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PREFACIO

A biotecnologia baseia-se em conhecimentos multidisciplinares fortemente
associados as ciéncias naturais e exatas, e as ciéncias aplicadas. As ciéncias bioldgicas e
0 seu enquadramento na biotecnologia tém aplicacdes em grandes areas de importancia
socioecondmica, principalmente na medicina humana e animal, ambiente, agronomia
e na industria. Os processos biotecnoldgicos sdo caraterizados por usarem células
procariotas ou eucariotas, partes das mesmas ou analogos moleculares - com o objetivo
de se obterem produtos e servigos. Avangos significativos na biotecnologia surgiram das
sinergias estabelecidas entre engenheiros, cientistas e reguladores para transformar
descobertas cientificas em novos processos e produtos, com impacto socioecondmico. A
elevada dinamica académica e industrial no desenvolvimento de conhecimento em ciéncias
bioldgicas e biotecnologia é revelador da sua importancia. Contudo, a necessidade de
atualizacado dos avancos cientificos, em conjugacédo com a transformacao desse novo
conhecimento em contetdo curricular técnico-cientifico relevante sdo desafios para um
eficaz processo formativo de recursos humanos altamente qualificados. O enquadramento
ético e regulamentar de novos processos e produtos € igualmente desafiante.

Este livro foi dividido em quatro partes: a primeira parte retne capitulos (1 a 6)
relacionados com as biociéncias e a biotecnologia na area biomédica. A segunda parte
concentra capitulos (7 a 11) na area do ambiente. A terceira parte € composta pelos
capitulos 12 a 14 que se enquadram em aspetos da bioprospecgao. A quarta parte contém
os capitulos 15 e 16 que abordam aspetos do ensino/aprendizagem em biotecnologia e
da bioética, respetivamente. Neste contexto, pretende com este livro contribuir para que
estudantes e professores do ensino superior, ligados as biociéncias e a biotecnologia,
quer a nivel de graduacgao quer de pds-graduacao, possam ter uma perspetiva de avancos
na area. Este livro pode ser também util a profissionais ligados a setores nos quais as
biociéncias e a biotecnologia tém um papel de relevo, bem como para professores do

ensino pré-académico.

Manuel Simoes
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RESUMEN: En este estudio se determino
la produccion de extrapolisacaridos (EPS) a
través de la capacidad para formar biopeliculas,
de cepas autdctonas de Aerococcus viridans,
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https://orcid.org/0000-0002-5202-0324
https://orcid.org/0000-0003-1815-2240
https://orcid.org/0000-0002-9929-7443
https://orcid.org/0000-0002-2431-5627

Enterobacter cloacae, Acinetobacter iwoffi y Pseudomona aeruginosa aisladas de
residuos olivicolas en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de La
Rioja, donde se crioconservan. La capacidad para formar biopeliculas en estas cepas, se
determind cuantitativamente mediante la técnica O "Toole y se clasificaron segun el criterio
establecido por Stepanovic como no formadoras, formadoras fuertes, moderas o débiles.
La cuantificacion por espectrofotometria determind que todas las cepas estudiadas
fueron productoras de biopeliculas. La mayor cuantificacion celular fue presentada por
Enterobacter cloacae cuyo valor de densidad optica fue 0.45 seguida de Pseudomona
aeruginosa que presento una densidad optica de 0.30, mientras que las densidades Opticas
para Acinetobacter iwoffiy Aerococcus viridans fueron de 0.21y 0.16. Segun la clasificacion
utilizada, se considerd a Enterobacter cloacae como formadora fuerte (punto de corte
de 0,41- 0.56). Pseudomona aeruginosa se consideré como formadora moderada (punto
de corte 0.22- 0.41) y como formadoras débiles (puntos de corte 0.11- 0.26) se clasifico
a Aerococcus viridans y Acinetobacter iwoffi. La caracterizacion del biofilm especifico
resulta importante para lograr describir los mecanismos en formacion de las biopeliculas
bacterianas que promueven la resistencia a los antibioticos.

