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RESUMEN

El calor es una tecnologia ampliamente utilizadalpandustria alimentaria con el objetivo
de inactivar microorganismos patégenos y alterar@és embargo, actualmente alun existe
cierto desconocimiento acerca de los factores giligencian la inactivacion bacteriana por
calor, su modo de accion y las respuestas bachsrigure podrian desarrollarse para aumentar
la termotolerancia. Por ello, es necesario realinar investigacion mas profunda, puesto que
la mejora de la eficacia de los métodos que searilen la industria alimentaria para la
inactivaciéon microbiana, asi como el disefio de ggos mas efectivos, depende en gran parte

de la adquisicion de este conocimiento.

En este trabajo se ha estudiado la influencia denfgeratura y tiempo de incubacion en la
termorresistencia y en la composicion de los acitasos de la membrana citoplasmatica de
Staphylococcus aureusdemas, se ha analizado la posible relacién estradrresistencia,
composicion de la membrana citoplasmaética y exgmedel factore®, que se expresa tras la

entrada en fase estacionaria.

Los resultados obtenidos en esta investigacion dstran que tanto un incremento en la
temperatura como en el tiempo de incubacion, supariecremento en la termotolerancia de
S. aureusAsi, los datos relativos a la influencia del fmnde incubacion sugieren que el

factoro® juega un importante papel en el desarrollo dedesistencia, aunque tendria que
probarse la existencia de una relacion directeeenttividads® y termorresistencia. Por otra

parte, conforme aumenta la temperatura de cultiiminuye la proporcion de acidos grasos
ramificados en la membrana 8eaureusy aumenta la de saturados. Sin embargo, la entrad
en fase estacionaria de crecimiento produce ekcefeantrario. Consecuentemente, no se
pudo establecer una relacion directa entre terrmsigtescia y composicion de acidos grasos
de membrana, salvo al comparar Unicamente célutdsnidas en la misma fase de

crecimiento.



ABSTRACT

Heat is a technology widely used by the food induatith the aim of inactivating pathogenic
andspoilagemicroorganisms. Nonetheless, currently thereilisastack of knowledge about
the factors that influence the bacterial inactwatiby heat, its mode of action, and the
bacterial responses that could be developed teaserthermotolerance, among other aspects.
Because of that fact, it is necessary to carryaodgeper investigation, since the improvement
of the efficiency of the methods used by the foedustry to inactivate microorganisms, as
well as the design of more effective processegielgrdependson the acquisition of this

knowledge.

In this work, the influence of the incubation temgiare and time in the thermoresistance and
in the membrane fatty acid composition 8taphylococcus aureushas been studied.
Furthermore, the possible relationship between nibessistance, composition of the
cytoplasmic membrane aespression o6 factor has been analyzed.

The results obtained in this investigation showt thath factors an increase in temperature
and in incubation time, provokan increase in the thermotolerance Sf aureus Thus,
according to the data obtained after different bation timethe o® factor would play an
important role in the development of thermoresistgaralthough the existence of a direct
relationship betweewr® activity and thermoresistandtill hasto be proven. On the other
hand, as théncubationtemperature increases, the proportion of brané¢agg acidsin the
cytoplasmic membrane ofS. aureus decreases, and that of saturated increases.
Notwithstanding, entry into the stationary phase godwth causes the opposite effect.
Consequently, a direct relationship between theesistance and membrane fatty acid
composition could not be established, except whenparing cells obtained in the same

growth phase.



1. INTRODUCCION

1.1. Tratamientos térmicos en la industria alimentea.

El calor es una tecnologia ampliamente utilizadea geatar alimentos. Por un lado, se
encuentran los tratamientos térmicos de pasted@accuyo objetivo principal es la
inactivacién de células vegetativas de microorgaass patégenos. En este caso, se emplean
temperaturas por debajo de los 100 °C y los aliosettatados han de conservarse en
refrigeracion. Existen diferentes variantes entlasamientos de pasterizacion, aunque los
mas habituales son los LTLT (temperaturas bajanpos prolongados) y los HTST

(temperaturas altas, tiempos cortos) (Casp y A2003).

Por otro lado, los tratamientos de esterilizaciGaragtizan la eliminacion de células
vegetativas y esporos, asi como la de la mayori@ndémas y toxinas presentes en el
alimento. Para ello, se utilizan temperaturas elasapor encima de los 100 °C, y en este
caso, los productos son estables a temperatureearaldurante largos periodos de tiempo.
Asimismo, existen variantes en los tratamientosedterilizacion. Tradicionalmente, se
realizaban esterilizaciones de tiempos prolongasiosembargo, existen modalidades como
la UHT, en la que se combinan temperaturas muyadbes/ con tiempos de tratamiento del
orden de unos pocos segundos. Utilizar tiempoogaie tratamiento conlleva beneficios,
puesto que la calidad del producto se ve minimaenafeictada a la vez que se consigue una

eficiente inactivacion microbiana (Casp y Abril 02)).

La intensidad del tratamiento térmico que se aplcan determinado producto puede
calcularse matematicamente. La relacion que exstee el nidmero de microorganismos
supervivientes al calor y el tiempo de tratamiezgale tipo exponencial. La termorresistencia
microbiana se expresa habitualmente con el Majpgue se corresponde con el tiempo en
minutos, a una temperatura determinada, necesararpducir la poblacién microbiana un

ciclo logaritmico (Figura 1.1.).
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Figura 1.1. Influencia del tiempo de tratamiento en la supemcia microbiana al calor: Grafica de

supervivencia.

Otro valor frecuentemente empleado en la deterntinade la termorresistencia de
microorganismos es el val@ que se define como el nimero de grados que se deb
incrementar la temperatura para conseguir reduciciclo logaritmico el valoD: (Figura
1.2)).

Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

Figura 1.2.Influencia de la temperatura de tratamiento erelacidad de inactivacion microbiana por el calor.

Segun se ha descrito, el calor es capaz de daf&sd$s componentes y estructuras celulares
como por ejemplo el ADN, ARN y ribosomas. Ademasegqe provocar desnaturalizacion
proteica y afecta de manera importante a las amasltcelulares, en especial a la membrana
citoplasmatica (Smelt y Brul, 2014; Cebrian, Congidvanas, 2017).

A pesar de que los tratamientos térmicos son fréeneente utilizados por la industria
alimentaria con el objetivo de inactivar tanto raamganismos patégenos como alterantes,
actualmente aun existe cierto desconocimiento sdbse factores que influencian la
inactivacion bacteriana por calor, su modo de accias cinéticas de inactivacion y las
respuestas que las bacterias podrian desarroltarguementar su tolerancia al calor, entre
otros aspectos.



Es fundamental por lo tanto seguir investigand@alizando estudios para conocer con la
mayor precision y profundidad posible todos aqsel@spectos relacionados con la
inactivacion microbiana por calor. Actualmente,assinvestigaciones aun adquieren mas
relevancia, ya que los consumidores requieren gtodu menos procesados, con
caracteristicas semejantes a las de los fresctisc@slleva la necesidad de una disminucion
en la intensidad de los tratamientos, para lo saalleben conocer mejor todos los factores
implicados, con el fin de poder disefiar procesoe parmitan garantizar la seguridad

alimentaria (Abee y Wouters, 1999).

1.2. Factores generales que determinan la resistéamenicrobiana al calor.

Existe una gran diversidad de factores que influgreda termorresistencia microbiana, y se
pueden clasificar en previos, simultdneos y pastesi al tratamiento térmico aplicado. Los

factores mas relevantes que actian con anterioadadtamiento son la fase y temperatura
de crecimiento de los microorganismos, la compésicy caracteristicas del medio de

crecimiento, y la exposicion a temperaturas suleletap a otros estreses previos al
tratamiento. Como factores que actuan durantamiento cabe destacar la composicion, el
pH, la actividad de aguaw«jpy el potencial redox (f del medio de tratamiento. En el caso de
los factores que actian después, los mas impostaaie el tiempo y la temperatura de

incubacion, la composicion del medio de recupéracy sus caracteristicas fisico-quimicas
(Cebrian, 2009).

De todos los factores enumerados, este trabajoesgacen la fase y la temperatura de

crecimiento de los microorganismos, cuya influeseiaescribe a continuacion.

1.2.1. Fase de crecimiento de los microorganismos.

A lo largo de una curva de crecimiento microbiasgpueden apreciar distintas fases (Figura
1.3.). En primer lugar, comenzaria la fase de @er(o fase lag), al inocular el
microorganismo en el medio de crecimiento. Estee fasne una duracion variable,
dependiente de multitud de factores y se corregpoad un periodo de aclimatacién al nuevo
medio (Cebrian, 2009).

Posteriormente, comienza la fase de crecimientoreqcial, durante la cual las células se
dividen consecutivamente para dar lugar a célal@sticas a sus progenitoras. El nimero de
células se incrementa rapidamente en esta etapeersigp un ritmo exponencial, lo que

conlleva un agotamiento progresivo de los nutrignigue a su vez conducira a una

disminucién de la velocidad de duplicacion celulaa la entrada en fase estacionaria de
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crecimiento. La actividad metabdlica de las célidasve reducida horas después de dicha
entrada en la fase estacionaria, de forma varigdgén el grupo celular. Con el aumento del
tiempo de incubacion, las células comienzan a et cultivo pasara a entrar en la fase de

autoesterilizacion (Cebrian, 2009).

