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1. RESUMEN

Es conocido que la adhesion de bacterias a la mucosa intestinal facilita la internalizacion
de microorganismos patdogenos y el desarrollo de procesos patologicos en humanos. E. coli
0104:H4 se considera un serotipo hibrido que comparte factores de virulencia de los
patotipos de E. coli, del enterohemorragico (EHEC) y del enteroagregativo (EAEC). El
objetivo de este estudio fue analizar el efecto de los antimicrobianos naturales y sintéticos
(carvacrol, extracto de orégano, brasilina, extracto de palo de brasil, y rifaximina) sobre la
adhesion de EHEC, EAEC y el serotipo hibrido O104:H4 a las células HEp-2 y la expresion
de genes asociados involucrados en este proceso. Se utilizaron dos concentraciones de
antimicrobianos, que no afectaron el crecimiento (P <0.05) ni dafiaron las células
bacterianas. Se realizaron diferentes experimentos de adhesion para determinar si
concentraciones sub-letales de antimicrobianos: a) Actlian sobre las bacterias y células
HEp-2 b) Acttian s6lo sobre las bacterias, ¢) Actian solo sobre las células HEp-2, d) Separan
las bacterias previamente adheridas a las células HEp-2 o e¢) Modifican la capacidad
adherente de las bacterias tratadas, pero no adheridas previamente. La técnica de tincion de
Giemsa y la gqPCR nos permiti6é evaluar el patrén de adhesion y la expresion de genes,
respectivamente. Después de los ensayos de adhesion, demostramos que los
antimicrobianos afectaron solo a las bacterias; reduciendo <65% (P <0.05) la adhesion de
E. coli a las células HEp-2. El carvacrol alter6 el patron de adhesion agregativo en E. coli
0O104:H4 y el ensayo de expresion génica indico variaciones en la expresion de genes
relacionados con la adhesion aggR, pic, aap aggA y eae en E. coli y del estrés oxidativo
(SOD1, SO2, CAT y GPx) en células HEp-2. Las concentraciones sub-letales de
antimicrobianos inhibieron la adhesion de las cepas de E. coli a las lineas celulares y
alteraron el patron de adhesion agregativo debido a la modificacion en la expresion de genes

de virulencia asociados.



2. ABSTRACT.

It is known that the adhesion of bacteria to the intestinal mucosa facilitates the
internalization of pathogenic microorganisms and the development of pathological
processes in humans. E. coli 0104:H4 is considered a hybrid serotype sharing virulence
factors from enterohemorrhagic (EHEC), and enteroaggregative (EAEC) E. coli
pathotypes. The objective of this study was to analyze the effect of natural and synthetic
antimicrobials (carvacrol, oregano extract, brazilin, palo de brasil extract and, rifaximin) on
the adhesion of EHEC, EAEC and the hybrid serotype 0104:H4 to HEp-2 cells and the
expression of genes involved in this process. Two concentrations of antimicrobials, that did
not affect (P<0.05) growth or damage bacterial cells were used. Experiments were
conducted to determine if subinhibitory concentrations of antimicrobials inhibit adhesion
by a) Affecting bacteria and HEp-2 b) Affecting only bacteria, c) Affecting only HEp-2
cells, d) Detaching bacteria previously adhered to HEp-2 cells or €) Modifying the adherent
capacity of non-adhered treated bacteria. Giemsa stain and qPCR technique allowed us to
assess the adhesion pattern and gene expression respectively. Results demonstrated that
antimicrobials affected only bacteria; inhibiting <65 % (P<0.05) the efficiency of E. coli to
attach to HEp-2 cells. Carvacrol also altered the aggregative pattern of adhesion E. coli
0104:H4 on cells. The gene expression assay indicated variations in the expression of
adhesion-related genes aggR, pic, aap aggA and eae in E. coli and SOD1, SO2, CAT, and
GPx in HEp-2 cells. Subinhibitory concentrations of antimicrobials inhibit adhesion of E.
coli strains to cell lines and, alter the aggregative pattern of adhesion due to the modification

in the expression of associated virulence genes.



3. INTRODUCCION

Durante la primavera de 2011, se inici6 en Alemania un brote excepcionalmente
virulento causado por una cepa hibrida de E. coli serotipo O104: H4, resistente a multiples
farmacos que se dispersd rapidamente a otros paises provocando 2,987 casos de
gastroenteritis aguda, de los cuales 855 desarrollaron una complicacién grave conocida
como sindrome urémico hemolitico (SUH) y 56 muertes (Robert Koch-Institut, 2011). Las
apariciones adicionales de casos esporadicos de SUH en Francia debido a esta misma
bacteria, sugirieron que este patdgeno se habia establecido endémicamente en Europa y

muy probablemente en la poblacion humana (Navarro, 2015).

El serotipo O104:H4, es una cepa de E. coli enteroagregativa tipica (EAEC), que
adquirio el bacteriofago que codifica para la toxina Shiga (Stx) 2a de E. coli
enterohemorragica (EHEC, Johnson & Stell, 2000; Bielaszewska et al., 2006). Debido a
estas caracteristicas hibridas, se considera que pertenece a un nuevo patotipo: E. coli

enteroagregativa-hemorragica (EAHEC, Brzuszkiewicz et al., 2011).

Las cepas EAEC, incluido el serotipo O104:H4, se caracterizan por manifestar
fenotipicamente adherencia agregativa estandar (AA), que se define como la capacidad de
las bacterias para adherirse entre si en la superficie de células epiteliales como las HEp-2
(Jensen, 2014), presentando la apariencia de una estructura tipo ladrillos apilados seguido
de la sintesis de una capa de moco (Harrington, 2005). En contraste, EHEC es un subgrupo
del patotipo de E. coli que produce toxina Shiga (STEC), y que causa un amplio espectro
de enfermedades humanas que también incluyen el SUH (Mellmann et al., 2009), pero a
diferencia de EAEC las cepas de EHEC se adhieren a la mucosa intestinal mediante un

mecanismo de adherencia localizada (AL).

El SUH provocado a partir de la presencia de toxina Shiga en las células renales se
desarrolla en el 25% de los pacientes infectados con E. coli O104:H4, en contraste, con solo
el 2% por E. coli O157:H7, sugiriendo que en las infecciones causadas por la cepa hibrida
0104:H4 la Stx2a cruza la mucosa intestinal de manera mas eficiente y/o en mayores
cantidades, tal vez como consecuencia de la colonizacién simultanea en diferentes
segmentos intestinales, o debido a una mejor colonizacion del intestino que facilita la

absorcion sistémica de Stx2 debido a la mayor capacidad de adherencia de esta cepa a las



células epiteliales intestinales (Knutton, et al., 1989; Navarro, 2015); a pesar de que la
verdadera razon permanece sin identificar, se han considerado importantes algunos factores
como el sexo, la edad y las preferencias dietéticas que influyen en el desarrollo y la

gravedad de los sintomas (Piérard et al., 2012).

El consumo de alimentos contaminados, principalmente carne molida y productos
de ganado, son rutas de transmision regulares para EHEC (Callaway et al., 2010); mientras
que en el caso de EAEC los episodios estan relacionados con el consumo de alimentos, sin

embargo, no se ha implicado ningun vehiculo definido (Nataro, 2005).

Un hallazgo importante es la alta resistencia a los antibidticos (ampicilina,
trimetoprima, cefalosporinas y tetraciclina) presente en E. coli O104:H4 (Cahill et al.,
2017), razén por la cual el uso de antibidticos para tratar las infecciones por este
microorganismo es controvertido. Teéricamente, el tratamiento con antibidticos puede
conducir a una mayor toxicidad durante la fase prodrémica de la diarrea, debido a la
liberacion masiva de Stx por la muerte bacteriana (Menne et al., 2012). Sumado a esto, se
ha demostrado que las concentraciones sub-letales de algunos antibiéticos pueden estimular
el proceso de adhesion bacteriana (Olivares et al., 2017).

Debido a todo esto, la busqueda de compuestos efectivos contra E. coli 0104:H4 se
ha convertido en una necesidad real. Previamente en nuestro laboratorio se determind el
efecto de compuestos naturales en la produccion de factores de virulencia en este
microorganismo, como extractos de Lippia graveolens y Haematoxylon brassiletto y sus
compuestos mayoritarios, carvacrol y brasilina que modificaron la motilidad, formacion de
biopeliculas y la expresion de los genes relacionados (Garcia-Heredia et al., 2016). En este
estudio se investigaron los efectos de las concentraciones sub-letales de antimicrobianos
sobre la capacidad de adhesion de EHEC, EAEC vy el serotipo hibrido 0104:H4 a la linea
celular HEp-2.



