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RESUMEN
|
Staphylococcus aureus es un patdogeno conocido que forma biopeliculas en una amplia variedad
de entornos y representa un riesgo severo de contaminacion de los alimentos. El presente estudio
se centr6 en la determinacion de las capacidades antibiofilm de extractos de orujo procedentes
de diferentes varietales de diferentes polaridades, procedentes de Cafayate, Argentina, frente
a dos cepas de S. aureus. Se utilizaron orujos de tres varietales regionales (Bonarda, Tannat y
Malbec) para inhibir la formacion de biofilm (BF) o tratar una biopelicula formada. Se reali-
zaron extracciones con solventes de polaridad creciente (cloroformo, acetato de etilo y etanol)
y se enfrentaron 10 y 100 ug/mL de extractos a las cepas de S. aureus ATCC 6538 y LVP63.
Los extractos acetato de etilo y etanolicos de orujo del varietal Tannat fueron los mas efectivos
para disminuir la formacion de BF en S. aureus sin afectar al crecimiento planctonico. Respecto
a los efectos sobre la biopelicula preformada, los extractos de los varietales Malbec y Tannat
disminuyeron la actividad metabolica hasta un 70 % y los extractos polares de Tannat y la mez-
cla de orujos disgregaron hasta un 65 % el BF preformado por ambas cepas S. aureus. Por lo
tanto, la reutilizacion de estos desechos agroindustriales se plantea como una alternativa natural
para combatir bacterias patogenas en la industria alimentaria, disminuyendo el impacto de estos
residuos agroindustriales en el ambiente y convirtiendo a estos desechos en un bioproducto,
econémicamente, rentable.

PALABRAS CLAVE: biofilm, Staphylococcus aureus, orujo.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a well-known pathogen living as biofilm in a wide variety of envi-
ronments and represents a severe risk of food contamination. The present study focused on the
antibiofilm capacity of pomace extracts of different polarities and different varietals against two
strains of S. aureus. Wine pomace of three varietals (Bonarda, Tannat, and Malbec) from Cafa-
yate, Argentine, at two concentrations (10 and 100 xg/mL) was used to inhibit biofilm formation
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(BF) and preformed biofilm of S. aureus ATCC 6538 and LVP63 strains. Extractions were ca-
rried out with solvents of increasing polarity (chloroform, ethyl acetate, and ethanol). The ethyl
acetate and ethanolic pomace extracts of the Tannat varietal were the most effective in reducing
the BF formation in S. aureus without affecting planktonic growth. The extracts of Malbec and
Tannat diminish the biofilm metabolic activity up to 70 %. Likewise, the polar Tannat extracts
and the mixture pomace disrupt the preformed BF in both S. aureus strains.

These residues can be used as a natural alternative source for the inhibition of pathogenic bacte-
ria in the food industry and reduce the impact of these agro-industrial wastes on the environment.

KEYWORDS: biofilm, Staphylococcus aureus, wine pomace.

INTRODUCCION

Las bacterias son organismos sociales capaces de construir estructuras complejas, como biope-
liculas, que son comunidades de microorganismos altamente organizadas, incluidas en una matriz
extracelular autoproducida y asociadas a una superficie [1].

Entre los principales microorganismos se encuentra Staphylococcus aureus, el cual es un patdgeno
capaz de formar biopeliculas, tanto en superficies bidticas como abidticas de entornos clinicos y ali-
mentarios, ganando una alta resistencia a los agentes antimicrobianos tipicos, condiciones ambienta-
les adversas e inmunidad del hospedador [2,3]. Este microorganismo se ha encontrado con frecuencia
en las superficies de las plantas procesadoras de alimentos y es responsable de infecciones relaciona-
das con el consumo de alimentos frescos y procesados [4-6], asi como también enfermedades de la
piel, artritis séptica y endocarditis, entre otras [1].

El aumento de la incidencia de infecciones asociadas a S. aureus resistentes a los antibidticos re-
quiere el desarrollo urgente de nuevas estrategias terapéuticas y farmacos antibacterianos [7].