1 01..

g 3 3

log n® mcroorgamismos
—
<

2

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (horas)

Figura 1.3. Gréfica de crecimiento microbiana. A: Fase denlsite B: Fase de crecimiento exponencial. C: Fase

estacionaria. D: Fase de autoesterilizacién (Cep2a09).

En cuanto a la influencia de la fase de crecimientda termorresistencia microbiana, se ha
descrito que las células en fase exponencial dentiento presentan, por lo general, menor
resistencia frente al calor que aquellas que selemtign en fase estacionaria (Cebrian,
Condén y Mafias, 2017). Asimismo, se ha demostragoen fase de latencia las células
presentan una mayor termorresistencia que en fg@mencial, incluso llegando a superar la

de la fase estacionaria (Lemcke y White, 1959).

1.2.1.1. Influencia de la expresién del factor siga oB.

En diversos géneros microbianos, la existencia ateay subunidades de reconocimiento,
conocidas como factores sigmg,(de la ARN polimerasa, es el sistema mas imptatda
regulacion de la expresion génica, y por considajettel desarrollo de resistencias frente a
estreses medioambientales (Abee y Wouters, 1999).d# dia se conoce que una de las
principales causas de la mayor termorresistencidaglecélulas en fase estacionaria de

crecimiento es la expresion de factores sigmaratimos (Cebrian, Condén y Mafas, 2017).

Los genes que se transcriben en las células dapeetiéactors que se encuentre unido a la

ARN polimerasa. Asimismo, el factor que se enc@eminido en un momento concreto,

dependera de la fase de crecimiento microbiana getlerminados estimulos externos. Este
sistema de regulacién es muy complejo, y ain desum en gran parte. El factof de las

especies Grarpositivas esta considerado como un faet@lternativo de fase estacionaria y
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presenta ciertas analogias con el faocfode las Grammegativas. El factos® se encuentra

involucrado en la respuesta frente a diversossestreomo el calor, la hiperosmolaridad, los
pHs extremos, las altas concentraciones de etanal gresencia de agentes oxidantes.
Ademas, se ha demostrado su influencia en la eesist de microorganismos a diferentes

antibioticos y en la expresion de los factoresiddencia (Cebrian, 2009).

Existen varios motivos que permitirian explicar ldferencias en termorresistencia
observadas entre las distintas fases de crecimiEntece ellos, se encuentran el cambio en el
perfil de acidos grasos de membrana, el engrosémndm la pared celular y la sintesis de
chaperones, proteasas y enzimas eficaces freateaspecies reactivas del oxigeno (Beuchat,
1978; Kolter, Siegele y Tormo, 1993). Gran partalddos cambios es debida al aumento de

la expresion de los factoresle fase estacionari® y ¢° (Cebrian, 2009).

Varios fenémenos se han sefialado como responshblasactivacion de los factoredy o®.

En el caso de® enS. aureusmicroorganismo utilizado en este estudio, se bayesto que
la induccién podria ser provocada por la limitactinnutrientes y energia, o por el calor,
entre otros (Senn et.a005; Cebrian et al., 2009).

1.2.2. Temperatura de crecimiento de los microorgasmos.

Otro de los factores mas influyentes en la ternsgstencia microbiana es la temperatura de
crecimiento de los microorganismos. Generalmendeaf'rma que los microorganismos
termofilos presentan una mayor termorresistencealgsl mesofilos y éstos a su vez, que los

psicrofilos (Jay, 1992).

Ademas, dentro de una misma especie microbianaeriaorresistencia aumenta con la
temperatura de cultivo. Este hecho se ha demosamadma gran diversidad de especies de
interés en alimentos, incluyendBscherichia coli, Listeria monocytogengs Yersinia
enterocolitica(Cebrian, Condén y Mafias, 2017). Se debe teneuent& que dicho aumento
de termorresistencia solo se cumple dentro de ngoraspecifico de temperaturas de cultivo,
al sobrepasarse ese rango, habitualmente la tderetoia disminuye. La maxima
termorresistencia microbiana suele alcanzarse petaturas mayores de las Optimas de

crecimiento (Cebrian, 2009).

Los componentes o estructuras celulares relacienado el aumento de termorresistencia

provocado por el incremento de la temperatura nbiase descrito con precision, si bien



destacan el posible papel de las proteinas de eh@gomico y de las modificaciones en la

fluidez de la membrana citoplasmaética.

1.2.2.1. Influencia de las proteinas de choque térco.

Las proteinas de choque térmico (HSPs, del ingkst IShock Proteing)oseen funciones
estabilizadoras y reparadoras de diferentes egtagcimicrobianas. Asimismo, se ha descrito
gue muchas de estas proteinas juegan un papehmédesn la resistencia al calor (Schumann,
2007), habiéndose observado incluso que su defiaiémposibilita el crecimiento de los

microorganismos a temperaturas elevadas (Fayet @089).

Las variaciones en la temperatura de crecimientmideoorganismos inducen cambios en el
perfil proteico. Con la exposicion de los microongaos a condiciones de estrés subletales
(como temperaturas subletales, cercanas a las rm&xiecrecimiento) aumentan los niveles
celulares de las HSPs. Por consiguiente, se hawvalolee una mayor termorresistencia en
células que han crecido a temperaturas mas elevdelaido, al menos en parte, a cambios en

el perfil proteico (Schumann, 2007).

1.2.2.2. Influencia de la fluidez de la membrana ttiplasmatica.

La membrana citoplasmatica de las células proearicbnsiste en una bicapa lipidica de unos
7-8 nm de espesor, constituida principalmente pefofipidos, y en la que se encuentran
embebidas diferentes proteinas, de acuerdo coroéélm del mosaico fluido, descrito por

Singer y Nicholson (1972). La bicapa lipidica, emndiciones fisiologicas normales, se

encuentra en estado liquido-cristalino. Dicho estad el considerado como biologicamente
activo o funcional, en el que los fosfolipidos stapaces de realizar movimientos. La
transicion al estado gel puede conllevar modifmaes en la permeabilidad transmembrana,
alteraciones en la funcionalidad de las proteieas|a hidrofobicidad, o en la resistencia

mecanica, entre otros efectos (Denich £28l03).

La fluidez de la membrana es basicamente una meidgrado de empaquetamiento de las
moléculas lipidicas de su interior. El factor mdftuyente en la fluidez es la composicion de
la membrana, sobre todo en &cidos grasos. Los oandm los grupos polares de los
fosfolipidos de la membrana también pueden darr lagaariaciones en su fluidez, aunque
este fendmeno es menos comun y eficiente que lakficawiones en los acidos grasos
(Cebrian, 2009).



Por lo que respecta a la composicion en acidoog@igura 1.4.), se ha demostrado que la
presencia de &cidos grasos insaturados fluidiicenémbrana, debido a los dobles enlaces.
Cabe resaltar que la magnitud del efecto fluidifieavaria en funcion del tipo y nimero de
insaturaciones que posean. Asi, la temperaturaadsi¢ion de las membranas con elevada
presencia de acidos grasos insaturados serd infgum la de las membranas con mayor
proporcién de acidos grasos saturados. Ademagabdluidificante es mayor en el caso de
los acidos grasosis insaturados que en el de loans y es aun mayor el efecto de los

poliinsaturados (Cebrian, 2009).

Los acidos grasos ramificados con grupos metilo exriusivos de las bacterias Gram-
positivas. La ramificacion es debida a la introddicade un grupo metilo, que provoca un
incremento en la fluidez de la membrana. Dichadéai es superior si el grupo metilo se
encuentra en la posicion anteiso (antepenultimbocer), en comparacion a la ramificacion
en posicion iso (penultimo carbono) (Rusell, 19%%): otro lado, los acidos grasos ciclicos, o
con anillo de ciclopropano, se sintetizan por moddidén de sus correspondientes insaturados
y aparecen en géneros especificos (Gram positiveeggtivos). Existen dudas acerca de su
efecto en la fluidez de la membrana, no esta aoaflo que posean un efecto fluidificante
(Cebrian, 2009).

oo NV N NN

Acldo Graso saturado de cadena recta

Acido Graso saturado con ramificacién iso
xago/\/\/\/\/\/\/\)\/

Acido Graso saturado con ramificacion anteiso

oo’ NV NN N NN\

Acido Graso cis-insaturado

oo/ NN N NS A A

Acido Graso trans-insaturado

’“*‘”/\/\/\/\v/\/\/\/\

Acido Graso con anillo de ciclopropano

Figura 1.4. Estructura de los principales acidos grasos ptesam la membrana citoplasmatica de las células

procariotas.



Finalmente, se debe tener en cuenta la longitudadelo graso, de modo que los &cidos
grasos de cadena corta poseen puntos de fusidmoiefe a los de cadena larga, no son
capaces de establecer interacciones hidrofobicaspcoteinas u otros acidos grasos, y
favorecen el movimiento de moléculas adyacentegygodejan huecos libres en el interior de
la bicapa (Denich et al2003).

Las bacterias Gram positivas, incluyerSloaureuscontienen un gran porcentaje de acidos
grasos de cadena ramificada, mas del 50% de ldssAgrasos son ramificados en los géneros
Bacillus, Micrococcug/ StaphylococcusSin embargo, poseen un bajo porcentaje de acidos

grasos insaturados (Denich et aD03).