4. ANTECEDENTES

4.1. Caracteristicas generales de E. coli.

Los diferentes patotipos de E. coli, incluyen organismos anaerobios facultativos, la
mayor parte de vida libre, y algunos son comensales de animales vertebrados e
invertebrados. Sin embargo, también pueden algunas cepas ser patogenas causantes de
enfermedad. El tamafio promedio de los bacilos es de 0.5 p de ancho por 3 p de largo, Gram
negativos, generalmente moviles (Muller et al., 2008), no esporulados, fermentadores de
glucosa y lactosa, catalasa positivos, oxidasa negativos y reducen nitratos a nitritos (Scheutz
etal., 2011).

Son bacterias mesdfilas, su temperatura Optima de crecimiento es de 37°C, con
rangos que van de 7°C, a 70°C. El pH y la actividad de agua (aw) 6ptimos son de 7.2 y 0.99
respectivamente, encontrandose los rangos de pH 3.8 a 9.5 y aw inferiores a 0.94. El amplio
rango de supervivencia a los factores medio ambientales, le permite estar presente en
diversos ambientes (Chekabab et al., 2016).

En el tracto gastrointestinal podemos encontrar a E. coli como parte de la microbiota
comensal (que abarca mas de 3 millones de genes y aproximadamente 10'* células
microbianas diferentes). Estudios epidemioldgicos moleculares han clasificado a las
diferentes cepas de E. coli en filogrupos: A, B1, B2, D y E. Los patotipos involucrados en
infecciones extraintestinales se han denominado EXPEC3 y los productores de Stx STEC.
Las cepas causantes de diarrea se han agrupado en seis tipos patdgenicos, cada uno definido
por su epidemiologia, patogénesis (Figura 1), clinica y tratamiento: EPEC enteropatgénica,
ETEC enterotoxigénica, EHEC enterohemorrdgica, EIEC enteroinvasiva, DAEC
adherencia difusa y EAEC enteroagregativa (Farfan et al., 2016), aunque se ha propuesto

también el patotipo EAHEC, enteroagregativo hemorréagico.
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Figura 1. Patotipos de E. coli causantes de diarrea. Fuente de la imagen Nataro & Kaper, 1998.

Como la mayoria de los patégenos de la mucosa intestinal, E. coli sigue una
estrategia de infeccion: adhesion, colonizacion del sitio mucoso, evasion de las defensas
del hospedero, multiplicacion y dafio al hospedero. La habilidad mas conservada dentro
de las cepas diarreicas de E. coli es la de colonizar la superficie de la mucosa intestinal a
pesar de la peristalsis y competencia por nutrientes a nivel intestinal (Nataro & Kaper,
1998).

4.2. Serotipo E. coli 0104:H4. Epidemiologia y prevalencia genética.
Epidemiologicamente el serogrupo EAEC, se ha implicado como agente
responsable de brotes de diarrea en diferentes partes del mundo, especificamente la diarrea
acuosa en viajeros. Se describe como un patégeno entérico emergente, teniendo reportes de
alta incidencia en Israel, Mongolia, India, Congo, Reino Unido y EUA. El principal brote
de SUH presentado en el afio 2011 fue causado por la cepa enteroagregativa O104:H4, el

cual se inicio en Europa central, principalmente en Alemania (Bilinski et al., 2012).



Los aislamientos de estos brotes, incluido el 2011C-3493, aislado de un paciente de
EUA, con antecedentes de viajes a Alemania, expresan la toxina Shiga 2 (stx2), que
generalmente se asocia con cepas enterohemorragicas (EHEC). Sin embargo, las cepas del
brote estan filogenéticamente relacionadas con E. coli enteroagregativa (EAEC). Las
caracteristicas hibridas de 0104:H4 indicaron que pertenecen a un nuevo linaje conocido
como E. coli hemorragica enteroagregativa (EHAEC). Las cepas aisladas del brote aleméan
y las de las infecciones esporadicas en Francia forman un clado separado (Clado 1) distinto
de los aislados O104:H4 enteroagregativos historicos, como la cepa 55989 recuperada de
Africa Central en 1995. EAHEC 0104:H4 también ha causado casos de SUH en la
Republica de Georgia donde se aislaron en 2009 las cepas 2009EL-2050 y 2009EL-
2071(Ahmed et al., 2012). El Gnico reservorio conocido de este serotipo lo constituyen los

seres humanos.

Las manifestaciones clinicas reportadas para este proceso infeccioso incluyen desde
diarreas autolimitadas que remiten en pocos dias, hasta patologias severas, como el SUH,
diarrea y orina con sangre. En el caso del sindrome urémico hemolitico, caracterizado por
la triada de insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica y trombocitopenia cuando se
asocia a diarrea en nifios generalmente tiene su origen en bacterias productoras de toxina
Shiga, principalmente del serotipo O157:H7, que utiliza como reservorio habitual a los
rumiantes. Las principales rutas de transmision incluyen la ingestion inadvertida de materia
fecal, por ejemplo, a través de alimentos/agua contaminados y por contacto con animales
de granja/humanos infectados (Richardson et al., 1998). En contraste, en adultos, el SHU
con diarrea prodrémica, que indica una causa infecciosa, es un evento raro. En el brote de
Alemania causado por E. coli 0104:H4, la mayoria de los pacientes con SUH eran adultos

(88%; mediana de edad, 42 afios) y principalmente mujeres (68%, Frank et al., 2011).

4.3. Importancia de la adhesion en los patotipos EHEC y EAEC.

El serotipo mas frecuente y virulento del patotipo EHEC es el O157:H7, seguido del
026:H11, ambos productores de dos potentes citotoxinas denominadas toxinas Shiga (Stx1
y Stx2), razén por la que se conocen como E. coli productora de toxina Shiga (STEC, por
sus siglas en inglés). En las cepas de EHEC se presenta un conjunto de factores de virulencia

muy bien caracterizados que codifican para el fenotipo de adherencia localizada (Figura 2),



para lo cual utiliza factores de virulencia codificados en la isla de patogenicidad LEE (del
inglés, locus for enterocyte attaching/effacing) representados en este caso por la adhesina
bacteriana intimina (gen eae), el receptor de intimina translocado (Tir) y el sistema de
secrecion tipo tres (T3SS) (Fedorchuk et al., 2019; Haack et al., 2003; McWilliams et al.,
2015).

Figura 2. Adherencia localizada de células de E. coli sobre células epiteliales HEp-2. Fuente de la
imagen Vidal, 2014.

Las cepas EAEC derivan su nombre por la forma de adherencia que presentan sobre
las células HEp-2 en cultivo. Esta adherencia se caracteriza por la formacién de agregados
bacterianos, con apariencia de ladrillos apilados ("stacked brick"”, Figura 3), observados
tanto sobre las células como en el fondo de la placa. Usualmente no se reconocen como
productoras de Stx, excepto la cepa O104:H4 hipervirulenta, la cual es atipica en muchos
aspectos, siendo hibrida de dos patotipos ya que presenta adherencia agregativa y produce
Stx del subtipo Stx2a, una combinacion de factores de virulencia poco frecuente. Este
serotipo hibrido es muy raramente aislado, solo se ha encontrado en humanos y a diferencia

de EHEC nunca se ha encontrado de animales.

Esta es una de las miles de cepas que emergen continuamente, cComo consecuencia
de la transferencia horizontal de genes (fagos, plasmidos y transposones) y la presién

selectiva ambiental (Casey et al., 2011).



Figura 3. Patrén de adherencia agregativa "ladrillo apilado" de E. coli 0104: H4 en células

epiteliales intestinales HCT-8. Fuente de la imagen Karch et al., 2012.

Sin embargo, consideramos importante mencionar que el serotipo E. coli 0104:H4
carece de los factores de virulencia que caracterizan a las cepas STEC, el mas importante
la isla de patogenicidad LEE que codifica distintos factores implicados en la patogenia
como describimos previamente, no estd presente en este serotipo. Utilizando métodos
genotipicos validados, los investigadores han demostrado que la cepa hibrida no es una
tipica STEC virulenta, sino un patotipo hibrido raro, que porta la codificacién mediada por

fagos para producir la Stx2a, pero con una base genética de EAEC (Scheutz et al., 2011).