Los productos naturales de plantas han demostrado ser eficaces como agentes antibiofilm, inhi-
biendo la formacion de la matriz polimérica, suprimiendo la adhesion y union celular y disminuyendo
la produccion de factores de virulencia, segun la literatura [1].

Los residuos agroindustriales son una fuente natural de compuestos bioactivos y su uso reduce su
acumulacion y el impacto ambiental emergente [8]. En este contexto, la produccion de vino es una
actividad agroindustrial de alto valor econdmico mundial que genera cantidades considerables de
desechos. Uno de ellos es el orujo, constituido por pieles, semillas y tallos y que representa, aproxi-
madamente, el 20 % del total de uvas procesadas [9-12]. Para reducir el impacto negativo de estos
desechos en los ecosistemas, es necesario proponer usos alternativos. Los residuos de las bodegas
constituyen productos naturales ricos en fitoquimicos (flavonoides, no flavonoides y taninos) con
grandes oportunidades de utilizacion dada su estructura quimica y propiedades bioldgicas [12].

El presente estudio se centr6 en evaluar la capacidad antimicrobiana y antibiofilm de extractos de
orujo, procedentes de diferentes varietales y de diferente polaridad frente a dos cepas de S. aureus.
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METODOLOGIA
Muestra y obtencion de extractos

Los desechos de la industria vitivinicola fueron orujos de tres variedades de uvas tintas: Bonarda,
Tannat y Malbec, recolectados durante el afio 2017 en Cafayate (Salta, Argentina).

Los residuos de vino presentaron consistencia blanda, himeda, con colores caracteristicos, segun
el varietal correspondiente.

La obtencion de extractos con diferentes polaridades se llevo a cabo mediante la técnica de ex-
traccion solido-liquido con solventes de polaridad creciente: cloroformo, acetato de etilo y etanol. Se
efectuaron dos extracciones sucesivas por maceracion. Posteriormente, los extractos obtenidos fueron
filtrados y el solvente fue evaporado en evaporador rotatorio a presion reducida. Finalmente, se rea-
lizaron célculos de rendimiento con respecto al peso del material procesado. De este modo, se obtu-
vieron los extractos cloroférmicos (EC), extractos de acetato de etilo (EA) y etandlico (EE). Ademas,
se realizo la misma metodologia de extraccion para la mezcla industrial de orujos, cuya composicion
no fue declarada por la bodega y se obtuvo el extracto mezcla (MX). Para los ensayos los extractos se
disuelven en una soluciéon de DMSO.

Cepas y condiciones de cultivo

Las cepas fueron obtenidas de dos colecciones: Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC)
y Laboratorio de Investigaciéon de Valor Agregado de Productos Regionales y Alimentos (LVP) de
INBIOFAL (Instituto de Biotecnologia Farmacéutica y Alimentaria). Las cepas utilizadas fueron Sta-
phylococcus aureus ATCC 6538 y Staphylococcus aureus LVP63, aislada de quesillo de Tafi del
Valle de Tucuman cedido por la catedra de Bacteriologia de la Facultad de Bioquimica, Quimica y
Farmacia de la UNT.

Las cepas fueron cultivadas en medio Miiller-Hinton (MH) (almidon 0,15 % p/V, infusion de car-
ne, a partir de 300 g, 0,2 % p/V, peptona de caseina hidrolizada 1,75 % p/V, pH 7,4 y esterilizacion
en autoclave a 1 atm).

