophyticus

Figura 20. Staphylococcus coagulasa positiva y negativa

De acuerdo a los resultados mostrados, en la figura 20 se resume lo mostrado
anteriormente en las tablas 13 y 14, en donde se muestra que de 12 de las 17 cepas
de estafilococo resultaron coagulasa positiva como se ilustra en la figura 19 y solo
5 cepas que resultaron coagulasa negativas, esta es prueba es importante porque, en
algunos laboratorios se realizan pruebas enzimdticas para detectar la produccion de

coagulasa como medida presuntiva detectar las cepas de Staphylococcus enterotoxigénicas

(Beuchat et al., 2001).

Por lo tanto, es importante tener en cuenta que las enterotoxinas estafilococicas son una de
las principales causas de intoxicacién alimentaria, por eso su deteccion es importante

su diagnodstico asi, como el rastreo de productos contaminados (Suarez et al., 2008).
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Por otra parte, Boothby et al. destacaron que la produccion de coagulasa representa
una alternativa confiable para la identificacion de Staphylococcus aureus, aparte de
no requerir muchos recursos, ni tiempo, ni dinero para su realizacidén, pero su
correlacion con la produccion de enterotoxinas no siempre es posible, ya que hay
cepas de Staphylococcus aureus no toxigénicas (Boothby et al., 2008). Sin embargo, otros
autores como Jablonsky y Bohac indican que la situaciéon se agrava con la aparicion de
nuevas cepas enterotoxigénicas, que son coagulasa negativas, las cuales podrian

considerarse mutantes de especies de Staphylococcus aureus productoras de enterotoxinas

(Jablonsky & Bohac, 1997).

Por lo anterior, la evaluacion directa de las enterotoxinas resulta muy importante. Y por
eso existen varios métodos para su deteccidn, incluyendo diversos métodos entre ellos
los inmunnoenzimaticos (ELISA) y los de radioimmunoensayo (RIA4), pero con sensibilidad
variable. Aunque, también existe la técnica de PCR la cual resulta una alternativa valiosa
para identificar las cepas enterotoxigénicas, ya que tiene un alto grado de especificidad y en
el caso de las enterotoxinas que producen los Staphylococcus aureus es ampliamente

utilizado (Johnson et al., 1990).

Sin embargo, después de analizar las 17 cepas de Staphylococcus no se obtuvo el tamafio
de banda esperado (120 pb) para el gen sea. Aunque, en los ultimos afios se ha demostrado,
la efectividad de una técnica como la de PCR para detectar diferentes enterotoxinas como
la enterotoxina A. Esto es importante debido, a que la cantidad minima para causar
sintomas en un paciente es de menos de 1ug, por lo cual es importante tener un método

sensible como la técnica de PCR (Beuchat et al., 2001).

Por otra parte, en algunos reportes se ha discutido a cerca de, si la produccion de coagulasa
se relaciona con los genes que codifican la enterotoxina A en cepas de S.aureus que es
la mas comun implicada en la intoxicacion por el consumo de alimentos contaminados
(Holmberg & Blake, 1984). Ya que anteriormente, se tenia establecido que habia una
relacion de la presencia de la enterotoxina A con la presencia de la enzima coagulasa pero,
se ha propuesto que no siempre que las cepas de Staphylococcus que son coagulasa
positivas son capaces de producir enterotoxinas A (Suarez et al., 2008). Sin embargo,

esto no se demostré en el trabajo realizado. Aunque, hay otros reportes donde se
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ha encontrado cepas de S.aureus coagulasa negativas, pero con enterotoxinas positivas

(Udo et al., 1999).

Por lo tanto, es preferible utilizar el andlisis directo con técnicas como la prueba de PCR,
ya que al utilizar pruebas presuntivas o indirectas no son confiables para evidenciar
si las cepas de Staphylococcus aureus son capaces de producir enterotoxinas o no

(Suarez et al., 2008).

4.3. Susceptibilidad de las biopeliculas formadas Staphylococcus al desinfectante en
placas de acero inoxidable

Tabla 15. Aplicacion del desinfectante a 3000ppm en las cepas de Staphylococcus

Staphylococeus Desinfectante Desinfectante
después de 30min después de 60min
.M S. aureus sub aureus + +
2.0 S. aureus sub aureus + -
3.P S. aureus sub aureus + -
4.U S. aureus sub aureus + +
5.41B |[S. aureus sub aureus + +
6. 44 S. aureus sub aureus - -
7.46E | S. aureus sub aureus - -
8.70* |S. aureus sub aureus - -
9.G S. schelieferi sub coagulans - -
10. 42D [ S. schelieferi sub coagulans - -
11. 57 [S. schelieferi sub coagulans - -
12. 66* |S. schelieferi sub coagulans + -
13.N [S. lugdunensis - -
14. 42F [ S. haemolyticus + -
15, 46G S.  saprophyticus  sub - -
saprophyticus
16. 59B | S. schleiferi sub schleiferi + -
17.70B | S. schleiferi sub schleiferi - -




Formacion de

la biopelicula

Figura 21.Capacidad de las cepas de Staphylococcus para formar biopeliculas en placas
de acero inoxidable

Figura 22. Confirmacion de la sobrevivencia de los Staphylococcus en Agar Chapman

De acuerdo a los resultados anteriores se muestra que de las 17 cepas de Staphylococcus
formadoras de biopeliculas solo 8 cepas de Staphylococcus sobrevivieron al exponerlas
30min al desinfectante como se ilustra en la figura 21. Sin embargo, Rodriguez Rodriguez
muestra resultados similares ya que, demostrd que no es suficiente el tiempo de exposicion
de 30min al mismo desinfectante y a la misma concentracion para eliminar una biopelicula

(Rodriguez Rodriguez, 2012).