Los principales factores genéticos de E. coli 0104:H4 (Figura 4), que contribuyen
a su capacidad de causar enfermedades son genes tipicos del patotipo EAEC tales como:
attA, aap, aggR, aggABCD vy, sepA que se encuentran en el plasmido pAA, y codifican a
los principales componentes responsables de la adherencia agregativa que son las fimbrias
de adherencia agregativas (FAA) y la dispersina (Mohamed et al., 2007). Se han descrito
otros factores de virulencia que aumentan su patogenicidad, siendo los méas reconocidos:
adhesinas, enterotoxina termoestable (EASTL1), toxina Pet y una proteina involucrada en la

colonizacion intestinal (Pic, Nunes et al., 2013 ; Navarro-Garcia, 2015).
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Figura 4. Caracteristicas hibridas de 0104:H4 y representacion esquematica del origen de los genes
asociados a factores de virulencia y resistencia a antibiéticos (EAEC/STEC). Fuente de la imagen

Navarro-Garcia, 2015.

4.4 Factores de E. coli 0104:H4 que promueven la colonizacion en el hospedero.

El incremento de la adherencia al epitelio intestinal humano del serotipo 0104:H4,
se encuentra mediado por adhesinas putativas tales como la fimbria de adherencia
agregativa | (AAF/1) y las adhesinas homdlogas (lha, Ross et al., 2015), las cuales facilitan
la absorcion de la Stx2 y explican la alta frecuencia de pacientes que desarrollan SUH
(Bielaszewska et al., 2011).

Aparentemente, la produccion de Stx en combinacion a un sistema de adhesion
alterno (enteroagregativo) le ha permitido a esta bacteria realzar su virulencia, un ejemplo
es la reduccion a 5 dias del tiempo medio entre el inicio de diarreas y el desarrollo de SUH,
mas corto que el periodo de 7-10 dias observado en E. coli 0157 (Karch et al., 2012).

En general, el mecanismo de patogénesis del serotipo O104:H4 es aun desconocido,
usando informacion de lo que ocurre en EAEC, se puede predecir que la bacteria se une a
la superficie intestinal e induce el incremento de la secrecion de moco. El exceso de moco
atrapa a las bacterias que se unen en la formacidn del fenotipo agregativo, para mejorar la
virulencia, persistir por periodos prolongados e iniciar la secrecion de enterotoxinas y
citotoxinas. La infeccion al final resulta en lesiones destructivas, acortamiento de
vellosidades, necrosis hemorragica y una leve respuesta inflamatoria con edema e

infiltracion mononuclear de la submucosa. Por ser esta bacteria capaz de producir
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biopeliculas in vivo, el mejor modo de prevenir y controlar la infeccion parece ser a nivel

de la adhesién y por consiguiente la colonizacion (Safadi et al., 2012).

Aunque estudios previos en cepas EAEC, demostraron que la colonizacion y la
formacion de “ladrillos apilados” es el resultado de la fimbria de adherencia agregativa |
(FAA/1) ubicada en el pldsmido pAA de 65-MDa, otras investigaciones cuestionan la
responsabilidad que tiene este factor durante la colonizacion, ya que un reporte demostrd
que la carencia de pAA, no afectd la colonizacion de E. coli 0104:H4 en conejos, sugiriendo
que otro factores pueden intervenir para colonizar el epitelio intestinal por parte de la
bacteria (Munera et al., 2014).

4.5. Toxina Shiga 2a. Factor de virulencia que desencadena la respuesta inmune.

Se conocen dos toxinas Shiga en E. coli, las Stx1 y Stx2, las cuales estan codificadas
en el genoma de profagos, (Rohde et al., 2011) presentandose 3 subtipos de Stx1 (a,c,d) y
siete de Stx2 (a, b, c, d, e, f, g). Todas estas Stx estdn compuestas por la subunidad A y B,
donde la A posee dos dominios proteinicos denominados Al y A2; en tanto que la B
consiste de cinco subunidades que forman un pentamero, cada una de ellas es capaz de
unirse a la globotriaosil ceramida (Gb3) que es el linatural de Stx1 y Stx2, aunque Stx2
puede unirse también a Gb4. La subunidad A de las Stx varia poco y las B poseen la misma
cadena polipeptidica que la toxina de Shigella dysenteriae (Blanco, 2012).

La union de las Stx con las células blanco exige su interaccién especifica con
receptores de la superficie celular. La expresion de los receptores Gb3, tanto en cantidad
como en tipo determina la susceptibilidad de los tejidos afectados. Se ha podido comprobar
que el butirato estimula la expresion de Gb3 y por ello el producido en el colon es absorbido
por los colonocitos y podria aumentar la susceptibilidad de los mismos a las Stx (Louise &
Obrig, 1995). La interaccion entre las toxinas Stx se realiza a traves de sus cadenas B, en
donde cada una posee tres sitios de fijacion a Gb3. Después de la fijacion, se produce la
invaginacion de la membrana plasmatica (Sandvig & Deurs et al., 2002) iniciando
transporte desde el endosoma al complejo de Golgi utilizando una seccién de la via
secretora llamada via retrograda (Figura 5, flechas moradas). La toxina alcanza el reticulo
endoplasmico (RE) donde se escinde y entonces la subunidad A ingresa al citoplasma y
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bloquea la sintesis de proteinas en el ribosoma, provocando la toxicidad (Figura 5; Karch
etal., 2012).

Figura 5. Modo de accion de la toxina Shiga. Fuente de la imagen Karch et al., 2012.

El SUH se desarrolla debido a que las células del endotelio glomerular en el rifién
son el blanco primario mas importante de las Stx. Estas células poseen mayor densidad de
receptores Gb3 por tanto las Stx se unen directamente a ellas, y cuya expresion esta
estimulada y favorecida por citoquinas liberadas por los monocitos activados durante la
infeccidn. Esta unién Stx-célula endotelial estimula la produccién de NFkB que a su vez
promueve la produccién de MCP-1, IL-8 y FKN (fractalina) que junto con moléculas de
adhesion favorecen el reclutamiento de los leucocitos y su fijacidn a las células endoteliales
(Obrig et al., 1993).

Por su parte Blanco en 2012 report6 que la capacidad enteroagregativa de la cepa
0104:H4 le ha permitido el desarrollo de mecanismos que estimulan mayor liberacion de

Stx2a; aunque la expresion de estos factores de virulencia son atipicos en muchos aspectos.

4.6. Resistencia a antibioticos. Potencial multiresistente de E. coli 0104:H4.
Una de las lecciones del brote ocurrido en Alemania del 2011, fue la capacidad de
especies como E. coli de generar nuevas combinaciones de genes que conducen a la

emergencia de cepas muy agresivas, que pueden ser resistentes a antibidticos (Touchon et
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al., 2009). La combinacion de adhesion mejorada, capacidad de supervivencia, produccion
de Stx2 y resistencia antibidtica ilustran la alta plasticidad genémica de esta cepa de E. coli

y ayuda a explicar la alta virulencia manifestada en los brotes que ocasiona (Figura 6).

La comparacion de los genotipos, fenotipos y filogenia de cepas E. coli 0104:H4
aisladas en 80 brotes, demuestra que es capaz de combinar mecanismos de virulencia, sin
embargo no fue posible conocer el momento en que la cepa adquirio el plasmido que
codifica para CTX-M-15, un fenotipo B-lactamasa de espectro extendido que le confiere la
multiresistencia que esta presente, en la cepa intercontinental O25b:H4-ST131 con la cual
comparte ademas el antigeno flagelar H4 (Wu, Hsueh, & Ko, 2011; Blanco, 2012). Este
plasmido estaba ausente en el aislamiento original del serotipo E. coli 0104 en el primer

brote que se presentd en 2001 (Mellmann et al., 2011).

En las cepas del brote de 2011 y los aislamientos posteriores recuperados de casos
esporadicos en Francia, se descubrio que eran resistente a multiples antibioticos, incluidas
cefalosporinas de tercera generacion (ceftiofur y ceftriaxona), ampicilina, estreptomicina,
trimetoprima, sulfametoxazol, tetraciclina y sulfisoxazol, limitando severamente las

opciones de tratamiento (Chowdhury et al., 2015)).