Crecimiento bacteriano

A partir de un cultivo overnight de la cepa en estudio en el medio de cultivo correspondiente, se
realizaron diluciones hasta alcanzar una DO de 0,1 (1 x 108 UFC/mL) y se sembraron 195 uL en cada
pocillo de una microplaca. A continuacion, se sembraron 5 uL de cada una de las soluciones de los
extractos, preparadas anteriormente, de manera que se alcanzaron concentraciones finales de 100
ug/mLy 10 ug/mL. Como control positivo de crecimiento bacteriano, se utilizo el medio de cultivo
fresco sembrado con la cepa en estudio y adicionado con 5 uL de DMSO (que corresponde a una
concentracion del 2,5 %, la cual no inhibe el crecimiento ni la formacién del biofilm bacteriano). El
control negativo de crecimiento empleado fue ciprofloxacina, un antibidtico perteneciente al grupo
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de las fluoroquinolonas en una concentracion de 5 ug/mL. El crecimiento bacteriano se monitore6 a
560 nm en microplacas de poliestireno, usando un lector espectrofotométrico de microplacas (Mul-
tiskanGo, Thermo) a una temperatura de 37 °C, durante 24 h. Cada una de las concentraciones de los
extractos se ensayo en siete repeticiones y el bioensayo se realizo por duplicado.

Formacion de biofilm bacteriano

Para la cuantificacion de biofilm (BF) se utilizé un método colorimétrico de revelado de micro-
placa, basado en un protocolo descrito previamente [13]. En este trabajo, se cuantifico biomasa de la
biopelicula a las 24 h, empleando una solucién de cristal violeta (0,1%) con modificaciones [14, 15].

Después de 24 h de incubacion, el sobrenadante fue descartado y se agregaron 200 uL de solucion
de cristal violeta a cada de uno de los pocillos. Luego se incub6 de manera estatica durante 30 min.
Como el BF tiene afinidad por el poliestireno y queda retenido en las paredes de los pocillos, se lavo
la microplaca con agua destilada, descartando asi el cultivo no adherido y el exceso de colorante.
Teniendo en cuenta la mayor solubilidad del cristal violeta en etanol se agregaron 200 uL de etanol
absoluto, con agitacion suave a 37 °C, durante 30 min. La absorbancia se midi6 a 595 nm. La inhibi-
cion de la biopelicula se calculdé mediante la siguiente formula:

Porcentaje de inhibicion del BF = 100- [(OD595 nm con extracto x 100/0D595 nm de control]

Disrupcion del biofilm bacteriano

El efecto de los extractos en un BF previamente formado, se realizd de acuerdo a la técnica de
Baker y colaboradores (2016), con algunas modificaciones [16].

En una microplaca de poliestireno de 96 pocillos, se sembrd un cultivo bacteriano overnight de la
cepa en estudio, al que se realiz6 la dilucidon correspondiente para alcanzar una DO de 0,1 y se incubo
a 37 °C durante 24 h. Se descartd el sobrenadante y se lavd con agua destilada estéril, excluyendo
el BF no adherido al poliestireno. A continuacion, se adicionaron sobre el BF formado 5 xL de la
solucion del extracto analizado y 195 uL de buffer PBS estéril. Se incubd a 37 °C, durante 24 h. Pos-
teriormente, el sobrenadante se elimind, se lavo con agua destilada y se adicionaron 200 uL. de una
solucion de cristal violeta (0,1 %), para teiiir el BF presente. Se incub6 de manera estatica durante
30 minutos y luego se agregaron 200 u«L de etanol absoluto con agitacion suave a 37 °C, durante 30
minutos. Finalmente, se midio6 la absorbancia a 595 nm.

En este bioensayo se utilizaron los mismos controles que en el ensayo de formacién del biofilm
bacteriano.

Actividad metabolica de células bacterianas en biofilms

La actividad metabdlica de las bacterias en BF se evalu6 usando el ensayo de reduccion del bro-
muro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) con algunas modificaciones [17,18]. A
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partir de un cultivo bacteriano overnight, se realiz6 la dilucion correspondiente hasta alcanzar una DO
de 0,1. Posteriormente, se sembraron 200 «L de este en una microplaca de poliestireno de 96 pocillos
y se incub6 a 37 °C durante 24 h. A continuacion, los sobrenadantes se descartaron y la microplaca
se lavo con buffer PBS estéril, para eliminar restos del BF que no se hubiera adherido al plastico. Se
adicionaron 5 uL de cada una de las soluciones de los extractos que ensayar y 195 uL de la solucion
de PBS estéril. Por consiguiente, las microplacas de poliestireno se incubaron a 37 °C, durante 24 h.
Luego se descarto el sobrenadante y se adicionaron volumenes iguales de MTT (0,5 mg/mL) y buffer
PBS. Se incub6 a 37 °C durante 5 h, se descart6 el medio y se lavé con PBS. Por ultimo, el purpura de
formazan, obtenido por hidrélisis enzimatica del MTT (por células viables), fue disuelto con DMSO
y la absorbancia se midié a 570 nm, usando un lector de microplacas.