PALABRAS CLAVES: Extrapolisacaridos. Biopeliculas. Residuos olivicolas. Enterobacter
cloacae.

DETERMINATION OF THE EXTRA-POLYSACCHARIDE PRODUCTION OF BACTERIA
FROM OLIVE RESIDUES

ABSTRACT: In this study, the production of extra-polysaccharides (EPS) was determined
through the ability to form biofilms of autochthonous strains of Aerococcus viridans,
Enterobacter cloacae, Acinetobacter iwoffii and Pseudomona aeruginosa. They were isolated
from olive residues in the Microbiology Laboratory of the National University of La Rioja,
which is the place where they are cryopreserved. The ability to form biofilms in these strains
was quantitatively determined using the O "Toole technique. They were classified, according
to the criteria established by Stepanovic, as non-forming, strong, moderate or weak forming.
The quantification by spectrophotometry determined that all the studied strains were
biofilm producers. Enterobacter cloacae presented the highest cell quantification. Its optical
density value was 0.45, followed by Pseudomona aeruginosa, which presented an optical
density of 0.30, while the optical densities for Acinetobacter iwoffii and Aerococcus viridans
were 0.21 and 0.16. According to the classification used, Enterobacter cloacae is considered
a strong producer (cut-off point of 0.41-0.56). Pseudomonas aeruginosa is considered a
moderate producer (cut-off point 0.22-0.41). Lastly, Aerococcus viridans and Acinetobacter
iwoffii were classified as weak producers (cut-off points 011-0.26). The characterization of
the specific biofilm is important to describe the mechanisms in the formation of bacterial
biofilms that promote resistance to antibiotics.

KEYWORDS: Extrapolysaccharides. Biofilms. Olive residues. Enterobacter cloacae.

1 INTRODUCCION

La Rioja es una de las principales provincias productoras de aceite de oliva
en Argentina. Esta agroindustria se caracteriza por generar una gran cantidad de

subproductos y residuos liquidos, solidos y semisolidos en sus procesos de trasformacion.
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Los microorganismos producen polisacaridos de tres tipos distintos: extracelulares,
estructurales y formas intracelulares de almacenamiento. Los extrapolisacéaridos (en
adelante EPS) son polisacaridos de alto peso molecular que se encuentran al exterior de
la célula microbiana pudiendo encontrarse como capsula o disociados totalmente de la
célula acumulandose fuera de la pared celular™®

Los EPS pueden ser producidos por un amplio nimero de microorganismos tales
como: arqueas, bacterias, algas unicelulares, levaduras y hongos* Entre algunas bacterias
se destacan: Pseudomonas putida, Acinetobacter sp, Alcagines latus, Enterobacter
cloacae, Azobacter vinelandii? y algunas especies del género Bacillus; como B. megatorium,
B. cereus, Paenobacillus jamilae™

Porotrolado,los EPS son constituyentesimportantes de las biopeliculas producidas
por cepas bacterianas pertenecientes a la microbiota ambiental con un comportamiento
saprofito, pero que frecuentemente son reportadas como microorganismos causantes de
enfermedades tanto en humanos como en animales® Las biopeliculas son comunidades
de células microbianas embebidas en una matriz de exopolimeros, entre ellos EPS, que
ellas mismas producen como mecanismo de supervivencia y proteccion. Esta capacidad
les permite adherirse y colonizar superficies tanto en tejido vegetal y animal, plasticos,
acero'®. Ademas, les confiere resistencia a agentes fisicos y quimicos como asi también,
a diferentes mecanismos del sistema inmune innato, otorgandoles mayor resistencia
a antibioticos debido a varios factores, entre ellos, la incapacidad del antibiético para
penetrar a través de la matriz exopolisacarida disminuyendo su eficacia®.