Se ha demostrado que los cambios en la tempeiduceecimiento de los microorganismos
dan lugar a cambios en la proporcion de acidoogrds la membrana, lo que, a su vez podria
conllevar cambios en la termorresistencia, pues®lgs envolturas celulares son estructuras
diana en el proceso de inactivacién por calor (Mgck000). De este modo, las células
crecidas a temperaturas elevadas suelen presemégammayor termorresistencia, lo que
coincide con una menor fluidez, asi como con ungomaroporcion de acidos grasos
saturados y acidos grasos con cadenas mas lagyatedo rigidificante, en sus membranas
(Beuchat, 1978).

De todas maneras, se deben considerar asimisme @iroponentes aparte de los acidos
grasos para determinar como varia la fluidez ercifinde la temperatura de crecimiento
(Denich et al 2003).Por ejemplo, algunos autores también han obsergadodurante el
choque térmico, las células microbianas son cagieegidificar sus membranas debido a la
interaccion de algunas HSP con los lipidos de lenbmana (TourdeMaréchal et aJ 2000;
Shigapova et gl 2005), habiendo propuesto que éste podria serdenlms mecanismos

mediante el cual las células incrementan su teesistencia.

1.3. Antecedentes eftaphylococcus aureus.

S. aureugs un microorganismo Gram positivo, caracterizaatcsp ubicuidad. Es habitual su
presencia en la piel y mucosas de los humanoslocomal se facilita la transmision (Baird-
Parker, 2000). La gran ubicuidad que posee vieda dar su capacidad de sobrevivir frente a
numerosos estreses ambientales como la limita@dnatro y/o micro nutrientes, variaciones

en el pH y temperatura o la desecacion (Cebria®)0
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Este microorganismo esta considerado como patégeodunista para el ser humano, y
responsable de varias infecciones e intoxicaciomedyyendo intoxicaciones alimentarias,
infecciones cutaneas superficiales, e incluso erddades mas severas como neumonia,
endocarditis, osteomielitis, meningitis, septicemido sepsis (Lowy, 1998). Las
intoxicaciones alimentarias causadas r aureus son debidas a la ingestion de
enterotoxinas, producidas previamente por el mrigamsmo en el interior del alimento. Por
el momento se conocen 16 enterotoxinas diferenees)aturaleza proteica y con elevada
resistencia al calor, congelacion y digestion edtita (Baird-Parker, 2000). Es una de las
enfermedades alimentarias que presenta mayor nudeeromunicaciones y la principal

causa microbiana de intoxicacion alimentaria eropa(EFSA, 2015).

Existen diversos antecedentes de estudios relatisneon la actividad del factef en S.
aureus como el de Giachino, Engelmann y Bischoff, pudic en el afio 2001; o el de Senn
et al, del afio 2005. Estos articulos sugieren tjfector o® juega un importante papel en la
respuesta dé&. aureusa distintos estreses, como el calor, la radiacitiravioleta y el
peréxido de hidrégeno, entre otros. La presencidicte factor conlleva la transcripcion de

genes concretos, que contribuyen a un aumentcedaltmllo de la resistencia microbiana.

Asimismo, se han estudiado algunos mecanismos afgivacion y supervivencia ds.
aureusa diversos procesos de conservacion de alimentdajdo entre ellos el calor. En el
estudio realizado por Cebrian et al (2009) se hapewado la termorresistencia de la cepa
Newman con la de su mutante isogénisigB, y la ausencia del facte® supuso una gran
disminucién de la tolerancia al calor. El aumentddaltermotolerancia en la cepa parental es
atribuido a una mejor capacidad de las células pesistir y reparar los dafos subletales

provocados por el calor.

Finalmente, cabe destacar el estudio de Cebriand@oy Mafas (2018, aceptado para
publicacion), en el que se describe y caracteaizafluencia de la temperatura de crecimiento
en la termorresistencia de células $leaureus(cepa CECT 4459) en fase exponencial y
estacionaria, asi como el papel que ejerce laghiide la membrana en la supervivencia
celular. Segun los resultados obtenidos, la tees@tencia d&. aureuses dependiente de la

temperatura y fase de crecimiento. De este modeslatencia al calor de las células en fase
estacionaria de crecimiento aumentaba cuando lasagéestaban a una temperatura de
incubacion superior a 20 °C. Sin embargo, en @ dasas células en fase exponencial, s6lo

aguellas crecidas a 42 °C eran mas resistentedasl Ademas, las células con membranas
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mas rigidas mostraron una mayor termorresistelf8@ademostréo que existia una relacion
entre la fluidez de la membrana, la resistencizahdr y la capacidad de reparacién de dafios

celulares subletales.

Tras el andlisis de estos estudios, resulta rarmpaEnsar que los cambios de expresion del
factoro® de fase estacionaria, de manera simultanea aiobios en el perfil proteico celular
total, podrian producir cambios especificos en éanlirana, que a su vez en su conjunto se
tradujesen en una mayor resistencia microbianas arédamientos tecnolégicos, y mas en

concreto, a los tratamientos térmicos.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

A pesar de la relevancia sanitaria®leaureusse desconoce en gran medida la influencia de
diversos factores en la susceptibilidad de esteomiganismo a los tratamientos térmicos.
Ademas, su resistencia frente a las tecnologiasodservacion de los alimentos ha sido

mucho menos estudiada que la de otros patogemosrairios.

Se ha demostrado que la membrana citoplasmatidasdmicroorganismos es una de las
estructuras diana en los tratamientos térmicogryeflo se ha sugerido que su composicion,
estado y fluidez podrian influir en la termorresigtia. Existen varias evidencias de la posible
relacion entre la fluidez y resistencia microbiasia, embargo, todavia no se conoce con
precision la forma en la que las células microtsamregulan su fluidez y termorresistencia en

funcion de la temperatura de crecimiento.

Es realmente necesario investigar mas en profuddioddos estos aspectos, puesto que la
mejora de la eficacia de los métodos que se utilasualmente en la industria alimentaria
para la inactivacion microbiana, asi como el disd@@rocesos mas efectivos, depende en

gran parte de los conocimientos adquiridos.

El objetivo general de este Trabajo de Fin de Gfadcestudiar el papel que el factst de
resistencia general tiene en el desarrollo de tegsigtencia que experimera aureusy si
este fenOmeno esta relacionado de alguna formacaombios en la composicion de la

membrana citoplasmatica.
Para ello, se plantearon los siguientes objetiaosiales:

-Determinar la evolucién de la termorresistenciaSleaureusa lo largo del tiempo de

incubacion a temperatura constante.
-Estudiar la influencia de la temperatura de incidraen la termorresistencia 8eaureus

-Estudiar la influencia del tiempo y temperaturaideubacion en la composicion de los
acidos grasos de la membrana citoplasmatica dereus

-Analizar la posible relacién entre termorresisieng composicion de la membrana

citoplasmatica.
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3. METODOLOGIA

3.1. Microorganismo.

Para llevar a cabo este estudio, se utilizd la ap&®. aureusdenominada Newman,
proporcionada por Brigitte Berger-Bachi, del Ingtit de Microbiologia Médica de la
Universidad de Zurich. Esta es una cepa que semastrado que expresa el faatbry que

se ha utilizado frecuentemente en estudios acerdacto factor de resistencia. Dicha cepa se

conservo en un criovial-80 °C.

3.2. Medios de cultivo y de tratamiento.

El agar tripticas@oja (TSA) y el caldo tripticassoja (TSB) fueron suministrados por la
firma Biolife (Milan, Italia), y se prepararon signdo las instrucciones del fabricante.
Ambos medios se suplementaron con 0,6 % p/v deacwtrde levadura (EL, Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido). El agua de peptona mpdmada fue suministrada por la marca
Oxoid, y asimismo, fue preparada siguiendo lasrunstones descritas por el fabricante.
Todos estos medios, una vez preparados, se estenlidurante 20 minutos a 121 °C en un
autoclave (modelo Presoclave Il 80, Selecta, AdyrBarcelona, Espafia) y se almacenaron a

temperatura ambiente hasta su uso.

Como medio de tratamiento para los estudios destessiia al calor, se utilizd tampon
Mcllvaine de pH 7,0. Para su elaboracién se emfasfato disédico anhidro y acido citrico
1-hidrato (Panreac S.A., Barcelona, Espafa), sdgéariben Dawson et al (1974). El pH se
midio, por si fuera necesario su ajuste, mediamepdmetro (modelo Basic 20, Crison

Instruments S.A., Alella, Barcelona, Espafa).

3.3. Suspensiones de trabajo.

A partir del criovial en congelacion, se sembraptecas de TSAL por agotamiento en
estria que se incubaron en una estufa estaticae{mdéacubig, Selecta, Abrera, Barcelona,
Espafa)durante 24 horas a 37 °C (x 1 °C). Partiendo decofonia aislada de dichas placas,
se sembraron frascos que contenian 10 ml deHISBstéril y se incubaron (estufa de aire
forzado, Selecta, Abrera, Barcelona, Espafia) deirddhoras a 37 °C (x 1°C) en agitacion
(agitador modelo Vibramax 100, Heidolph Instrume@dBH & Co. KG, Scwabach,
Alemania).