RESULTADOS
Crecimiento y formacion de biofilm

El efecto de los extractos de orujo de vino tinto en el crecimiento y la formacion del biofilm de la
cepa S. aureus ATCC 6538 se observa en la figura 1. Se deduce que la formacion del biofilm bacte-
riano fue inhibida por todos los extractos de orujos de vino tinto a las dos concentraciones ensayadas.
Los extractos mas activos fueron los del varietal Tannat, con inhibiciones del 61-72 %, a las concen-
traciones del ensayo (10 y 100 ug/mL). Mientras que los extractos del varietal Malbec inhibieron la
formacion de la biopelicula entre un 51-70 %, a 100 ug/mL.

En la cepa contaminante de queso, S. aureus LVP63, todos los extractos de orujo de vino tinto fue-
ron capaces de inhibir la formacion de la biopelicula bacteriana a la mayor concentracioén ensayada,
inhibiendo entre un 40 y un 70 % (figura 2). Es importante destacar que los extractos acetato de etilo y
etandlico del varietal Tannat redujeron notablemente la formacion de la biopelicula entre un 67-77 %,
tanto a 10 ug/mL como a 100ug/mL.

De acuerdo con las figuras 1 y 2, los extractos de orujo de vino tinto a las concentraciones ensaya-
das no afectaron al crecimiento bacteriano.

La relacion entre la produccion de biofilm y el crecimiento bacteriano, denominado biofilm espe-
cifico, indica la cantidad de biofilm que forma cada bacteria [19]. Bajo idénticas condiciones expe-
rimentales, la produccion especifica de la biopelicula por ambas cepas fue afectada por los extractos
obtenidos. En S. aureus ATCC 6538, el biofilm especifico fue disminuido 5 veces por los extractos
acetato de etilo y etandlico de Tannat (0,27 y 0,28, respectivamente), en relacion con el control bac-
teriano (1,30). Mientras que el extracto Malbec acetato de etilo (M EA) redujo el biofilm especifico
(0,38), aproximadamente, 3,4 veces respecto al control. En la cepa salvaje de S. aureus LVP63 el
efecto de los extractos acetato de etilo y etandlico de Tannat fue similar a la cepa de referencia, dismi-
nuyendo el biofilm especifico de 0,81 (control) a 0,23 y 0,21 a 100ug/mL, respectivamente.

\
NEREIS 13 [Marzo 2021], 135-146, ISSN: 1888-8550 >}



140 C. M. Viola, E. Cartagena y M. E. Arena

Crecimiento y formacion del biofilm de Staphylococcus aureus ATCC 6538
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Fig. 1. Efecto de los extractos de orujo (10 ug/mL y 100 ug/mL) en el crecimiento
y formacion de biofilm de Staphylococcus aureus ATCC 6538. EC: extracto
cloroféormico, EA: extracto de acetato de etilo, EE: extracto etandlico.

Control negativo: ciprofloxacina (5 ug/mL). Los valores representan los promedios de las medidas
realizadas (n= 7). (A) Indica las muestras que son significativamente diferentes al control de crecimiento
de la cepa. (*) Indica las muestras que presentan diferencias significativas con el control de formacion
de biofilm (p<0,05). La estadistica se realizé por ANOVA, seguido del test de Tukey (p< 0,05).
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Crecimiento y formacion del biofilm de Staphylococcus aureus LVP63
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Fig.2. Efecto de los extractos de orujo (10 ug/mL y 100 ug/mL) en el crecimiento y formacion de biofilm
de Staphylococcus aureus LVP63. EC: extracto cloroformico, EA: extracto de acetato de etilo, EE: extracto
etanolico. Control negativo: ciprofloxacina (5 ug/mL). Los valores representan los promedios de las medidas
realizadas (n= 7). (A) Indica las muestras que son significativamente diferentes al control de crecimiento
de la cepa. (*) Indica las muestras que presentan diferencias significativas con el control de formacion
de biofilm (p<0,05). La estadistica se realizé por ANOVA, seguido del test de Tukey (p< 0,05).