Laresistencia a antibioticos se deberia a varios factores, entre ellos, laincapacidad
del antibidtico para penetrar en la biopelicula, a través de la matriz exopolisacéarida
disminuyendo la eficacia de los antibidticos™. Los microorganismos multiresistentes,
sobreviven en diferentes ambientes mediante la formacion de biopeliculas y la resistencia
a multiples farmacos, es una caracteristica que se puede transmitir horizontalmente entre
bacterias, exacerbando el problema de la resistencia a los antibioticos en humanos'™.

Actualmente existe gran interés en estudiar la composicion quimica de los EPS de
las biopeliculas bacterianas por sus multiples aplicaciones industriales y biomédicas. Sin
embargo, no abundan en la bibliografia especializada estudios tendientes a determinar
la capacidad para formar biopeliculas, estableciendo asi su inocuidad para habilitar su
empleo con fines biotecnoldgicos.

El objetivo general de este trabajo fue determinar la produccion de EPS in vitro,
a través de la capacidad para formar biopeliculas de Enterobacter cloacae, Pseudomona
aeruginosa, Acinetobacter iwoffii y Aerococcus viridans aisladas de residuos olivicolas

producidos en La Rioja, Argentina.
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2 MATERIALES Y METODOS
21 ACTIVACION DE CEPAS AUTOCTONAS BACTERIANAS

Elanalisis filogenético de secuencias de ADNr 16S indico que las cepas pertenecen
a las especies Enterobacter cloacae, Acinetobacter iwoffii, Pseudomonas aeruginosa y
Aerococcus viridans, confirmandose la identidad mediante pruebas fenotipicas® Estas
Cepas fueron previamente aisladas de muestras de residuos olivicolas™ y conservadas
mediante criopreservacion segun el método de Simione® en el laboratorio de Microbiologia
de la UNLaR.

La viabilidad de las cepas crioconservadas se evalud repicando las cepas en
medio LB (Luria Beltrani) incubando a 30°C por 24 horas. Posteriormente se sembraron
en placas de Petri con Medio Mineral (Vogel- Bonner) adicionado con glucosa e incubadas
a 37°C por 48 horas.

2.2 EVALUACION Y CUANTIFICACION DE BIOPELICULAS

Se determind la capacidad de producir biopeliculas de las cepas aisladas
empleando la técnica de O Toole® con modificaciones. Ver esquema del proceso en
la figura 1. La formacion de biofilms se produce porque las bacterias se adhieren a las
cubetas de las microplacas de poliestireno de fondo curvo. A continuacion, se cuantifico
la produccion de las biopeliculas por espectrofotometria. La mayor densidad optica se
considera mejor produccion de biopeliculas.

Para ello, se tomaron 3 a 4 colonias bacterianas crecidas en medio de cultivo
solido Yeast Mold(YM), de 48 horas de incubacion a 37°C. Se realizd una suspension con

caldo YM, a una densidad optica (DO, ) nm. de aproximadamente 0.01. En cada policubeta

570
estéril, se sembro 200 ul de dicha suspensién, se realizaron controles negativos con
medio YM estéril. Luego de incubar 12 horas a 37°C, se agrego 25 ul de una solucion
acuosa de cristal violeta al 1%, después de actuar 15 minutos a temperatura ambiente,
se realizaron dos lavados con solucion fisioldgica para eliminar las células plancténicas
(no integrantes de biopeliculas). Sélo las células adheridas formadoras de biopeliculas
quedan en la superficie de la cubeta coloreadas con cristal violeta. Cuantificacion de
Biopeliculas: el cristal violeta unido a las biopeliculas se extrajo con dos lavados de 200 ul
de etanol 96° (el cristal violeta adherido se solubiliza) y luego fueron transferidos a tubos
de vidrio con 1,6 ml de etanol al 96°. Luego a determiné la densidad éptica (D.O) a 570
nm en un espectrofotometro UV- Cercano Visible ZL-5000 Plus. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado, se analizaron los promedios de las lecturas obtenidas para cada

cepay se compararon respecto al blanco.

Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios, Avancos e Possibilidades Capitulo 12



Figura 1: Ensayo in vitro para la deteccion de la biopelicula en placa de poliestireno.
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La interpretacion de los resultados requiere definir un punto de corte que separe
a las bacterias no formadoras de biopeliculas de aquellas que si son formadoras. Para
ello se empled una técnica estadistica descripta por Stepanovic' para la interpretacion
de los resultados.

Para este estudio se calculd la media de la densidad optica (DO) de los controles
y se midi6 la densidad 6ptica de cada cepa bacteriana individualmente. A continuacion,
procedio a definir el punto de corte (DOc) utilizado. EIl DOc se define como tres
Desviaciones estandares (DS) sobre la DO media de los controles: DOc= DO media de
los controles + (3 x DS de los controles).

Atendiendo a los resultados obtenidos, las bacterias se clasifican en:

< No Formadoras: La DO de la cepa se encuentra por debajo del punto de corte
establecido (DO < DOc).

- Formadores débiles: La DO de la cepa se encuentra entre el punto de corte y
el valor de DO correspondiente al doble del mismo (DOc < DO < 2DOg).

« Formadores moderados: La DO de la cepa se encuentra entre el doble del
valor del punto de corte y el valor de DO correspondiente al cuadruple del
mismo (2DOc <D0O<4D0Oc).
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«  Formadores fuertes: La DO de la cepa se encuentra por encima del cuadruple
del valor del punto de (4DOc < DO).

3 RESULTADOS
31ACTIVACION DE CEPAS AUTOCTONAS BACTERIANAS

Las cuatro cepas fueron activadas empleando el medio LB (Luria Beltrani) tras la
incubacion a 37°C por 48 horas, se observaron caracteristicas como turbidez, formacion
de un velo en la superficie del medio, depdsitos en el fondo con crecimiento homogéneo.
Luego de repicar las cepas en el Medio Mineral (Vogel- Bonner) adicionado con glucosa

y tras la incubacion a 37 °C durante 48 horas de incubacion.

3.2 EVALUACION Y CUANTIFICACION DE BIOPELICULAS

Las cuatro especies bacterianas previamente identificadas, fueron estudiadas
mediante la técnica de O Toole?, la cuantificacién por espectrometria determind que
todas las bacterias aisladas fueron productoras de biopeliculas, algunas con mayor
capacidad que otras, lo cual se evidencio con los resultados de las diferentes densidades
opticas. La mayor cuantificacion celular fue presentada por Enterobacter cloacae cuyo
valor de densidad 6ptica fue 0.45; seguida de Pseudomona aeruginosa que presento
una densidad optica de 0.30, mientras que las densidades Opticas para Acinetobacter
iwoffii y Aerococcus viridans fueron de 0.21y 0.16, respectivamente como se observa en
lafigura2 AY B.

Figura 2: A) Observacion del ensayo in vitro para la deteccion de la biopelicula. Todas las muestras se testaron por
triplicado. B) Valores promedios de las densidades dpticas obtenidas. Pocillos del 1A al 3A: Control negativo; del

1B al 3B: A. viridans (DO 0,16); del 1C al 3C: E. cloacae (DO 0,45); del 1D al 3D A. iwoffii (DO 0,21) y del 1E al 3E P.
aeruginosa (DO 0,34).
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Segunlaclasificacion establecida por Stepanovic", se pudo clasificar alas especies
estudiadas. Se destacé como formador fuerte de biopeliculas a Enterobacter cloacae
(punto de corte de 0,41- 0.56), Dentro de formador moderado se situé a Pseudomona
aeruginosa (punto de corte 0.22- 0.41) y como formadores débiles (puntos de corte 0.11-
0.26) se situo a Aerococcus viridans y Acinetobacter iwoffii, segun se describe tabla 1:
Tabla 1: Clasificacion estadistica de la capacidad de formar biopeliculas in vitro de cepas nativas aisladas de
residuos olivicolas. Enterobacter cloacae es un formador fuerte de biopelicula (punto de corte de 0,41- 0.56).