La isla de patogenicidad GI3, es un punto de acceso para eventos genéticos dentro
del genoma de 0104:H4, exclusivo del Clado 1 (Grad et al., 2013), se considera una region
importante porque se ha demostrado que es maévil. GI3 se dirige a un punto de acceso
gendémico ampliamente disperso que consiste en una secuencia objetivo de 23 pb vy, en
consecuencia, puede ser importante en la aparicion de futuros patégenos Multi Drogo
Resistentes (MDR) en las Enterobacteriaceae. Ademas, alberga un complejo loci de genes
de resistencia a antibioticos (CRL) gque contiene genes que codifican para resistencia a la
ampicilina (blaTEM-1), estreptomicina (strAB), sulfisoxazol (sull y sul2), tetraciclina
(tetA A) y trimetoprima (dfrA7; Chowdhury et al., 2015).

Chattaway y colaboradores (2011) describieron la aparicion de la cepa EAHEC
0104:H4 como un nuevo desafio, principalmente por sus caracteristicas de multiresistencia
y la contraindicacion en el uso de antibioticos en las infecciones causadas por cepas
productoras de Stx, ya que el antibidtico puede inducir a la cepa a producir una mayor

cantidad de la toxina, aumentando el riesgo de complicaciones como el SUH.
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Los niveles de antimicrobianos requeridos para la inhibicion de la replicacion
bacteriana, generalmente inducen una respuesta al estrés en el microorganismo cuyo efecto
provoca la produccion del fago y la expresion del gen stx; por lo cual el tratamiento
antibiotico en las infecciones causadas por cepas STEC esta generalmente contraindicado
(Kimmitt et al., 2000).

EHEC

'} Fimbriae
Antibiotic : pAA plasmid
resistance: stx-phage

(e.g. ampicillin,
cefuroxime,
streptomycin,
nalidixic acid,
tetracyclin)

Aggregative
(Stacked-brick
pattern)

Release of
shiga-toxin

Aggregative adherence
fimbriae (AFF) helped
bacteria to stick to
intestinal cells

Figura 6. Patron de adhesion de ladrillos apilados de E. coli 0104:H4, donde se observa factores de
alta virulencia: Stx2; plasmido pAA y resistencia a los antibioticos. Fuente de la imagen Soon et
al., 2012.

4.7. Impacto de los compuestos naturales en la eficiencia de adhesién de E. coli.
Teniendo en cuenta la dificultad para el tratamiento de la infeccién producida por
E. coli 0104:H4 y sumado a que son cada vez mas los consumidores que prefieren
productos naturales, organicos o minimamente procesados sin que se comprometa la
inocuidad de los alimentos, se ha dirigido la atencién a alternativas de control como
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productos naturales con cualidades medicinales y de conservacion a fin de extender la vida
util y prevenir el deterioro microbiol6gico de alimentos (Rabin, 2014). Sin embargo, aunque
muchas de las propiedades antimicrobianas de las plantas, estan fuertemente fundamentadas
por distintas investigaciones en los campos clinicos y de alimentos por su efecto en
bacterias, se conoce poco sobre los mecanismos de accion de estos compuestos naturales
en concentraciones subletales (sub-CMB).

La actividad de los antimicrobianos naturales sobre la capacidad de adhesion de E.
coli ha sido estudiada en diferentes patotipos, pero en E. coli O104:H4 hay muy poca
informacion, es por eso que nuestro laboratorio destina recursos para aportar informacion
relevante sobre la fisiologia de este serotipo en presencia de concentraciones sub-CMB de

antimicrobianos.

En el estudio que constituye el punto de partida de la presente investigacion, se
determind el efecto de plantas y sus principios activos en el crecimiento, motilidad
swarming, formacion de biopelicula y expresion de genes de virulencia de EHEC O157:H7,
EAEC E. coli 042 y EAHEC 0104:H4. Una alta variabilidad en la motilidad swarming y
el indice de formacion de biopeliculas fue observada dentro de las tres cepas analizadas
cuando se expusieron a concentraciones sub-CMB de extracto de orégano, y carvacrol,
extracto de H. brasiletto y brasilina y el antibiotico rifaximina, utilizado como altimo
recurso terapedtico en el brote de Alemania en 2011 en pacientes gravemente afectados. La
expresion de los genes evaluados en estas cepas de E. coli (pic, aggR, stx and rpoS) fueron
influenciados (P<0.05) por los extractos/compuestos en su expresion (Garcia-Heredia et al.,
2016).

Nuestra intencion con la presente investigacidbn es aportar avances que
complementen el conocimiento sobre el serotipo hipervirulento O104:H4, y la posible
inhibicidn de la expresion de algunos de los factores de virulencia relacionados a adhesion
a partir de la aplicacion de compuestos naturales, utilizando como patrones comparativos
cepas de los patotipos EHEC y EAEC.

4.8. Actividad in vitro de compuestos naturales sobre la adhesién de microorganismos.
Existen trabajos en donde se ha evaluado el efecto de productos naturales en la

adhesion; Taylor y colaboradores (2011) evaluaron la capacidad del timol (que junto al
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carvacrol son principios activos del extracto de orégano) para inhibir la adhesion de E. coli
a células del epitelio vaginal humano, quedando demostrado que concentraciones de 0.5 a
0.03 de la CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) determinada redujeron la adhesién
bacteriana, ademas las bacterias disminuyeron la capacidad hemaglutinante, lo cual esta

correlacionado con la formacion de fimbrias.

Burt y colaboradores (2007) investigaron el efecto de concentraciones subletales de
carvacrol y p-cymene en la sintesis de proteinas en E. coli O157:H7 ATCC 43895; el
carvacrol a 1 mM provoco la reduccion en la produccién de proteinas de choque térmico de
60 kDa (HSP60) e inhibio la sintesis de flagelina, provocando con esto la produccion de
células aflageladas y por tanto no mdviles, sugiriendo que la capacidad adherente de la

bacteria debid afectarse o ser nula.

El uso de concentraciones sub-letales de carvacrol en Salmonella Typhimurium
inhibié completamente la motilidad bacteriana. Aunque la adhesion de Salmonella a IPEC-
J2 (células epiteliales intestinales porcinas) no se vié afectada, la invasion fue reducida
significativamente (Inamuco et al., 2012). También Stratakos y colaboradores (2017)
investigaron el efecto de este compuesto contra E. coli 0157, 026, 045, 0103, O111,
0121, 0145y 0104 en la permeabilidad de la membrana, la integridad de la membrana y
los niveles intracelulares de ATP. Estos investigadores demostraron el efecto inhibitorio
del carvacrol sobre la adhesion a las células HCT-8. En 7 de los 8 serotipos de STEC
evaluados, el carvacrol interfirié con el proceso de colonizacion y redujo la adherencia,
sugiriendo que el producto ofrece de forma colateral proteccion contra la Stx, aunque en

general este compuesto fue un potente antibacteriano.

Heredia y colaboradores (2005), demostraron el efecto del extracto etanolico de
Haematoxylon brasiletto sobre el crecimiento, produccion de verotoxina y adhesion de E.
coli O157:H7 a células HeLa. La inhibicion en la formacion de verotoxinas fue detectada a
1, 2 'y 3 mg/ml. Pre-exponiendo la bacteria y las células HeLa a varias concentraciones de
extractos, se afecto la adhesion de EHEC a la linea celular y la purificacion parcial de la
fraccion activa del extracto sugirié que compuestos polifenélicos pueden jugar un papel

importante en la actividad antimicrobiana que mostro este extracto.
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La rifaximina, antibidtico poco absorbible derivado de la rifampicina, es eficaz de
inhibir la sintesis de ARN bacteriano y se ha identificado tradicionalmente como un
antibiotico bactericida de amplio espectro contra muchos patdégenos entéricos que causan
diarrea infecciosa, incluyendo Aeromonas, Campylobacter, Clostridium, EAEC, ETEC,
EHEC, EIEC, Plesiomonas shigelloides, Salmonela, Shigella spp, (incluidas S. dysenteriae,
S. flexneri, S. sonnei), Serratia spp. y Vibrio spp. (Dupont, 2016).

Dogan y colaboradores (2018) determinaron el efecto de la rifaximina en la adhesién
e invasion de EIEC a las células epiteliales Caco-2, T84 y HCT116. La rifaximina
disminuyé la adhesion e invasion en 5 de las 6 EIEC estudiadas, en al menos una linea
celular epitelial. Sin embargo, cuando trataron solamente a las células epiteliales T84 con
rifaximina en el ensayo de adhesion, el antibidtico no tuvo ningln efecto sobre la capacidad

adherente de E. coli.