En relacion con los efectos disruptores de un biofilm maduro de S. aureus ATCC 6538, los extrac-
tos acetato de etilo y etanolico del varietal Tannat a 100 ug/mL produjeron una disgregacion del 48 %
y 65 %, respectivamente. Asimismo, la cepa LVP63 fue muy sensible a la accion de los extractos
acetato de etilo y etanolico del varietal Tannat y la mezcla de orujos, los cuales disrumpieron la bio-
pelicula bacteriana entre un 41 % y un 65 %, a las concentraciones del ensayo.

De acuerdo con las figuras 3 y 4, la actividad metabolica de las cepas de S. aureus fue disminuida
entre un 43 % y un 70 % por los extractos acetato de etilo y etandlicos de orujos de vino, a la mayor
concentracion ensayada. El extracto con mayor porcentaje de inhibicion para reducir la viabilidad
celular de S. aureus ATCC 6538 fue M EA (100 ug/mL) con un 70 %. Mientras que, en la cepa con-
taminante, los extractos mas polares de los varietales Tannat y Malbec inhibieron el metabolismo
celular entre un 51 % y un 64 %, a las concentraciones ensayadas.
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Actividad metabdlica y disrupcién del biofilm maduro de Staphylococcus aureus ATCC 6535
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Fig. 3. Capacidad disruptora e inhibicion de la actividad metabdlica del biofilm de Staphylococcus aureus
ATCC 6538 de los extractos de orujo (10 ug/mL y 100 ug/mL). EC: extracto cloroférmico, EA: extracto de
acetato de etilo, EE: extracto etanolico. Control negativo: ciprofloxacina (5 ug/mL). Los valores representan
los promedios de las medidas realizadas (n=7). (A) Indica las muestras que son significativamente diferentes
al control de actividad metabolica. (*) Indica las muestras que presentan diferencias significativas (p<0,05)

respecto al control de la cepa. La estadistica se realizéo por ANOVA, seguido del test de Tukey (p<0,05).
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Actividad metabolica y disrupcion del biofilm maduro de Staphylococcus aureus LVP63
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Fig. 4. Capacidad disruptora e inhibicion de la actividad metabdlica del biofilm de Staphylococcus aureus
LVP63 de los extractos de orujo (10 ug/mL y 100 ug/mL). EC: extracto cloroférmico, EA: extracto de acetato
de etilo, EE: extracto etandlico. Control negativo: ciprofloxacina (5 ug/mL). Los valores representan los
promedios de las medidas realizadas (n= 7). (A) Indica las muestras que son significativamente diferentes
al control de actividad metabolica. (*) Indica las muestras que presentan diferencias significativas (p< 0,05)
respecto al control de la cepa. La estadistica se realizo por ANOVA, seguido del test de Tukey (p< 0,05).

DISCUSION

Los residuos generados por las bodegas son ricos en compuestos fenolicos con propiedades an-
tioxidantes y antibacterianas que contribuyen a la fitotoxicidad, haciendo limitado su uso inmediato
para medios agricolas [20]. En la busqueda de nuevos farmacos y enfoques alternativos para el trata-
miento de infecciones relacionadas con biopeliculas, los extractos naturales y los agentes antibiofilm
a base de productos naturales, como los desechos de la bodega, resultan una estrategia prometedora.
Los fitoquimicos presentes en los orujos actuan en las diferentes etapas del desarrollo de la biopeli-
cula e inducen la inactivacion y eliminacion de la biopelicula mediante su debilitamiento, dispersion
o disrupcion [21].