Tras determinar la concentracion celular de esteyftivo mediante recuento microscopico

(Nikon, Eclipse E-400, Japon) en camara de Thom@acularon frascos con 50 ml de TSB
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EL esterilizado y estabilizado a la temperatura ideubacién seleccionada, con una
concentracion inicial de f£0microorganismos/ml. Una vez sembrados los frasses,
incubaron en agitacion a las temperaturas de 28739 42°C (+ 1 °C), durante el periodo de

tiempo requerido para realizar las determinaciones.

3.4. Curvas de crecimiento.

Para elaborar las curvas de crecimiento se extaiatervalos predeterminados de tiempo
(cada 2 horas y a 20 °C cada 4 horas), 1 ml detraws los frascos de 50 ml de TSB-EL en
incubacion. Tras realizar las correspondientescidihes decimales en agua de peptona, se
sembraban placas de T&A por homogeneizacién en masa, que se incubabamtéu24
horas a 37 °C (x 1 °C). El numero de unidades fdamee de colonias (UFC/mI) se estimaba
a partir de la media de los recuentos obteniddaseplacas correspondientes a cada dilucion,
de al menos dos diluciones decimales consecutivsscurvas de crecimiento se elaboraron

representando el logaritmo del nimero de UFC/mitér@l tiempo de incubacion.

3.5. Preparacion de las muestras para inoculacidmesl termorresistometro.

Antes de inocular las suspensiones microbianas temneorresistometro, y con el objetivo de
homogeneizar las concentraciones iniciales enuass de supervivencia, se realizaban unos
pequefios ajustes en las mismas, segun la condéntraicrobiana presente en los cultivos.
De modo que, si la concentracion de la suspens@deaproximadamente 1¥10FC/ml, se
vertian 10 ml de la suspension en un tubo espardteriormente se distribuian en eppendorfs
(Iml a cada eppendorf) y se llevaba a cabo unaaet@concentracion celular en una
microcentrifuga (modelo Minispin Plus, Eppendorfadvid, Espafia) durante 90 segundos a
10.000 rpm. Tras la centrifugaciéon, se desechalsol@ienadante. Los depésitos o pellets
obtenidos se conservaban, mezclaban y homogengejzadista conseguir un volumen de unos
0,3-0,4 ml.

En el caso de que la concentracion microbiana ztzanen los cultivos el valor de 1X10
UFC/ml, se procedia de idéntica manera a lo cordentmteriormente, salvo que tras
conseguir el volumen de células concentradas d6,9,81, la muestra se diluia con agua de
peptona hasta llegar a 1 ml de volumen. Para ctracémnes en el rango de 1810FC/m,

el in6culo se obtenia directamente del cultivo ingl sin ser necesario realizar ajustes v,
finalmente, si las concentraciones alcanzaban esilsimilares a 1x20JFC/ml, se diluia 10

veces la muestra de cultivo antes de procedemnadalacion.
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3.6. Determinaciones de resistencia al calor.

Las determinaciones de resistencia al calor sezagah en el termorresistometro BT
(Condon et al., 1993). La Figura 3.1 muestra urues@ de las partes mecéanica (A) y
electrénica (B) del termorresistdmetro empleadd,casmo una imagen real del equipo. El
termorresistometro TR-SC consta de un vaso derratdio de acero inoxidable de 400 ml de
capacidad (1) cerrado por la parte superior contapa enroscable de acero inoxidable (2).
En la tapa existen orificios por los que se incoapta resistencia eléctrica para el
calentamiento del medio de tratamiento (3), uresist de enfriamiento por recirculacion de
agua fria (4), un sistema de agitacion para undadpmogenizacion de la temperatura y del
in6culo en el medio de tratamiento (5), un deflegtara mejorar la turbulencia dentro del
vaso Yy evitar un flujo centrifugo predominante ()a sonda termopar para el control de la
temperatura de tratamiento (7) y un presostato negnaar la presurizacion del medio con N
de alimentacion (8). El in6culo microbiano se irtggoor un orificio de inyecciéon cerrado con
un septum de cromatografia (9) y la toma de muestearealiza a través de un tubo de
extraccién cerrado con una valvula solenoide (EDEircuito electrénico (B) esta conectado,
por un lado, a la resistencia eléctrica (3), éksis de enfriamiento (4) y la sonda termopar
(7) para proporcionar una temperatura constantelardo del tratamiento y, por otro lado, a

la valvula solenoide (10) para regular su aperngysarmitir la recogida de muestras.

A . C
’ 7 H—— 8 -
AT TIT T .
A e R )| Y e 10
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| == 4

................ 1
B

Figura 3.1. Esquema de las partes mecéanica (A) y electrdBirdel Termorresistometro TR-SC e imagen real
del equipo (C) (Adaptado de Cebrian, 2009).
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Antes y después de cada sesion de trabajo selizabamn (20 minutos; 120 °C) tanto el
equipo como el medio de tratamiento (Mcllvaine).aUvez el medio (350-400 ml) se
encontraba estabilizado a la temperatura de tratami(54 °C), se inyectaban 0,2 ml de la
suspension microbiana (ya ajustada segun lo indieacel anterior apartado) en la camara de
tratamiento mediante una jeringuilla previamentsirdectada (CR00-200 Hamilton Co.,
Reno, Nevada, EE. UU.). Durante el tratamientantervalos predeterminados de tiempo, se
extraian muestras de 0,25 ml directamente en plaeasPetri estériles, a las que
inmediatamente se afiadia el medio de recuperasiéril efundido y atemperado a 45 °C. Las
placas se homogeneizaban y posteriormente se inenk@37 °C (x 1 °C) durante 24 horas

para su posterior recuento.

3.7. Incubacion y recuento de supervivientes.

En las determinaciones de termorresistencia, ekrgo de supervivientes se realizé en TSA
EL. Las placas se incubaban a 37°C (+ 1 °C) erieestitaticadurante 24 horas, hasta que el
numero de colonias recuperadas se mantenia canst@ntecuento de supervivientes se
efectué mediante un contador automatico de colomisanalisis de imagen. Se opto por

utilizar el rango de recuento comprendido entrg 30.000 UFC/placa.

3.8. Elaboracion de gréaficas de supervivencia y metizacion de las mismas.

Una vez obtenidos los recuentos, se elaborarorgidacas de supervivencia mediante
Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft Co., Redmgnlashington, U.S.A). Se represent6 el
logaritmo de la fraccion de supervivientes (N)/Rente al tiempo de tratamiento. Dado que
las células alcanzaron instantdneamente la tenupardé tratamiento, el namero inicialgN

se correspondié con el numero de células inoculadas

Posteriormente, los datos experimentales fueronefizadios con la herramienta GlnaFiT
(KU Leuven, Leuven, Bélgica) de Microsoft Office &et 2010.Las curvas de supervivencia
obtenidas en este trabajo, presentaban en su mayogerfil recto, por lo que se empled para
llevar a cabo la modelizacion, el modelo log. linda Bigelow y Esty (1920). Dicho modelo
describe las curvas de supervivencia a través tistgade inactivaciorKhay, que se define
como la pendiente de la parte exponencial de leacte supervivencia (mi). La ecuacion
gue define el modelo es la Ecuacion 3.1.

N (t) = N(0): e *max® Ecuacién3.1
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Dénde:

N (UFC/ml) representa la concentracion final de leélu

N (0) (UFC/mI) es la concentracion inicial de células.
* kmaxes la velocidad especifica de inactivacion (1/adide tiempo).

* teseltiempo (unidad de tiempo).

En caso de observarse fendmenos de hombro, seéelpiodelo log. lineal- hombro de
Geeraerd et al (2000). Ese modelo describe lasasude supervivencia a través de dos
parametros: la longitud del hombr&Iy, definido como la dosis o tiempo antes de que
comience la inactivacion exponencial, que en eate se expresaba en minutos; y la tasa de
inactivacion Kmay. La ecuacion que define este modelo es la Eca&i

E?'-'mu"5[ ]

14 (e"max 31 _1). g~ K max t

N (t) = N(0): e * max*.

E cuacion 3.2

Donde:
* N (UFC/ml) representa la concentracion final de leglu
* N (0) (UFC/ml) es la concentracion inicial de células.
* kmaxes la velocidad especifica de inactivacion (1/adide tiempo).
* Ses el parametro que representa el hombro (unidsdgempo).

* teseltiempo (unidad de tiempo).

3.9. Calculo de los parametros de resistencia y disas estadistico.

Se calcularon los tiempos de reduccion decirbgl €n minutos) a partir de la inversa de la
pendiente de la regresion lineal (ver Ecuacion) @3.las graficas que siguieron una cinética
de primer orden, o a través la Ecuacion 3.2, erllgucurvas modelizadas con la ecuacion
de Geeraerd.

kmax
2,303

Dt = E cuacion 3.3

Los resultados obtenidos fueron sometidos a unissha@stadistico utilizando el programa
GraphPad Prism 4.03 (GraphPad Software, Inc., SagoDCalifornia, EE. UU.) A través de
dicho programa, se realizaron los teste Student y los Andlisis de Varianza (ANOVA)
correspondientes. Este mismo programa se utilizé @laborar las representaciones gréaficas

gue se incluyen en esta memoria.
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3.10. Preparacion de las muestras para el analigie acidos grasos.