Nuestra intencion con la presente investigacidbn es aportar avances que
complementen el conocimiento sobre el serotipo hipervirulento 0104:H4, y la posible
inhibicidn de la expresion de algunos de los factores de virulencia relacionados a adhesion
a partir de la aplicacion de compuestos naturales, utilizando como patrones comparativos
cepas de los patotipos EHEC y EAEC.

17



5. JUSTIFICACION

Las enfermedades causadas por el consumo de alimentos contaminados tienen un
alto impacto econémico y en la salud publica. La contaminacion de alimentos por
microorganismos como E. coli son cominmente reportadas, no obstante, algunos patdgenos
como el serotipo O104:H4 pueden adaptarse, sobrevivir y crecer en un amplio rango de
condiciones ambientales, causando patologias con considerables tasas de hospitalizacion y
mortalidad. Se sabe que le primer paso para el desarrollo de procesos patolégicos por estos
microorganismos es la adhesion de la bacteria al epitelio intestinal, constituyendo esta un
area de oportunidad para la busqueda de compuestos que puedan afectar estos procesos y
asi evitar el desarrollo de procesos patogénicos.

La presente investigacion, tiene su justificacién en que son pocos los estudios
realizados al serotipo hibrido O104:H4, sobre la aplicacion de antimicrobianos naturales en
dosis sub-inhibitorias, y el efecto en su actividad genotipica y fenotipica. Los compuestos
naturales tienen una tendencia social de incrementar su uso como preservativos de
alimentos, en detrimento de los productos quimicos que pueden ser toxicos acumulativos
que dafian la salud. Adicionalmente, existe contraindicacion en el uso de antibi6ticos
convencionales en el tratamiento de infecciones por E. coli productoras de Stx, por lo que

es de gran interés la busqueda de alternativas terapéuticas.

Por otro lado, la prohibicion europea del uso de antibi6ticos como promotores del
crecimiento en animales ha aumentado la busqueda de nuevas alternativas para prevenir las
enfermedades microbianas intestinales en animales y estimular el crecimiento siendo un

incentivo para investigar en esta linea de trabajo.

Por todo lo anteriormente planteado propusimos como objetivo de la presente
investigacion, determinar genotipica y fenotipicamente la accion de antimicrobianos
naturales en la capacidad de adhesion de EHEC, EAEC y E. coli 0104:H4 a la linea celular
HEp-2.
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6. HIPOTESIS
Varios compuestos naturales afectan la actividad fenotipica y la expresion
genotipica de factores de virulencia relacionados con la adhesion de cepas de E. coli

enterohemorragica, enteroagregativa y del serotipo hibrido O104:H4.
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7. OBJETIVOS

General
Determinar fenotipica y genotipicamente la accion de antimicrobianos naturales en
la capacidad de adhesion de E. coli enterohemorragica, enteroagregativa y del serotipo
hibrido 0104:H4 a la linea celular HEp-2.

Especificos
1) Determinar concentraciones sub-CMB de antimicrobianos naturales en los 3

serotipos de E. coli y su efecto en celulas HEp-2.

2) Establecer el efecto de concentraciones sub-CMB de antimicrobianos naturales

en la capacidad de adhesién de 3 serotipos de E. coli a la linea celular HEp-2.

3) Medir la actividad de antimicrobianos naturales sobre la expresion de genes
bacterianos relacionados con el proceso de adhesion: aggR, aggA, aap, pic y eae en E. coli
y genes relacionados a estres oxidativo SOD1, SOD2, CAT y GPx en la linea celular HEp-
2.

4) Evaluar el efecto de compuestos naturales en la inhibicion de la actividad del
plasmido de adherencia agregativa (pAA) de E. coli O104:H4 y su participacion en la
agregacion bacteriana, determinando posibles mecanismos de accion de los compuestos

naturales que mostraron actividad.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Bacterias y condiciones de cultivo.

EAHEC, serotipo 0104:H4 fue adquirida comercialmente de la Universidad Estatal
de Pennsylvania, EUA. La cepa EAEC serotipo 042 (aislada en Chile) fue amablemente
donada por el Dr. Fernando Navarro, CINVESTAV-México y el serotipo EHEC O157: H7
(ATCC 43894) por la Dra. Lynn McLasborougth (Departamento de Ciencia de Alimentos,
Universidad de Massachusetts, Amherst MA, EUA). Las cepas se mantuvieron a -80 °C en
caldo infusion Cerebro-Corazon (ICC, Bioxon, BD de México) con 20% de glicerol
(Sigma-Aldrich, México). Los cultivos activos se prepararon transfiriendo una alicuota a
tubos que contenian 16 ml de agar ICC e incubados durante 48 h/37°C. Los tubos se
almacenaron a 4°C durante no méas de 8 semanas. Para los ensayos, se transfirié una alicuota
a tubos con 5 ml de caldo Mueller Hinton (MH, Difco, Maryland, EUA) o medio esencial
minimo de Eagle (MEM, ATCC® 30-2003 ™, Virginia, EUA) y se incub6 durante la noche
a 37°C.

8.2. Antimicrobianos

Las hojas de orégano (Lippia berlandieri Schauer) y la corteza de palo de brasil (Hb,
Haematoxylon brassiletto Karsten) se obtuvieron de mercados locales y fueron
identificadas por el Dr. Marco A. Guzman (Departamento de Botanica, Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, San Nicolds, N.L., México). Los extractos etandlicos se
prepararon mezclando 100 g del material molido y seco con 500 ml de etanol al 96% (CTR,
México). Los extractos se maceraron a temperatura ambiente durante 24 h, se filtraron a
través de papel Whatman No. 1y la fraccion liquida se colocé sobre platos de vidrio hasta
la evaporacion completa del etanol (48-72 h, Garcia-Heredia et al., 2016). Los extractos
Secos se rasparon y se resuspendieron con etanol al 96% y se mantuvieron a 4°C en matraces
ambar durante un periodo no mayor a 12 semanas. Se uso una alicuota para determinar el

peso seco.

El carvacrol (Sigma-Aldrich, México) compuesto mayoritario del extracto de
orégano vy la brasilina (MP Biomedicals, California, EUA), compuesto mayoritario del

extracto de palo de brasil, se disolvieron en solucion de Tween 0.05% (v/v) y agua,
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respectivamente Los compuestos comerciales y las soluciones madre se mantuvieron a 4°C

en matraces ambar, estas Gltimas por un periodo no mayor a 2 semanas.

La rifaximina (Cs3Hs:N3O11, Sigma-Aldrich, México) que fue la primera eleccion
utilizada durante el brote 0104: H4 del 2011 (Bielaszewska et al., 2011) se disolvié en
etanol al 96% y se mantuvo a 4°C en matraces ambar durante no mas de 12 semanas. En
todos los casos los antimicrobianos se prepararon las soluciones de trabajo al comienzo de

cada experimento.

8.3. Concentracién minima bactericida (CMB)

La determinacion de la CMB, se realiz6 de acuerdo con el procedimiento de
microdilucion en placa (Garcia-Heredia et al., 2016). Se utilizaron placas de 96 pocillos
(Corning, NY, EUA), donde en cada pocillo se afiadié 100 ul de caldo MH2x, 20 pul de un
cultivo de E. coli ajustado a 2 x 10" UFC/ml y 80 ul de los antimicrobianos a diferentes
concentraciones (0.03, 0.06, 0.12, 0.5, 1, 2 y 4% [v/v]), para obtener un volumen final de
200 pl. El control positivo consistio en caldo MH y cultivo bacteriano sin adicion de
antimicrobianos, mientras que el control negativo contenia solamente caldo MH. Después
de incubar 24h a 37°C, la CMB se determind tomando 10 ul de cada pocillo e inoculandolo
por puntos sobre agar MH. Después de incubar por 24h / 37°C se consideré como CMB la

concentracién minima en la cual no se observd crecimiento microbiano.

En un estudio previo realizado por nuestro grupo, la CMB de todos los
antimicrobianos se determind mediante el método estdndar de microdilucion en caldo.
(Garcia-Heredia et al., 2016). En este estudio, se volvié a comprobar la CMB siguiendo el
mismo método descrito anteriormente. Se detectaron pequefias variaciones, y los datos

obtenidos en este estudio se usaron como base para los siguientes ensayos.