Pseudomona aeruginosa es formadora moderada (punto de corte 0.22- 0.41) y Aerococcus viridans y Acinetobacter
iwoffii son formadoras débiles de biopelicula (puntos de corte 0.11- 0.26).

Especie D.O Puntos de corte

A. viridans 016 Formador débil
(011 - 0.26)

E. cloacae 045 Formador fuerte
(0.41-0.56)

A. iwoffii 0.21 Formador débil
(011- 0.26)

P. aeruginosa 0.34 Formador moderado

(0.22- 0.41)

4 DISCUSION

La técnica de O "Toole utilizada en este estudio, permitié cuantificar la produccion
in vitro de EPS a través de la capacidad de formar biopeliculas. Sin embargo, se deben
elaborar protocolos que permitan establecer una extrapolacion de los resultados
obtenidos bajo condiciones de experimentacion in vitro, optimizadas e ideales, las cuales
proporcionan una maxima formacién de biopeliculas, a una situacion real in vivo". Debido
a este hecho, es importante identificar a aquellos microorganismos que son formadores
fuertes de biopeliculas per se, asi como identificar también a los microorganismos que bajo
determinados cambios de las condiciones del medio producidas en un medio in vivo son
capaces de formar biopeliculas. El punto critico del estudio es lograr una estandarizacién
del experimento ya que se hace imprescindible la necesidad de disponer de métodos de
estudio de formacién de biopeliculas, un factor de virulencia que refleja directamente en
la susceptibilidad a los antimicrobianos.

A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que las metodologias

empleadas permitieron determinar la produccion de EPS in vitro, a través de la capacidad
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para formar biopelicula de Enterobacter cloacae, Pseudomona aeruginosa, Acinetobacter
iwoffii y Aerococcus viridans aisladas de residuos olivicolas producidos en La Rioja,
Argentina. Mediante la técnica de O "Toole se pudo cuantificar la produccion de EPS in
vitro, a través de la capacidad para formar biopeliculas de estas cepas, resultado ser
una técnica medible y reproducible en el laboratorio mediante el disefio de un protocolo
adecuado. La cuantificacion por espectrofotometria realizada, determind que todas las
cepas estudiadas fueron productoras de biopeliculas, siendo Enterobacter cloacae la
cepa que presentd la mayor cuantificacion celular, seguida de Pseudomona aeruginosa
y Acinetobacter iwoffii. Segun la clasificacion estadistica propuesta por Stepanovi®",
se considero a Enterobacter cloacae como formadora fuerte (punto de corte de 0,41-
0.56). Pseudomona aeruginosa se consider6 como formadora moderada (punto de
corte 0.22- 0.41) y como formadoras débiles (puntos de corte 0.11- 0.26) se clasifico a
Aerococcus viridans y a Acinetobacter iwoffii. Son extensas las publicaciones cientificas
acerca de la produccion de biopeliculas y su estudio esta ampliamente cubierto por
muchos autores, pero la mayoria de las revisiones revelan informacion habitualmente
restringida a las especies de referencia, como Staphylococcus aureus en gram positivos
y Pseudomonas aeruginosa o Escherichia coli en gram negativos. No obstante, en este
trabajo se pudieron determinar otros microorganismos productores de biopeliculas
como Enterobacter cloacae, Acinetobacter iwoffii y Aerococcus viridans. En este punto
es importante resaltar que estas bacterias pertenecen a la microbiota ambiental con
un comportamiento saprofito, pero que también son frecuentemente reportadas como
microorganismos importantes a nivel hospitalario, es decir que son agentes causantes
de enfermedades nosocomiales precisamente por la capacidad de producir biopeliculas
y la alta resistencia a desinfectantes y antibidticos. Ademas, este tipo de agentes estan
involucrados en la colonizacion e infeccion en pacientes inmunocomprometidos como

patégenos oportunistas.
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