Este analisis se llevo a cabo en el servicio digperen la CECT (Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo), para lo cual fue necesario preparagnviar las células d8&. aureus Se
obtuvieron cultivos en fase exponencial y en fagactonaria, a todas las temperaturas de
incubacion (20, 30, 37 y 42 °C). Para obteneruapensiones de células en fase exponencial
de crecimiento, la incubacion se interrumpia cusswlalcanzaba un valor de absorbancia de
0,800 a 600 nm, que correspondia a una conceniragioximada de 1x2QUFC/mI. Las
absorbancias se median en un espectrofotometroe(mbibra S12, Biochrom, Cambridge,
Reino Unido). Para poder llevar a cabo este pratiedto, se realizd un trabajo previo con el
objetivo de establecer la relacién entre la abswibay la concentracion de microorganismos.
Asi, a lo largo de la curva de crecimiento de \wsaspensiones microbianas, y en periodos
establecidos de tiempo, se fue monitorizando lardlascia que presentaban, el recuento

microscoépico y el recuento en placa (datos no radss).

Por otro lado, para obtener suspensiones en fageiamria, la incubacion se prolongaba
durante 24 horas (para las incubaciones a 30 €3 M™trante 12 horas (para la incubacion a
42 °C) y en el caso de la incubacion a 20 °C, der4d h.

Una vez obtenidos los cultivos, se vertian 50 mlagdesuspensiones microbianas en tubos
Falcon y se introducian en la centrifuga (model86K, Gyfrozen CO., Korea) durante 10
minutos a 3.000 rpm. Tras la centrifugacion, seedesba la mayoria del sobrenadante y se
procedia a resuspender los pellets con una peaqaatfialad de liquido del cultivo. Una vez
resuspendidos, se pasaban 5 ml a tubos de vidadles y se llevaba a cabo una segunda
etapa de centrifugacion. Finalmente, se retiratbatal del sobrenadante tras la centrifugacion
y se conservaban los tubos con las muestras erlasi@n a -80 °C hasta su expedicion a la
CECT.

Para realizar el analisis de acidos grasos, la CHflliza un sistema de identificacion
microbiana (MIDI Inc.’s Sherlock® Microbial Id&fcation System). De manera
resumida, las muestras preparadas con anteriorgldderon una saponificacion, y
posteriormente una metilacion. Se obtuvieron de psido los ésteres metilicos de acidos
grasos (FAMESs). Los FAMEs son mas volatiles querespgectivos acidos grasos y por tanto,
mas apropiados para el andlisis por cromatografigades. Dichos FAMES se extrajeron de la
fase acuosa a la organica, y finalmente, se laektehcto organico con medio acuoso, como

fase previa al analisis cromatografico.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Curvas de crecimiento d&. aureus Newman a diferentes temperaturas.

Con objeto de estudiar la influencia de la tempesaty tiempo de crecimiento en la

resistencia al calor d8. aureusNewman, se obtuvieron, en primer lugar, las cumas

crecimiento a las diferentes temperaturas, queeseptan el logaritmo del recuento

microbiano (Log N frente al tiempo de incubacion en horas. La Fgdrl muestra las

curvas de crecimiento d& aureusa las 4 temperaturas estudiadas.

Tiempo (horas)
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Figura 4.1.Curvas de crecimiento d& aureusNewman a 20 °C, 30 °C, 37 °C y 42 °C.

Como se puede deducir de la figura, menores temypasade incubacion resultaron en
velocidades de crecimiento mas lentas. Asi, elimieato de S. aureusa 20 °C fue
notablemente mas lento, necesitando las célulamemlos 16 horas de incubacion para
alcanzar la fase estacionaria. Aunque las grafamscrecimiento a 30 y 37 °C fueron
similares, a 37 °C los cultivos ya habian alcanmdméaxima concentracion a las 6 horas (y
por lo tanto se encontrarian ya en fase estacenanientras que fueron necesarias al menos

8 horas para que las células crecidas a 30 °Czalandicha fase. Finalmente, cabe destacar
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gue aungue las células crecidas a 42 °C mostrar@wvelocidad de crecimiento similar a las
de 37 °C, se observan dos diferencias notablesstn cailtivo en relacion al resto de

temperaturas de incubacion empleadas. Por ung [@adencentracion celular que alcanzaron
fue inferior al resto de temperaturas y por otraepae observa que, inmediatamente tras

alcanzarla, entraron en una fase de muerte celular.

La temperatura 6ptima de crecimiento para la maydel cepas d8. aureusse encuentra
entre 35 y 40 °C (Baird-Parker, 2000), por lo quee fesultados obtenidos se corresponden
con lo esperado. Por otra parte, y en relacidrsadsultados obtenidos a 42 °C, podrian ser
atribuidos al hecho de que esta es una tempetanita de crecimiento. Resultados similares

han sido observados por diversos autores, comd¢dimden, Bernaerts e Impe (2008).

4.2. Influencia del tiempo y la temperatura de inchacién en la termorresistencia dé.
aureus Newman.

Para estudiar la influencia del tiempo y la tempeeade incubacién en la termorresistencia
de S. aureusNewman, se obtuvieron las graficas de supervigemnd suspensiones de
diferente edad (tiempo de incubacion) para cadadedas temperaturas de crecimiento
investigadas (20, 30, 37 y 42 °C). Las graficasugervivencia al calor de las diferentes
suspensiones microbianas se obtuvieron tras repegsel logaritmo de la fraccion de
supervivientes (MNo) frente al tiempo de tratamiento (en minutos). Hag graficas se
modelizaron, tal como se describe en el apartadand®dologia, con la herramienta
GlnaFiT. Se ha escogido un ejemplo representattgodecir, una sola suspension, para
ilustrar lo ocurrido a cada temperatura de incubadiFigura 4.2.). El resto de réplicas

presentaron un comportamiento similar al mostradia éigura.
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Figura 4.2. Gréficas de supervivencia a 54 °C de las suspeesideS. aureusNewman incubadas durante O
horas @), 2 horas M), 4 horas A), 6 horas ¥), 8 horas #), 12 horas (\), 16 horas /), 24 horas®) y 36
horas (), y obtenidas a 20 °C, 30 °C, 37 °C y 42 °C.

Dado que en la mayoria de los casos las curvasmvivencia presentaron un perfil lineal,
se empled para su modelizacion el modelo log. lidedigelow y Esty (1920). En el caso de
la herramienta GInaFiT, este modelo describe lagasude supervivencia a través de la tasa
de inactivacionKmay, que se define como la pendiente de la parterexmal de la curva de
supervivencia (mim). El valorD tradicional se puede calcular a partir de la misemin se
describe en el apartado de metodologia. No obstardemo puede observarse en la Figura
4.2, en algunos casos las curvas de supervivelhtanidas presentaron desviaciones de la
linealidad, en forma de “hombros”. En caso de olsse fendmenos de hombro, se empled
el modelo log. lineal-hombro de Geeraerd et al (20&se modelo describe las curvas de
supervivencia a través de dos parametros: la leshgiel hombro$l), definido como la dosis

o tiempo antes de que comience la inactivacion mampcial, que en este caso se expresaba en
minutos; y la tasa de inactivaciGfn{(ay.

22



La presencia de hombros en graficas de supervieethaalor de células vegetativas ha sido
atribuida a diferentes fenbmenos, como la formad®agregados celulares y la capacidad de
las células de tolerar o reparar dafos sublet@lebrian, Condon y Mafas, 2017). La
presencia de agregados celulares conlleva la apanitle hombros, ya que no se aprecian
disminuciones en los recuentos microbianos hastat@plas las células que conforman cada
agregado son inactivadas. Por otro lado, los dafibletales también motivan la aparicién de
fendmenos de hombro, puesto que hasta que noawalan objetivo letal o la cantidad de
dafios subletales supera un umbral concreto, latas@hantienen la capacidad de reparar sus
lesiones y formar colonias, si las condicioneseaeiperacion son adecuadas (Mackey, 2000).
En el caso particular d8. aureusen el estudio de Cebrian, Condén y Mafias (204e8),
demuestra que en la mayoria de las ocasiones gdui@pasta relacionada con la agregacion
celular. Ademas, es necesario sefialar que en ssigice cuando aparecieron hombros, su
magnitud fue siempre reducida. De todas maneraa,gmaler calcular con més precision el
valor Dy, se utiliz6 el modelo de Geeraerd para la modatirade las curvas de inactivacion.

A pesar de que en algun caso las curvas de supeoi@/sugieren la existencia de colas, un
fendmeno que generalmente es debido a la existdaai@a distribucion de termotolerancias
en la poblacion bacteriana y/o a la presencia dénfienos microbianos de adaptacion
(Cebrian, Condon y Maiias, 2017), la propia herrataiempleada para modelizar (GInaFiT),
estimaba que dicho fendbmeno no era suficientenm&gteficativo, 1o que en la practica es

equivalente a decir que realmente no existian.