8.4. Linea celular.

Se adquirio la linea celular de carcinoma de cuello uterino humano HEp-2 (ATCC®
CCL-23™, Virginia, EUA) y se mantuvo en nitrégeno liquido. Las células se activaron
transfiriendo una alicuota a placas de cultivo de tejido de 25 cm? (Corning, NY, EUA) que
contenia 3 ml de medio esencial minimo de Eagle (MEM, ATCC®, Virginia, EUA)

suplementado (MEMsup) con 1% de aminoacidos no esenciales, 1% de penicilina-
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estreptomicina (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) y 10% de suero fetal bovino
(Corning, NY, EUA) e incubados a 37°C en 5% de CO; (Steri-Cycle, Thermo Scientific,
Massachusetts, EUA.). En este trabajo se utilizaron las células entre los pasajes 7 a 30.

Todos los experimentos se realizaron con MEM sin suplementos.

8.5. Efecto de los antimicrobianos en la viabilidad de E. coli y las células HEp-2.

a) Bacteria

Una vez que se determind la CMB, se establecié el efecto de concentraciones
subinhibitorias (sub-CMB) de los antimicrobianos sobre el crecimiento bacteriano. Las
bacterias se inocularon (2 ml, 2 x 10° UFC/ml) en tubos con 18 ml de caldo MH o MEM
con diferentes concentraciones de los antimicrobianos. Los cultivos se incubaron a 37°C
con agitacion (150 rpm, MaxQ Mini 4450, Thermo Scientific, Massachusetts, EUA)
durante 12 h. Cada 2 h, se tom¢ una alicuota de muestra y se enumeraron las bacterias en
agar MH. Los controles utilizados incluyeron bacterias cultivadas en caldo MH y MEM con
agua en lugar de antimicrobianos, y medios con antimicrobianos sin bacterias. Se midio,
ademas, el pH de los medios con antimicrobianos (Hanna HI19023; Hanna Instruments,

Limena, Italia).

El dafio bacteriano por efecto de los antimicrobianos se determind evaluando la
integridad de la membrana por citometria de flujo (Attune®, Applied Biosystems, Thermo
Scientific, Massachusetts, EUA). Para esto, las bacterias se cultivaron durante la noche, se
ajustaron a 5x108 UFC/ml y se expusieron a concentraciones sub-CMB de los compuestos
durante 1 y 4 h (tiempos de exposicién utilizados para ensayos de adhesién) y fueron
incubados a 37°C con agitacion (150 rpm). El dafio bacteriano de las bacterias se analizo6
con el kit LIVE/DEAD (Invitrogen, 2004, Thermo Scientific, Massachusetts, EUA),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La fluorescencia de las bacterias se midi6 a
los maximos de excitacion/emision de 535/617 nm usando el detector Blue Laser 3 (BL3).

Todos los experimentos fueron evaluados con 30,000 eventos.

b) Linea celular HEp-2
La viabilidad de las células HEp-2 por efecto de la exposicion a los antimicrobianos se
probé mediante ensayos con MTT como describi6 Mosmann (1983), con algunas

modificaciones. Brevemente, las células se sembraron (1x10* células/pozo) en placas de 96
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pocillos que contenian 200 pl de medio MEMsup, y se incubaron a 37°C y 5% de CO> hasta
alcanzar el 90% de confluencia, después de~3-5 dias se elimind el medio y se afiadieron
200 ul de medio nuevo que contenia concentraciones sub-CMB de los antimicrobianos, las
placas se incubaron durante 4, 12 y 24 h. En cada tiempo de incubacion, se observo la
morfologia celular con un microscopio invertido (40X Olympus CK40, Tokio, Japon).
Posterior a la incubacion se aspiraron los sobrenadantes y se anadio a cada pocillo 90 pl de
medio RPMI-1640, sin rojo fenol (Sigma-Aldrich, México) y 10 pl de bromuro de tetrazolio
a 5 mg/ml (Sigma-Aldrich, México). Despues de 3 h de incubacion, se retiro el reactivo y
se afiadieron 100 pl de isopropanol (Sigma-Aldrich, México) con HCI 0.04 N, para lograr
la solubilizacién de formazan. La Absorbancia se leyd a 570 nm en un espectrofotometro
de microplaca (Epoch 2, BioTek Instruments, Winooski, Vermont, EUA) y la viabilidad de

calculo con la siguiente formula:

% de viabilidad = DO de células control / DO de células tratadas * 100

8.6. Efecto de los antimicrobianos en la adhesion de E. coli a las células HEp-2.

En este estudio, se analiz6 el efecto de los antimicrobianos sobre la capacidad de
adhesion de bacterias y/o células HEp-2 siguiendo el protocolo establecido por Cravioto y
colaboradores (1979), con modificaciones. Las monocapas de células HEp-2 cultivadas
hasta el 90% de confluencia en placas de 25 cm? con MEMsup, se dispersaron con 0.5 ml
de tripsina (0.25% p/v, Sigma-Aldrich, México), y se contaron en cdmara Neubauer (Vela
Quin, México) y se ajustaron con MEMsup. Para los ensayos de adherencia, se colocaron
alicuotas de 2x10° células en placas de 24 pocillos. Las células se incubaron a 37°C en 5%
de CO: hasta confluencia. EI medio de cultivo se cambid cuando hubo variacion de color
(indicador de pH rojo fenol). Se realizaron diferentes ensayos para tratar de dilucidar el

efecto de los antimicrobianos:

a)_Los antimicrobianos acttan principalmente sobre las bacterias, pero también sobre

la linea celular, aunque en menor grado: este experimento se realizo para determinar si las

concentraciones sub-CMB de antimicrobianos afectaron la capacidad de union de E. coli y
de la linea celular HEp-2. En este caso, se inoculd una alicuota de E. coli en 5 ml de MEM,
y se incubd durante la noche a 37°C. Los cultivos se ajustaron a 5x10" UFC/ml en MEM

(As00=0.065) y se agregaron concentraciones sub-CMB de antimicrobianos. Después de

24



1 ha37°C a 150 rpm, 200 pl (que contenian bacterias y antimicrobianos) fueron inoculados
(proporcion 100:1 bacterias:células HEp-2) a células HEp-2 en confluencia (cultivadas en
placas de 24 pozos y lavadas dos veces con amortiguador de fosfato salino [PBS] 0.01 M,
pH 7.4). Después de la incubacion a 37°C en 5% de CO> durante 3 h, las placas se lavaron

para eliminar las bacterias no unidas.

El nimero de bacterias adheridas se determind mediante la adicion de 200 pl de
solucion de desoxicolato de sodio al 0.5% (Sigma-Aldrich, México) para separar las
bacterias de las células eucarioticas. Se hicieron diluciones seriadas de la suspension
bacteriana, se colocaron sobre placas con agar MH y se contaron después de una incubacion
de 48 h a 37°C. El patron de adherencia se determind mediante tincion con GIEMSA y se
recogié una muestra para ensayos de expresion génica en bacterias adheridas y también en

las no adheridas (Figura 7).

El patrén de adhesion de las bacterias adheridas del serotipo 0104.H4, se evalud
ademas por tincion de Giemsa, donde los portaobjetos fijado con Metanol por 20 min
(Jalmek Cientifica, México) se tifieron con solucién de Giemsa (Sigma-Aldrich, México)
recién diluida a 1/10 durante 30 min a temperatura ambiente, luego se lavé con agua
destilada para eliminar los restos de colorante, se escurrio y se seco al aire.