El contenido fenolico del vino y, por ende, de sus desechos, depende del contenido fendlico de la
uva, el cual puede variar en diferentes cultivares, dependiendo de la ubicacion geogréafica, el tiempo
de cosecha y el ambiente de crecimiento de la vid (agua y nutriente, luz y temperatura).
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En este trabajo los extractos acetato de etilo y etanolicos de orujo de tres varietales regionales fue-
ron efectivos para disminuir la formacion de BF en S. aureus sin afectar al crecimiento planctonico a
las concentraciones de 10 y 100 ug/mL. El efecto de los extractos del varietal Tannat fue mayor que
los demas extractos en ambas concentraciones. Respecto a los efectos sobre la biopelicula preforma-
da en poliestireno, la actividad metabolica de las células en biofilms de las cepas Gram positivas fue
disminuida por los extractos de los varietales Malbec y Tannat hasta un 70 %. A su vez, los extractos
acetato de etilo y etandlico de Tannat y la mezcla de orujos disgregaron la biopelicula preformada en
ambas cepas de S. aureus, alcanzando una disgregacion de un 65 % de esta.

La actividad antibacteriana y antioxidante de extractos de orujo de vino tinto contra bacterias
Gram positivas y Gram negativas estd ampliamente investigada [22-24]. Olejar et al. (2019) reporta-
ron que el extracto acuoso de orujo de uva mostré actividad antibacteriana contra S. aureus y Esche-
richia coli a 1,25 mg/ml y 20 mg/ml respectivamente, siendo las concentraciones ensayadas por los
autores mucho mayores respecto a las utilizadas en este trabajo [20].

En este estudio fueron importantes los efectos de los extractos del varietal Tannat, del cual se sabe
que contienen altas cantidades de taninos. Yang et al. (2016) encontraron que fracciones tanicas de
extractos naturales de Terminalia catappa fueron efectivas para inhibir biopeliculas bacterianas en
concentraciones subinhibitorias [25]. También se inform6 que el acido tanico en concentraciones
mayores a 100 ug/mL tiene actividad antibacteriana contra S. aureus y a 20 uM (correspondiente a
34 ug/mL) inhibe la formacion de biopeliculas de S. aureus [26-28]. Dong et al. (2017) demostraron
que el acido tanico inhibe la formacion de biopeliculas de S. aureus a concentraciones sub-MIC, y
proponen como mecanismo de accion que el dcido tanico pueda unirse directamente al peptidoglicano
de la pared celular e interferir con su integridad y asi inhibir la formacion de biopeliculas en S. aureus.
No obstante, aun se requieren mas estudios para identificar los mecanismos de accidon subyacentes del
acido tanico [29].

En este estudio los resultados obtenidos indican que los extractos de orujo de vino tinto tienen la
capacidad de reducir la biomasa de las biopeliculas formadas asi como también la actividad meta-
bolica de un biofilm preformado, a diferencia de otros informes en los que reportaron que productos
naturales afectaban a la actividad metabolica en mayor medida que la reduccion de la biomasa de las
biopeliculas de S. aureus resistente a meticilina [30].

CONCLUSIONES

Los desechos agroindustriales utilizados en este trabajo inhibieron la formacion de biopeliculas,
lo cual determina un efecto protector o preventivo de estos bioproductos frente a este factor de viru-
lencia. Més importante atin es que puede disrumpir un biofilm previamente formado, disminuyendo
la cantidad total de biopelicula y la actividad metabolica de las bacterias que conforman el biofilm
en S. aureus. La capacidad de eliminar una contaminacion ya establecida, por la formacién de una
biopelicula, permite inferir un gran potencial como desinfectante natural para estos extractos.

Por lo tanto, la utilizacion de estos desechos se plantea como una alternativa natural para combatir
bacterias patogenas en la industria alimentaria, disminuyendo el impacto de estos residuos agroindustria-
les en el medio ambiente y convirtiendo a estos desechos en un bioproducto econémicamente rentable.
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