Como puede observarse en la Figura 4.2, para tedagkemperaturas de crecimiento, un
incremento en el tiempo de incubacion condujo snaremento en la termorresistencialle
aureus No obstante, las graficas presentadas en laafimalican que, por ejemplo, para las
células crecidas a 37 °C, las graficas de supewiaese pueden agrupar en dos grupos. Por
un lado, los microorganismos crecidos durante 04 2y 6 horas, que mostraron una
termorresistencia similar y poco elevada. Por [@do, las suspensiones incubadas durante 8
y 24 horas, en las que se observd un aumento eatabll tolerancia al calor de las células.
Resultados similares se observaron para el restengigeraturas de cultivo, aunque se debe
tener en cuenta que entre las suspensiones in@idadante 8 horas el comportamiento fue
algo variable, debido a pequefias diferencias em@eentos de entrada de las células en fase

estacionaria.
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Para ilustrar con mayor detalle la influencia qyeroe el tiempo de incubacion en la
termorresistencia d8. aureusse elaboraron graficas para cada temperaturaedaniento,

donde se muestra la evolucion del valdr con el tiempo de incubacion de los
microorganismos (Figura 4.3.). Las graficas inctuyambién la curva de crecimiento a

efectos comparativos.
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Figura 4.3.Influencia del tiempo de incubacion en la termastesicia deS. aureusNewman, a 20 °C, 30 °C, 37

°C y 42 °C de incubacidn, representandose el pardide, (@) y Log N, (H).

A las temperaturas de 20 y 30 °C de incubaciopusele observar que justo al realizarse el
cambio de las células de fase exponencial a estatdo de crecimiento, el valdDss
aumentaba considerablemente, por lo tanto, se ddrawgue las células en fase estacionaria
eran mas termorresistentes. Las células incuba®s &, segun se observa en la grafica,
entrarian en fase estacionaria a las 6 horas yesibargo, el incremento de la
termorresistencia se aprecia a las 8 horas, y ayomvariabilidad en ese punto concreto.
Esto puede ser debido a que en esos momentos agrada transicion a fase estacionaria,

exista heterogeneidad en la poblacion, de manezaalgunas células se encuentren en fase
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exponencial, y otras en fase estacionaria. Ensel da las células crecidas a 42 °C, también se
observa que se produjo un brusco aumento del \2dgrinmediatamente después de la
entrada en fase estacionaria de las células, pemnaario que para las otras temperaturas
estudiadas, a continuacion se observé una rapittsa acde este parametro, que ocurrid
paralelamente a la disminucion del nimero de migarismos viables presentes en el

cultivo.

Finalmente, con el objetivo de poder comparar démelamente el efecto que ejercen tanto el
tiempo como la fase de crecimiento, se elabord gnddica (Figura 4.4.) en la que se
representan los valores promedio del param@gp para las células en fase exponencial y

estacionaria de crecimiento, para cada temperdaicaecimiento.

20 25 30 35 40 45
Temperatura crecimiento (°C)

Figura 4.4. Evolucion del parametrd; con la temperatura de cultivo, en las célulasSdaureusNewman en
fase exponencia®() y fase estacionaridy.

En dicha figura se puede apreciar, por una pauve lap células en fase estacionaria poseian
un Ds4 mayor en comparacion a las de fase exponencied, joalas las temperaturas de
crecimiento estudiadas. Por otra parte, la fig@@uestra la importante influencia que ejerce
la temperatura de incubacion en la termorresisdent® S. aureus ya que conforme
aumentaba la primera, aumentaba la termotoleraieclas microorganismos. No obstante, la
magnitud de este efecto no fue igual para célutagase exponencial y estacionaria de
crecimiento. Asi, en el caso de las células en é&gmnencial no se observaron apenas
diferencias en resistencia y tan sélo fueron sigatiFamente [<0,05) mas termorresistentes
las crecidas a 37 °C. Sin embargo, este incrententermorresistencia fue de baja magnitud,

siendo sWDs4 s0Olo 1,4 veces mayor que el del resto de células.
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Por el contrario, en el caso de las células en éssacionaria, se observaron diferencias
significativas f<0,05) en termorresistencia entre las crecidas a@0y°el resto, que
mostraron un valobDss hasta 2,2 veces mas elevado, y por tanto una nalgoancia al calor.
La termorresistencia de las células crecidas 880G, 42 °C fue muy similar (no existieron
diferencias significativasp>0,05), aunque si se observé una ligera tendencicieate

conforme aumentaba la temperatura de incubacion.

En relacion a la influencia de la temperatura deulacion en la resistencia de los
microorganismos al calor, se suele asumir que @slas crecidas a temperaturas mas
elevadas presentan una mayor termorresistencieensiiargo, se debe tener en cuenta que la
mayoria de estudios se han llevado a cabo coras&uklusivamente en fase estacionaria. De
este modo, también se ha demostrado que la tesistenecia puede depender del rango de
temperaturas empleado y del estado fisiolégicoadecElulas (Cebrian, Condon y Mafias,
2018). La explicacion mas generalizada del efegtoajerce la temperatura de crecimiento en
la termorresistencia de las células vegetativagueseste fendmeno esta relacionado con la
modificacion de la composicion en acidos grasosoyeinas de la membrana, aspecto que se
estudiarad con mas detalle en el apartado 4.3 daresnhoria.

Por otro lado, los resultados obtenidos en esteliesen relacion a la influencia de la fase de
crecimiento en la termorresistencia, concuerdanloafescrito en otras ocasiones, esto es,
gue las células en fase exponencial de crecimgaiomas sensibles al calor que las células
en fase estacionaria (Smelt y Brul, 2014; Cebr@onddén y Mafas, 2017). Este hecho se
explicaria por el aumento de la expresion del factale fase estacionariaf durante la
entrada en la fase estacionaria, que controlaalasdripcion de genes involucrados en la
resistencia a varios estreses, incluyendo el dq@wchino, Engelmann y Bischoff, 2001;
Senn et aJ 2005; Cebrian, Condén y Manias, 2017). En laslaglen fase exponencial este
factor no se expresa, o lo hace de una forma madiycrga, (Chan et al., 1998; Giachino,
Engelmann y Bischoff, 2001; Senn et al., 2005) mapor la cual no se observan apenas

diferencias en termorresistencia.

Ademas, los resultados obtenidos concuerdan, alosnem parte, con aquellos que se
muestran en el estudio de Cebrian, Condén y Mdfids8j. En dicho estudio se describe que
la resistencia al calor de las célulasSdaureusn fase exponencial no variaba en el rango de
temperaturas comprendido entre 10 y 37 °C. No otestan el trabajo de Cebrian, Condén y

Mafas (2018), se describe que las células en fagenencial crecidas a 42 °C eran
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significativamente mas termorresistentes, mostraadtaresDss 2,5 veces mayores, algo que
no se observo en este estudio. Estas pequefiagndites podrian ser atribuidas a las
diferentes cepas utilizadas, que podrian presemaanismos de regulacion del desarrollo de
termorresistencia ligeramente diferentes. De hetd®yvaloresD: de la cepa CECT 4459
(utilizada en el estudio de Cebrian, Condon y MaBa48) para células en fase estacionaria
de crecimiento son superiores a los de la cepa Mewutilizada en este estudio), lo que
sugiere que la capacidad de desarrollo de termsteasia seria mayor en el caso de la
primera. Por otro lado, la resistencia al calotadecélulas en fase estacionaria de crecimiento
también aumentaba cuando las células estaban temparatura de incubacion superior a 20
°C.

Todos estos resultados, analizados en conjunticaimdjue, muy probablementa,expresiéon

del factor o®

seria necesaria para que las célulasSdeaureuscultivadas a mayores

temperaturas sean capaces de desarrollar una tesmstgncia mas elevada. Asimismo,
sugieren que dicha actividad seria mayor cuanto edé@gada fuese la temperatura de
crecimiento (lo que se traduciria en una mayor éeresistencia en fase estacionaria), aunque

seria necesario llevar a cabo nuevos estudiosypdfecar estos aspectos.

4.3. Composicién en acidos grasos de la membrana 8leaureus Newman y relacién con

la termorresistencia.

Los microorganismos regulan su composicion en &cidpasos de la membrana
citoplasmatica como respuesta para contrarressacdmbios en su fluidez que se producen
por las variaciones de temperatura exterior. Lagirela de acidos grasos insaturados y
ramificados favorece la fluidificacion de la memmaaitoplasmatica. Sin embargo, los acidos
grasos saturados aportan una mayor rigidez. De ras@o, cuando la temperatura de
incubacion es mayor, es frecuente observar unrmemé en la proporcién de acidos grasos
saturados y de cadena larga. Por el contrari@dmos grasos de cadena corta, ramificados, e
insaturados se incrementan a temperaturas mas, lyajague dichas temperaturas actian
solidificando la membrana (Denich et,a2003). De forma paralela, se ha sugerido que
aguellas membranas con mayor concentracion de fAgdasos saturados (mas rigidas)
deberian ser mas resistentes frente a la acciooattsl (Beuchat, 1978), y por ello, en este
Trabajo Fin de Grado se abordd el estudio de ladntia de la temperatura y tiempo de

crecimiento en la composicion de acidos grasosetabmana de las células 8eaureus
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Para poder llevar a cabo el andlisis de composidéracidos grasos en la CECT, fue

necesario preparar las células 8e aureus tal como se describe en el apartado de
metodologia, a partir de cultivos en fase exporarncestacionaria, a todas las temperaturas
de incubacién (20, 30, 37 y 42 °C). Los resultanltenidos tras la realizacion del analisis se

muestran en la Tabla 1 del Anexo

El &cido graso mayoritario, tanto en las células sgiencontraban en fase exponencial como
en estacionaria, y a todas las temperaturas deaon resultd ser el 15:0 anteiso, algo que
concuerda con los resultados obtenidos previampoteotros autores (Beck, 2005). En
cuanto a su evolucion (Figura 4.5.), se puede dastpe en las células en fase estacionaria,
al aumentar la temperatura de cultivo, fue dismémalp progresivamente su proporcion,
desde el 50% que representaba a 20 °C hasta ua 32%C. Las células en fase exponencial
de crecimiento poseian una menor proporcion deaegde graso (rango entre 37 y 27%), que
también fue disminuyendo conforme aumentaba la ¢emtgra. En todos los casos fue el
acido graso mayoritario con diferencia. Los sigtgsracidos grasos iban variando segun la

suspension microbiana estudiada.
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Figura 4.5. Evolucién del porcentaje que representa el acideay15:0 anteiso en la membrana citoplasmatica
de S. aureusNewman en funcién de la temperatura de crecimjegriolas células en fase exponenc®) ¢

estacionarial).