Los portaobjetos tefiidos se examinaron con una lente de inmersién en aceite 40x
usando un microscopio de contraste de fase trinocular (Amscope, EUA). Se contaron los
portaobjetos tefiidos con Giemsa, utilizando el mismo aumento, pero con luz blanca
transmitida y un filtro azul. Se realiz6 el conteo del numero de bacterias y agregados

bacterianos en un total de 40 campos utilizando cuadricula ocular (Collins et al., 1980).
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Figura 7. Disefio experimental para determinar si concentraciones sub-CMB de
antimicrobianos, afectan la capacidad de union de E. coli y en menor grado de células Hep-
2.

b) Los antimicrobianos actdan unicamente sobre las bacterias para inhibir su

adhesion a la linea celular HEp-2: este experimento se realiz6 para determinar si las

concentraciones sub-CMB de antimicrobianos afectaron la capacidad de E. coli para unirse
a las células HEp-2. Se inoculé una alicuota de E. coli en 5 ml de MH o0 MEM, y se incub6
durante la noche a 37°C. Los cultivos se ajustaron a 5x10” UFC/ml en caldo MH 0 MEM y
se agregaron concentraciones sub-CMB de antimicrobianos. Después de 1h a 37°C con
agitacion (150 rpm), los cultivos se centrifugaron a 2,700 x g durante 10 min a temperatura
ambiente. Las bacterias se lavaron dos veces con PBS y se ajustaron a 2x108 UFC/mI (Asoo
=0.085) en MEM sin suplementos. Se afiadieron 200 pl a placas de 24 pozos que contenian
células HEp-2 confluentes en una proporcién de 100:1 (bacterias:células HEp-2). Después
de la incubacion a 37°C en 5% de CO> durante 3 h, las placas se lavaron para eliminar las
bacterias no unidas. Se determind el nimero de bacterias adheridas como se describid

anteriormente (Figura 8).
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Figura 8. Disefio experimental para determinar si concentraciones sub-CMB de antimicrobianos,

afectan la capacidad Unicamente de E. coli para unirse las células HEp-2.

c) Los antimicrobianos actdan Unicamente sobre las células HEp-2 para inhibir su

adhesion a las células bacterianas: este experimento se realizO para determinar si las

concentraciones sub-CMB de antimicrobianos afectaron la capacidad de las células HEp-2
para unirse a E. coli. En este caso, las células HEp-2 cultivadas en placas de 24 pozos a una
confluencia del 90% se lavaron dos veces con PBS y se afiadieron 200 pl de MEM que
contenia concentraciones sub-MBC de los antimicrobianos. Después de 1 h a 37°C en 5%
de CO, se aspird el medio y se afiadieron 200 pl de cultivos bacterianos (2x108 UFC/ml)
cultivados en MEM (proporcion 100:1 bacterias:células HEp-2). Después de la incubacion
a37°C en 5% de CO- durante 3 h, las placas se lavaron para eliminar las bacterias no unidas,
y el numero de bacterias adheridas se determind como se describié anteriormente (Figura
9).
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Figura 9. Disefio experimental para determinar si concentraciones sub-CMB de antimicrobianos

afectan la capacidad de las células HEp-2 para permitir la unién de E. coli.

d) Los antimicrobianos pueden separar a las bacterias adheridas a células HEp-2:

este experimento se realiz6 para determinar si las concentraciones sub-CMB de
antimicrobianos pueden alterar la unién de E. coli-HEp-2. En este caso, se inocularon placas
qgue contenian células HEp-2 confluentes, con bacterias ajustadas en MEM como se
describié previamente (proporcion 100:1 bacterias:células HEp-2). Después de la
incubacion a 37°C en 5% de CO> durante 1 h (para permitir la unién de las bacterias con la
linea celular), se agregaron 200 pl de concentraciones sub-CMB de los antimicrobianos
(resuspendidos en MEM), y se incubaron a 37°C en 5% CO- por 3 h. Las placas se lavaron
para eliminar las bacterias no unidas, y el nimero de bacterias adheridas se determind como

se describid anteriormente (Figura 10).
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Figura 10. Disefio experimental para determinar si las concentraciones sub-CMB de

antimicrobianos pueden separar a células de E. coli previamente adheridas a células HEp-2.

e) Las bacterias no adheridas expuestas a antimicrobianos pueden mantener

memoria de no-adhesidn: este experimento se realizd para determinar si las bacterias que

no se adhirieron a las células HEp-2 pero que fueron expuestas a concentraciones sub-CMB
de antimicrobianos podian mantener la memoria de no-adhesién hacia HEp-2. En este caso,
las bacterias no adheridas del experimento a), se aspiraron, se lavaron con PBS dos veces y
se ajustaron (2x108 UFC/ml) con MEM, y fueron agregadas (200 pl) a células HEp-2
confluentes (proporcion 100: 1; bacterias: células HEp-2). Después de la incubacion a 37°C
en 5% de CO; durante 3 h, se aspird el sobrenadante que contenia las bacterias no unidas,
repitiendo la misma prueba de adhesion en 3 ocasiones. La capacidad de adhesion de E.
coli, se determin0 haciendo la cuenta de las bacterias adheridas en cada ocasion tal como
se describié anteriormente. Se recolectaron células no adheridas en cada ensayo y se

almacenaron para realizarles los ensayos de expresion génica (Figura 11).
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Figura 11. Disefio experimental para determinar si células de E. coli previamente expuestas
a antimicrobianos, pero no unidas a células HEp-2 pueden conservar la memoria de

inhibicién de la adhesién.

8.9. Andlisis de expresion génica.

La expresion los genes: eae (intimina, expresada por EHEC), aggR, aap, aggA y pic
(activador transcripcional putativo, dispersina, proteina principal FAA y proteasa secretada,
expresadas por EHAEC y EAEC, Tabla 1) se determind de las bacterias unidas y no unidas
del experimento a) que se expusieron a rifaximina, carvacrol y extracto de orégano.
También se evalud la expresion genética de enzimas relacionadas con el estrés oxidativo en

la linea celular HEp-2 procedentes del mismo experimento.
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Tabla 1. Genes y cebadores utilizados para detectar la expresion de genes de virulencia de cepas de

E. coliy la expresion de genes de estrés oxidativo en células HEp-2, después del ensayo de adhesion.

Gen Serotipo de E. Proceso fisioldgico Cebador u oligonucleétido Tamafio Referencia
coliy linea involucrado b
y secuencia (5°-3") (pb)
celular
16S 0104:H4 16S RNA ribosomal _F CGATGCAACGCGAAG 178 Safadi et al.
rRNA I 2012)
0157:H7 (gen constitutivo) _R CCGGACCGCTGGCAA
042 Chile
aggR  0104:H4 Activador _FTTCCGATAAGGTCAGAAACACA 169 Safadi et al.
. transcripcional aggR 2012)
042 Chile _RTGCTGCTTTGCTCATTCTTG
pic 0104:H4 SPATE _FCCTGACAGAGGACACGTTCA 147 Safadi et al.
2012
042 Chile _RTCAACCCCTGTTCTTCCAAC )
aggA  0104:H4 Proteina principal F CAAACAACTCAGACAATCCGCC 206 Este estudio
042 Chile FAA R_AATCAACTGCAGCATGGAGTAT
aap 0104:H4 Dispersina F AAGTTTGTTATCTTTTCTGGCAT 131 Este estudio
042 Chile R_CCCATTCGGTTAGAGCACTATA
stx 0104:H4 Shiga toxina 2a F_GAAGATGTTTATGGCGGT 115 Safadi et
al,. 2012)
0O157:H7 R_CACTGTAAATGTGTCATC
eae 0157:H7 Intimina (adhesina) F_CATTATGGAACGGCA 375 Este estudio
R_ACGGATATCGAAGCC
RPS18 HEp-2 18S RNA ribosomal F TGTGGTGTTGAGGAAAGCAG 252 ( Fillebeen
e tituti
(gen constittivo) o\ AGTGACGCAGCCCTCTATG etal., 2013)
SO1 HEp-2 Cataliza la F_AGGGCATCATCAATTTCGAG 196 (Lozano et
dismutacion de al., 2016)
o R_TGCCTCTCTTCATCCTTTGG
superdxido, en -
SO2  HEp-2 oxigeno y peroxido de F GGAACGGGGACACTTACAAA 110  (Lozano et
hidrégeno al., 2016)

R_GGTAGTAAGCGTGCTCCCAC
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CAT HEp-2 Perdxido de F_TAAGACTGACCAGGGCATC 201

Hidrogeno oxido o - A AACCTTGGTGAGATCGAA

(Lozano et
al., 2016)

reductasa
GPx HEp-2 Reduccién del F CAACCAGTTTGGGCATCAG 295 Este estudio
Oxido a través del
peroxido a traves €l R CCCACCAGGAACTTCTCAAA
glutatién.

La extraccion de ARN fue realizada utilizando el reactivo TRIzol (Bioline London,
England). La integridad del ARN obtenido se determind mediante su lectura
espectrofotometrica a 260 nm (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Massachusetts, EUA).
La sintesis de ADNc se realiz6 con el kit de sintesis iScript ™ (Bio-Rad, México) y la
cuantificacion de la expresion se analiz6 mediante PCR en tiempo real (PikoReal 96,
Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) con Q SYBR Green Supermix (Bio-Rad,
Meéxico). Las condiciones de los ciclos fueron 95°C/3 min seguidas de 40 ciclos a 95°C/15s
y 60°C/30s. Los resultados se normalizaron utilizando el gen constitutivo 16S por
cuantificacion relativa (método: Ct comparativo) expresado como 2724t (Haimes &
Kelley, 2010) y, se analiz6 la expresion como nimero de veces relacionando la diferencia
entre el valor del ciclo umbral del gen target y el gen de referencia, este ultimo utilizado
como normalizador (gen 16 S), representando el valor 1.

