Formacion de Biofilms de Staphylococcus aureus en Placas de
Plastico de 96 Pocillos y Cuantificacion de la Viabilidad Bacteriana
mediante ATP-Bioluminiscencia
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INTRODUCCION. En especies comoStaphylococcus aureus, se ha observado que la
produccién de una matriz exopolisacaridica, cominmente conocida como slime, conduce a la
formacién de microcolonias y aumenta la adherencia a diferentes superficies, como polimeros o
plasticos (1) formando capas o biofilms. La produccién de exopolisacdridos puede diferir entre
variantes de una misma cepa. Asi, a partir de una cepa no productora de exopolisacrido
(NPE), puede obtenerse su variante productora (PE) y viceversa (2). Las bacterias de cepas PE
tienen una mayor capacidad colonizadora (3), escapan a la fagocitosis (4) y pueden encontrarse
en la naturaleza habitualmente asociadas a infecciones crénicas, siendo estas dificiles de
diagnosticar y erradicar mediante tratamiento antibiético. Ello supone una gran pérdida del
potencial productivo en especies como la bovina, en las que los animales con infeccién crénica
por S. aureus (mastitis) han de ser sacrificados. Para el estudio del tratamiento de infecciones
crénicas, se han propuesto modelos animales, generalmente lentos y costosos (5,6,7). También
se ha disefiado un modelo in vitro laborioso que no resulta aconsejable como método de rutina,
segin sus autores (8). En el presente estudio, se ha desarrollado un modelo in vitro sencillo,
basado en la formacidn de biofilms (utilizando cepas PE y placas de plastico de 96 pocillos) y
uso de ATP-bioluminiscencia, evaludndose en ~1h/placa la viabilidad bacteriana del biofilm.

MATERIAL Y METODOS. Se emplearon dos cepas de §. aureus NPE (80 y 510),
aisladas de mastitis clinica bovina, obteniéndose de ellas in vitro su variante PE (2). Las cepas
se conservaron a -20° C en medio TSB con 15% de glicerol. Previo a cada ensayo, las bacterias
se sembraron en Agar Sangre. Para el test de adherencia, se emplearon placas de fondo plano
de 96 pocillos de poliestireno (Nunc-Immuno Plate) o comerciales, con recubrimiento
especifico para cultivo celular (Cell Well Tissue Culture Treated Polyestyrene Plate, Corning,
New York). Las primeras se recubrieron con gelatina (con calidad para cultivo celular) o con
hidrobomuro de poly-L-lisina (ambas de Sigma, St. Louis, USA). Tas incubacién con 0,2 ml
de la correspondiente solucién (0,5 mg/ml y 0,1 mg/ml, respectivamente) a 37° C (durante 18h
y 10 min, respectivamente), lavado con agua destilada y secado, en cada pocillo se inocularon
25 ul de crecimiento bacteriano en TSB en fase estacionaria. Se afiadieron 175 ul de TSB. Tras
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una incubacién a 37° C (durante 1, 2, 6, 24 y 48 h), tres lavados, extraccién del ATP con 200
ul de dimetil sulf6xido (DMSQ; de Panreac, Barcelona) y ultrasonicacién (15 min) en baifio (P-
Selecta), se determiné (usando 40 pl) la viabilidad bacteriana con.un Luminémetro
(Luminoskan R S 1.1-0 (Labsystem, Finlandia, Helsinki) Se produjeron curvas estdndard y se
correlacton6 la luz emitida (ATP-bioluminiscencia) por bacterias viables con las UFC, segiin el
método de Wheat (9). Los ensayos se realizaron por duplicado en 4 fechas, aplicindose un
andlisis Anova 2 factorial (programa estadistico Superanova para Machintosh). Para cada

variante, se obtuvo una tabla de medias referidas al efecto tiempo y material.

RESULTADOS Y DISCUSION. El grado de adherencia de las cepas testadas varié con el
tipo de placas, figurando en orden de mayor a menor la adherencia a: placas comerciales de
cultivo celular, poliestireno recubierto de gelatina, poliestireno recubierto de lisina y poliestireno
no tratado. Se observaron diferencias (P <0,05) entre el primer tipo de placas y los restantes en
todas las cepas (excepto en la variante NPE de la cepa 80, a partir de las 6 h de incubacion. A la
vista de los resultados obtenidos, dicho tipo de placas (de cultivo celular) serfa el de eleccién
para tests sistematizados de formacién de biofilms de S. aureus. Se evidenciaron diferencias
entre cepas y entre variantes (PE y NPE) de §. aureus respecto de la capacidad formadora de
biocapas (las variantes PE se adherian méas que las NPE). Por otro lado, al analizar el periodo
de incubacién minimo necesario para formacién de biofilm, se comprobé que 2 h era un
periodo insuficiente para que, en las condiciones de esta experiencia, las variantes PE formaran
una biocapa fuertemente adherida al soporte (1as bacterias se eliminaban con los lavados durante
dicho periodo). Sin embargo, partir de las 6 h de cultivo, la adherencia aumentaba hasta el final
del periodo de estudio (48 h). Unicamente para la placa para cultivo celular, el incremento
resulto significativo y continuo con todas las cepas. En relacién a otros (5, 6, 7, 8), el test
disefiado de formaci6n de biofilms, basado en la utilizacién de variantes PE, de placas
especiales de cultivo celular, biofilms de 6 a 48 h y evaluacién de viabilidad por luminometria,

resulta répido, sistematizable y objetivo.
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Figura 1: Determinacién por ATP-Bioluminiscencia de la viabilidad bacteriana (ufc/em?), en
biofilms, desarrollado sobre placas de pléstico a lo targo de 48 horas de incubaci Sn a 37°C.
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