Dada la complejidad de establecer una comparacaa pada uno de los acidos grasos
determinados y todas las condiciones de crecimiestiadiadas (no soélo desde el punto de
vista estadistico, sino también del de su inteagiéh) se optd por buscar un indice que
reflejara los cambios globales en la composicidracldos grasos de las membranas de las
células deS. aureusUno de los indices mas empleados para cuantiicfiuidez de una

grasa es el calculo de la proporcion de acidosograssaturados frente a la de saturados, de
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tal forma que cuanto mayor sea este indice, mayda dluidez (Denich et al2003). De

forma andaloga, este indice se puede utilizar pasanmiembranas citoplasméticas de los
microorganismos, pero, dada su especial composicénsuele optar por calcular la
proporcion de acidos grasos insaturados mas rauddg frente a la de acidos grasos

saturados. Este es el indice que se ha escogidocaid de elaborar la Figura 4.6.

Temperatura crecimiento (°C)

%insaturados y ramificados / % saturados

Figura 4.6. Evolucién del indice de fluidez (% acidos grasosaiaorados y ramificados / % acidos grasos
saturados) de la membrana citoplasmatic8.deureudNewman con la temperatura de crecimiento, enagketh

fase exponencia®) y estacionarialf) de crecimiento.

Los datos que se representan en dicha figura, campa las diferentes temperaturas de
incubacion empleadas, concuerdan con lo descritta diteratura cientifica (Denich et.al
2003), puesto que se puede observar que conformerdaba la temperatura, disminuia la
proporcion de acidos grasos ramificados e insabisrag aumentaba la de los saturados. Tras
llevar a cabo los test ANOVA tde Student correspondientes, destacan especialiant
diferencias en las proporciones de &cidos grasesegencontraron entre las células crecidas
a 20 °C y las crecidas al resto de temperaturdarédcias significativag<0,05), tanto en
fase exponencial como estacionaria. Sin embargeerancontraron diferencias significativas
(p>0,05) al comparar las demas temperaturas entreestaban asimismo las diferencias entre
las células en fase exponencial y estacionarisgeptando estas Ultimas una notablemente

mayor proporcion de acidos grasos ramificados gsi@limeras.

Ademas, también se calcularon otros dos indicasatidos de fluidez: la longitud media de
las cadenas de acidos grasos, y la relacion dnpareentaje de acidos grasos ramificados en

posicion iso frente a anteiso. Tal y como se puwdxdervar en las Figuras 4.7 y 4.8, los dos
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indices se mantuvieron relativamente constantetoéas las temperaturas de incubacién
estudiadas y en ambas fases de crecimiento. Easelde la longitud media de la cadena, se
observo cierta tendencia a aumentar con la temyarde incubacion. En las células en fase
exponencial se encontraron diferencias signifieati<0,05) entre los 20 y 42 °C de
incubacion y entre los 30 y 42 °Sin embargo, no se apreciaron diferencias sigtiNias
(p>0,05) entre las diferentes temperaturas de incubamidas células de fase estacionaria. En
cuanto a la relacion iso/anteiso, también aumemd k& temperatura de incubacion,
existiendo diferencias significativap<(,05) para las células en fase exponencial entre la
incubacion a 42 °C y el resto de temperaturas| Ease de las células en fase estacionaria, se
observé la misma tendencia, solo que ademéas senteswom diferencias significativas

(p<0,05) también entre las temperaturas de 20 y 37 °C.

De acuerdo a nuestros resultados, el indice queomatitidad presenta para ilustrar los
cambios en los acidos grasos de membrana debildgscambios de la temperatura, seria el

mostrado en la Figura 4.6 (% acidos grasos insddsrenas ramificados / % saturados).
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Figura 4.7. Evolucion del indice de Figura 4.8. Evolucion del indice de fluidez
fluidez (longitud media de la cadena de (% &cidos grasos iso/ % acidos grasos
acidos grasos) de la membrana anteiso) de la membrana citoplasmatica de
citoplasmatica dé&. aureusNewman con S. aureusNewman con la temperatura de
la temperatura de crecimiento, en células crecimiento, en células en fase exponencial
en fase exponencia®] y estacionarial) (®) y estacionariall) de crecimiento.

de crecimiento.
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Con respecto a la relacién entre fluidez de mensgratermorresistencia, y de acuerdo a
Beuchat (1978), las células crecidas a temperatel@gadas, y por tanto, con mayor

proporcion de acidos grasos saturados y acidosogresn cadenas mas largas en sus
membranas, de efecto rigidificante, suelen presente mayor termorresistencia. Los

resultados aqui presentados concuerdan parcialmentesta hipotesis, ya que se observa
una correlacién entre la fluidez de la membrana yermorresistencia que muestran los
microorganismos, si las células en fase exponenciastacionaria se analizan de forma
independiente, puesto que las células crecidas"@ pdseen una mayor proporcion de acidos

grasos ramificados, y muestran una termorresisgienenor que las crecidas a 30, 37 y 42 °C.

No obstante, de acuerdo a la hip6tesis de Beud®a8], las células que se encuentran en
fase exponencial de crecimiento deberian mostras yroporciones de acidos grasos
ramificados mayores que las células en fase es@@d) puesto que poseen una menor
termorresistencia. Por lo tanto, de los datos agesentados puede concluirse que no se
puede establecer una relacion directa entre teesistencia y composicion de acidos grasos
de membrana, aunque esta si que existiria si emn@aracion soélo se incluyesen células en

la misma fase de crecimiento.

En cualquier caso, es necesario indicar que laldlide la membrana también viene
determinada por otros componentes ademas de ldgsagrasos (Denich et.aP003).De
modo que, la mayor termorresistencia de las céletagase estacionaria, posiblemente se
debiera a diferencias en el perfil proteico, masl(onenos de igual relevancia) que por la
composicién en acidos grasos. Asi, las célulasdas@ temperaturas mas elevadas presentan
un perfil proteico diferente, particularmente, aom contenido en HSP mas elevado. Estas
proteinas desempefian una gran variedad de funcoehdares, incluyendo la contribucién
en la eliminacion y reparacibn de proteinas dafiagas accion del calor, o la
termoestabilizacién de estructuras celulares canmémbrana, por lo que la presencia de

HSP conllevaria una termorresistencia mas eledaday(Chou, 2004).

Especialmente interesante resulta esta uUltima danga que implicaria que, a pesar de su
perfil de acidos grasos de membrana, las céluldasenestacionaria de crecimiento podrian
presentar una mayor rigidez que las células en éxgp®nencial. Segun los resultados
observados en el estudio de Cebridn, Condon y MEGES), esta mayor rigidez podria
favorecer los procesos de reparacion celular dssplae¢ tratamiento térmico aplicado.

También podria ocurrir que las membranas mas dgidasentaran menos dafos severos tras
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la exposicion al calor, y por tanto, fueran madiédae reparar en las condiciones adecuadas.
De este modo, parece que el estado fisico de labna@a seria un factor determinante en la
capacidad de supervivencia @& aureusa los tratamientos térmicos. No obstante, seria
necesario comprobar esta hipotesis mediante ladaetk la fluidez de la membrana con

otros enfoques experimentales que incluyesen dl phgb resto de componentes, ademas del

de los acidos grasos.

En resumen, todos los datos obtenidos indican @lpzapital que posee el factef en el
desarrollo de la termorresistencia en funcion idehpo y de la temperatura de crecimiento en
S. aureusNewman. No obstante, su participacion directa, exsrdque exista una relacion
directa entre actividag® y termorresistencia, aun tiene que ser probada,ejenplo,
mediante el uso de un mutante isogénico carentadelrs® o mediante la puesta a punto de

técnicas para la determinacion directa de la expretel gersigB.

Por otra parte, a la vista de los resultados deposition de acidos grasos de membrana
obtenidos, se puede concluir que si el faetdrcontribuye a incrementar la rigidez de la
membrana de las células 8eaureusNewman, no lo haria a través de un cambio en &l per
de acidos grasos sino a través de cambios en odrmgponentes de la membrana como
proteinas y/o carotenoides. De hecho, mientrasglia de hoy no se ha descrito que el factor
o® regule la actividad de las enzimas involucradak esintesis de acidos grasos ramificados
(que son los que aumentan al entrar las céluldasenestacionaria y los que mas cambian en
concentracion en funcion de la fase de crecimiesicde ha descrito que este faetaegula

la sintesis de carotenoides y de numerosas preteimanembrana (Bischoff et al., 2004;
Paneé-Farré et al., 2006).
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5. CONCLUSIONES

12, La utilizacion de menores temperaturas de &@odbh resulta en velocidades de
crecimiento microbiano mas lentas. Asi, el creamdede S. aureusNewman a 20 °C es
notablemente més lento que a 30, 37 y 42 °C.