Por otra parte, de acuerdo a los datos anteriormente mostrados en la tabla 15, se muestra
que 14 de las 17 cepas de Staphylococcus formadoras de la biopeliculas analizadas fueron
sensibles a al exponerlas durante 1 hora al mismo desinfectante y a la misma concentracion
ya que, solo sobrevivieron 3 cepas de Staphylococcus aureus subespecie aureus,
esto demuestra que las bacterias con capacidad de formar una biopelicula mas fuerte en
las placas de acero inoxidable no son féciles de eliminar ya que, se observo crecimiento
después del contacto con el desinfectante como se muestra en la figura 22. Aunque, en otras
investigaciones concuerdan con los resultados obtenidos donde se mostrd que las
biopeliculas formadas por el Staphylococcus aureus en superficies de acero inoxidable

también fueron resistentes a la aplicacion de un desinfectante comercial

(Gibson et al., 1999).

Sin embargo, de acuerdo con los datos anteriores mostrados en la tabla 15 se demuestra
que algunas de las cepas de Staphylococcus aureus subespecie aureus lograron sobrevivir,
debido a que, los estafilococos que se encuentran dentro de una biopelicula son mas
resistentes porque, una biopelicula a las bacterias les provee proteccion contra condiciones
ambientales hostiles como la aplicacion de determinadas concentraciones de un
desinfectante (Bernardi et al., 2007). Por lo cual, las biopeliculas formadas por las bacterias

son dificiles de erradicar (Lasa et al., 2005).

Por otra parte, un factor importante en formaciéon de una biopelicula es el tiempo, ya
que para la eliminacion de una biopelicula mas vieja se necesita un mayor tiempo de
exposicion a un desinfectante y por lo tanto una mayor cantidad de desinfectante como se
demostrd anteriormente en donde una biopelicula de 5 dias ya podria considerar vieja,

lo cual concuerda con otras investigaciones (Silva Meira et al., 2012).

Aunque, la situacién se complica cuando se forma una biopelicula porque, esta se da
cuando no hay una buena limpieza por parte del personal que manipula los equipos de
acero inoxidable (Verran et al., 2008). Ya que, las superficies de los equipos usados al no
ser bien limpiadas, hay una mayor posibilidad de los alimentos sean contaminados porque,
en las superficies de los equipos se pueden colocan diferentes alimentos como el jamon,

el pavo, la carne, el pescado y los productos derivados del mismo, la leche y los productos
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lacteos, las ensaladas, las natillas, las empanadas y los aderezos de las ensaladas que han

sido causa de intoxicaciones alimentarias (Frazier & Westhoff, 1993).

Por lo anterior, aumenta el riesgo de contraer enfermedades por el consumo de alimentos
contaminados, cuando no se tiene cuidado en el manejo de los alimentos, lo cual indicaria

fallas en la manipulacion de los alimentos (ICMSF, 1982).

Por lo tanto, se recomienda tomar medidas preventivas para reducir estos problemas en
medida de lo posible con la higiene del manipulador de alimentos a la hora de la

preparacion de los alimentos (Bathia & Zahoor , 2007).

Por lo cual, es importante el llevar a cabo programas de limpieza para evitar la formacion

de las biopeliculas en los equipos de acero inoxidable (Xianming & Xinna, 2009).



CONCLUSIONES

*Se aislaron e identificaron 17 cepas de Staphylococcus con diferentes especies capaces de

formar biopeliculas.

*Las especies de las cepas aisladas e identificadas mediante pruebas bioquimicas y
tintoriales fueron: 8 cepas S. aureus subespecie aureus, 4 S. schelieferi subespecie
coagulans, 2 S. schleiferi subespecie schleiferi, 1 S. lugdunensis, 1 S. haemolyticus y

1 S. saprophyticus subespecie saprophyticus.

*Se confirmo la capacidad de los estafilococos de producir biopeliculas mediante la técnica

de cristal violeta y microscopia electronica de barrido.

*No se detectod la presencia del gen bap en ninguna de las 17 cepas de Staphylococcus

capaces de formar biopeliculas.

*El gen sea tampoco fue encontrado en ninguna de las 17 cepas de Staphylococcus capaces

de formar biopeliculas.

*Aunque, no se detectd el gen bap en las 17 cepas de Staphylococcus todas formaron
biopeliculas, lo cual parece indicar que la formacion de la biopelicula no depende de la
presencia de este gen. Sin embargo, algunos autores han reportado que este gen se ha

relacionado en los inicios de su formacion.



RECOMENDACIONES

*Debido a que la formacion de la biopelicula tiene una regulacién genética compleja seria

conveniente profundizar en el estudio de otros genes a parte del gen bap.

*Se sugiere trabajar con otros genes diferentes del gen sea enterotoxigénicos de
Staphylococcus aureus como seb, sec, sed y see porque, a la fecha se han reportado
nuevos casos de intoxicaciones provocadas por alimentos contaminados y que ademas,

pueden ser capaces de formar biopeliculas.

*Se recomienda seguir con el estudio de cepas de Staphylococcus aureus aisladas a partir de
alimentos, ya que posiblemente sea mas facil encontrar enterotoxinas en alimentos que

en las cepas de Staphylococcus aureus aisladas de humanos.
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