22, Un incremento en el tiempo de incubacion coedéc un incremento en la
termorresistencia d8. aureusNewman. De este modo, las células en fase esta@ode
crecimiento poseen una mayor termorresistencialagpeélulas que se encuentran en fase

exponencial.

32. Conforme aumenta la temperatura de incubaaidnenta la termotolerancia de las células
de S. aureusNewman. No obstante, la magnitud de este efectsrigual para las células en
fase exponencial y estacionaria de crecimiento, Agsi el caso de las células en fase
exponencial, sOlo se observan ligeras diferencias resistencia entre las diferentes
temperaturas estudiadas. Por el contrario, ensal da las células en fase estacionaria, se
observan grandes diferencias en termorresistemtcia &s crecidas a 20 °C, y el resto, que

muestran un valddss hasta 2,2 veces mas elevado.

43 Al aumentar la temperatura de cultivo, disméendg proporcion de acidos grasos
ramificados e insaturados en la membrana citoplasandeS. aureusNewman, y aumenta la
de los saturados. Ademas, las células en fase@saa presentan una mayor proporcion de

acidos grasos ramificados que las células en fgsmencial.

52, No se puede establecer una relacion directa ¢éemorresistencia y composicion de
acidos grasos de membrana $Sle aureusNewman, aunque esta si que existiria si en la

comparacion solo se incluyesen células en la mfaseade crecimiento.

62. El factors® jugaria un importante papel en el desarrollo der@orresistencia en funcion
del tiempo y la temperatura de crecimientoSeraureusNewman. Ademas, si el factof
contribuye a incrementar la rigidez de la membi@mas células d8. aureudNewman, seria

a través de cambios en componentes de la memhoarmaparoteinas y/o carotenoides y no de

la composicion en acidos grasos.
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CONCLUSIONS

1%t The use of lower incubation temperatures resualdower microbial growth rates. Thus,
the growth ofS. aureusNewman at 20 °C is markedly slower than at 3Car&¥ 42 °C.

24 An increase in the incubation time leads to areéase in the thermoresistance Sof
aureus Newman. In this way, the cells in stationary phadegrowth have a greater

thermoresistance than those that are in exponetizsde.

39, As the incubation temperature increases, therbialerance o8. aureusNewman cells
increases. Nevertheless, the magnitude of thicteffenot the same for cells in exponential
and stationary phase of growth. Thereby, in the adscells in the exponential phase, only
slight differences in resistance are observed amiheg different temperatures studied.
Conversely, in the case of the cells in station@rgse, large differences in thermoresistance
are observed between those grown at 20 °C ancesitewhich show ®s4value up to 2,2

times higher.

4™ As the culture temperature increases, the primpodf branched and unsaturated fatty
acids in the cytoplasmic membrane of éireusNewmandecreases, and that of saturated
fatty acids increases. Moreover, cells in statigngihase display a higher proportion of

branched fatty acids than cells in exponential phas

5 It is not possible to establish a direct relagttip between thermoresistance and
membrane fatty acid composition 8f aureusNewman, although this relationship would

exist if only cells in the same growth phase wenapared.

6". Theo® factor would play an important part in the devel@minof thermoresistance as a
function of the growth time and temperatureSnaureusNewman. Furthermore, if the®
factor contributes to enhance the membrane rigidhitg. aureusNewman cells, it would be
through changes in membrane components such asn@aind/or carotenoids and not in fatty

acid composition.
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6. APORTACIONES EN MATERIA DE APRENDIZAJE

El Trabajo de Fin de Grado es una asignatura quieanseipuesto un gran reto, pero asimismo
opino que su realizacion me ha permitido, sin niegduda, adquirir una mayor madurez,

tanto en el ambito profesional como en el personal.

Por un lado, llevando a cabo este trabajo he caoid®gasentar de manera efectiva
conocimientos de diversas areas relacionadas imémi con la carrera de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos, y la Microbiologia. ehdds, he aprendido a realizar
experimentos con base cientifica, y posteriormemt@nalizar rigurosamente los datos
obtenidos en dichos experimentos. Para la repmesént grafica de los resultados,
modelizaciones y analisis estadistico, he empléad@mientas informaticas como GraphPad

Prism y GInaFiT, que antes eran desconocidas para m

Por otro lado, durante mi experiencia en el lalwi@the logrado mejorar notablemente
varias competencias que considero indispensabtaso cson la autonomia de trabajo,

organizacion, desenvoltura, y aprender a compglréspacio de trabajo con otras personas.

Cabe destacar asimismo que, tanto durante el petiadscurrido en el laboratorio, como a la
hora de redactar el informe, he aprendido a gemtiadecuadamente el tiempo de trabajo.
Esto se debe, en gran parte, a que se ha de consaegpaginar esta asignatura con el resto

de asignaturas de la carrera.

Finalmente, me gustaria mostrar mi mas sinceradagmaiento a todas aquellas personas que
me han ayudado a lo largo de este trabajo, espemét a mis directores, Pilar Mafas y
Guillermo Cebrian, por su paciencia, dedicaciépgya en todo momento.
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ANEXO

Tabla 1. Resultados (promedio + desviacion estandar) obtsree el analisis de &cidos gradesa membrana

citoplasmatica d&. aureusNewman en funcién de la fase de crecimiento yaderhperatura de incubacion.

FASE ESTACIONARIA FASE EXPONENCIAL
és\"s% 20°C(%) | 30°C(%) | 37°C(%) | 42°C(%) | 20°C(%) | 30°C(%) | 37°C(%) | 42°C (%)
10:0 - 0,0740,01 0,16%0,07 0,1810,00 0,8510,37 1,43+0,37 1,12+0,03 -
12:0 ; ; ; i ; ; 0,3240,45 ;
13:0iso 0,0540,07 0,1940,06 0,1840,01 - 0,47+0,04 0,2940,41 0,5940,18 -

14:0iso 0,64+0,16 | 4,75+0,68 | 6,61+0,60 | 11,53+1,52 | 3,11+0,40 4,68+0,28 | 5,63+0,10 | 12,16+0,16
14:0 0,14+0,01 | 0,40+0,06 | 0,45+0,01 | 1,80+0,22 0,97+0,23 2,78+0,20 | 3,42+0,05 | 2,94+0,13

15:1is0 G - - - 0,08+0,11 - - - -
15:0is0 | 6,88+1,17 | 10,20£1,97 | 9,73+1,06 | 5,330,66 | 15,45+0,47 | 13,68+0,29 | 11,34+0,28 | 6,09+0,06
a:tségo 50,02+3,18 | 42,26+2,81 | 40,49+0,46 | 30,1542,55 | 37,1741,25 | 32,99+1,24 | 30,09+1,41 | 27,86+2,59
15:0 - - - - - - - -
16:0iso | 1,32#0,01 | 3,09+0,01 | 3,69+0,23 | 8,41+0,42 | 2,49+0,14 | 2,40+0,13 | 2,71#0,06 | 6,77+0,08
16:0 1,7940,14 | 2,95+0,22 | 2,28+0,45 | 3,18+0,12 | 5,35+0,71 | 7,61+0,75 | 7,54+1,20 | 6,01+1,40
17:0iso | 6,71#0,52 | 3,00+0,01 | 2,61+0,18 | 1,310,00 | 4,04+0,70 | 2,150,15 | 1,51%0,01 -
a:ze:go 14,2142,86 | 6,26+1,81 | 6,22+0,81 | 4,20+0,13 | 5,34+0,74 | 3,21+0,11 | 2,50+0,09 | 2,34%0,13
17:0 0,22+0,04 | 0,630,05 | 0,53%0,04 | 0,92+0,01 | 1,27#0,04 | 0,96+0,04 | 0,97+0,06 -
18:0iso | 0,63%0,02 | 1,66+0,04 | 1,92+0,19 | 3,460,23 | 0,33+0,46 - 0,25+0,35 | 2,13%0,15
18:1w9¢c | 0,16x0,02 | 0,13+0,01 | 0,14+0,00 | 0,26+0,08 | 0,64+0,19 | 0,78+0,11 | 0,60+0,13 | 1,30%0,28
18:0 6,65+0,87 | 11,32#0,72 | 10,6741,42 | 12,65+1,92 | 12,22+0,31 | 16,76+1,51 | 18,04+1,85 | 17,88+3,10
19:0iso | 2,51#0,08 | 1,53+0,21 | 1,48+0,26 | 0,64+0,06 | 0,52+0,74 - - -
19:0 3,5240,81 | 2,04%0,54 | 2,11#0,09 | 2,49+0,50 | 0,27+0,37 - - -
anteiso

19:0 0,38+0,06 | 1,45+0,16 | 1,84%0,13 | 2,35%0,22 2,14+0,17 1,65+0,04 | 1,97+0,33 | 2,35+0,28
20:0iso 0,05+0,07 | 0,40+0,04 | 0,49+0,16 | 0,85%0,17 - - - -
20:0 4,15+0,42 | 7,72+1,05 | 8,45+0,56 | 10,26+2,06 | 7,41+0,07 8,69+1,36 | 11,47+0,49 | 12,20+1,65
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