Se realiz6 una comparacion de las expresiones promedio de ACqg (media del
triplicado de cada muestra). Para el andlisis, la expresion ARN 16S fue el gen de
mantenimiento, que permanecié estable (Cq 21.02 + 3.34) en presencia de los compuestos
antimicrobianos durante todo el ensayo (4 h). Las copias absolutas de ARNm se compararon
mediante ANOVA vy la prueba "Dunnet".

8.8 Obtencion de mutantes Aaap y AaggA por recombinacion homologa.

Los genes aap y aggA fueron propuestos para ser deletados por la técnica de
recombinacion homologa (Datsenko & Wanner, 2000), para lo que fue necesaria la
construccion del plasmido pKD46 con resistencia a espectinomicina (pKD46R ©P)
insertando una secuencia de 1475 pb (procedente del plasmido pUC57 maodificado,
Agentide, New Jersey, United States) que codifica para esta resistencia. La razon de esta

construccion radico en que el plasmido original necesitaba sensibilidad a ampicilina y
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0104:H4 es resistente este antibiotico. Posterior a linearizar los plasmidos con la enzima
EcoRV (Figura 12, Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) y desfosforilarlo, se procedid
a ligar la secuencia. El producto ligado se incorporé a E. coli DHS5a por electrocompetencia
(Figura 13).

pUCS?

pKD46
3842bp

6920bp

\ 1384 bp \

v
EcoRV
74 T4 Ligase

Recombinant
Plasmid
pKD46 Spea”

EcoRV

Figura 12. Esquema de la digestién de pUC57 y pKD46 con enzimas de restriccion.

El plasmido pKD46 con resistencia a espectinomicina (pKD46R &P) se extrajo de E.
coli DH5a (Figura 14) y se utilizo para transformar a E. coli 0104:H4. Por PCR punto final
fue amplificado un segmento de ADN que codificé para resistencia a kanamicina (Iniciador
Forward: 63 nt adyacentes al codén de inicio + tgtgtaggctggagctgctt e Iniciador Reverso:
ctaaggaggatattcatatg + x 63 nt adyacentes al codén de paro) y detectd los sitios de
reconocimiento en el gen blanco, este fue introducido por electrocompetencia en la cepa
0104:H4 resistente a espectinomicina debido a la incorporacion previa de pKD46R ®. Las
celulas transformadas fueron seleccionadas en agar Luria Bertani (LB, Difco, Maryland,
EUA) adicionado con 50 pg/ml de espectinomicina y 50 pg/ml de kanamicina (Sigma-
Aldrich, México).

33



=Y =]
i Resuspend  bacterial A Resuspend  bacterial
ucem ee pellet sterile H,0 » Cen(lf)uge pellet H,0+ Glycerol

chill on ice Use competent cells
Log phase l immediately
E. coli culture
Pm—— )
Amp’, Kan', Spect’ plasmid DNA O\ / W
v
- Electroshock
Plateon g
cmmm Beantibotic 27 N
A v
10%10"  Resistant SOC Medium
colonies / pl DNA

Figural3. Diagrama de preparacion de células electrocompetentes.
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Figura 14. Diagrama de la extraccion de plasmidos.

La eficiencia de la transformacion en UFC/ug se calculd mediante las siguientes formulas:

UFC transformadas = (N° de colonias) (Coeficiente dilucidn) (\VVol. original de transformacion)
Volumen empleado en la placa

Eficiencia de transformacion = UFC transformadas
ADN de plasmido (en ug)

8.9. Andlisis estadistico
Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics,
Windows, Version 20.0 (IBM Corp, Armonk, NY, EUA) y Origin (Windows, Versién 9.0,

Texas, EUA) para el disefio de los gréficos. La dependencia de la concentracion de los
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antimicrobianos y los valores medios se analizaron mediante un andlisis de varianza
ordinario seguido de la prueba de Duncan y Dunnett para comparar cada informacion entre
el tratamiento y el control. La confiabilidad utilizada fue del 95%. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado y al menos en tres repeticiones en experimentos separados.
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9. RESULTADOS

9.1 Efecto de los antimicrobianos sobre la viabilidad bacteriana.
Las CMB obtenidas se observan en la tabla 2. La rifaximina mostré6 CMB entre 0.02
y 0.03 mg/ml, en tanto que para el carvacrol (principio activo del extracto de orégano), fue
de <0.06 mg/ml en todas las cepas, siendo los antimicrobianos que mostraron la mayor

consistencia entre las cepas evaluadas.

En contraste, para la brasilina la CMB fue <3.20 mg/ml, variando 0.65 mg/ml entre
las cepas, siendo la cepa EAHEC 0104:H4 la de mayor resistencia. Los extractos de orégano

y Hb tuvieron CMBs de <0.85 y <4.30 mg/ml respectivamente.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la CMB, determinamos las
concentraciones sub-CMB de los antimicrobianos que se usarian en los experimentos de
adhesion (Tabla 2). La viabilidad bacteriana se evalio mediante el método de cuenta en
placa en agar MH, seleccionando las concentraciones en que no se afectara el crecimiento.

Se evaluo la integridad de la membrana de E. coli, el pH del medio de cultivo (pH)

y el efecto citotdxico de los antimicrobianos en las células eucariotas.

Tabla 2. Concentracién minima bactericida (CMB, mg/ml) de antimicrobianos en tres serotipos de
E. coli. Los valores entre paréntesis indican las concentraciones sub-MBC utilizadas.

Cepas CMB (mg/ml)

E. coli Rifaximina Carvacrol Orégano Brasilina Hb

EAHEC, STEC 0.03 £0.03ab 0.05 +0.01ab 0.75 +0.05c 3.20 £+0.06c  4.30 +0.04d

0104:H4 (0.002 & 0.005)  (0.01&0.025)  (0.20 &0.40) (1.0&15) (1.5&3.0)
EHEC, STEC 0.03 +0.03ab 0.06+0.0lab  0.85+0.04c  2.85+0.05c  3.80 +0.04cC
0157:H7 (0.002 &0.005)  (0.01 &0.025) (0.20&0.40) (1.0&15) (1.5&3.0)
EAEC 0.02 +0.02a 0.06 +0.02ab  0.70+0.02c  2.65+0.05c  3.80 +0.05C
042 Chile (0.002 &0.005)  (0.01 &0.025) (0.20&0.40) (1.0&15) (1.5&3.0)

+: Desviacion Estandar. Las diferentes letras entre cepas indican diferencias significativas al
comparar la medicién de cada tratamiento por separado.

36



Las dos concentraciones sub-CMB seleccionadas de rifaximina, carvacrol, brasilina
y extractos de orégano y Hb agregadas en los caldos MH y MEM por separado, no afectaron
el crecimiento de E. coli durante las fases exponencial y estacionaria. Sin embargo, 0.01
mg/ml de rifaximina causo inhibicion del crecimiento en las tres cepas, por lo que se
analizaron concentraciones mas bajas (0.005 y 0.002 mg/ml). La concentracién 0.002
mg/ml no afectd el crecimiento bacteriano, en tanto que 0.005 mg/ml redujo la viabilidad
(P<0.05) de EAEC 042 durante la fase exponencial (Fig. 15).

10.5 -
10.0 -
95
S
~ 9.0 ~§
o
—
(@) i
> 85
- —@— Rifaximina (0.005)
i ifaximina (O.
8 8.0 —O— Carvacrol (0.025)
D) —¥— Extracto de orégano (0.40)
7.5 1 —A— PBrasilina (1.5)
—1 Extracto de Hb (3.0)
7.0 A —l— Control
6_5 T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (horas)

Figura 15. Viabilidad de E. coli 042 Chile en presencia de concentraciones sub-CMB de
antimicrobianos (mg/ml).

Es bien sabido que las variaciones en el pH afectan la viabilidad de las lineas
celulares y los microorganismos (Munder et al., 2016) teniendo en cuenta ese aspecto, se

analiz6 el pH de los medios MH y MEM con concentraciones sub-CMB de los
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antimicrobianos. Aunque se observaron diferencias significativas (Tabla 3), los valores
estuvieron entre 7 y 8, con excepcion de 0.025 mg/ml de carvacrol.

Tabla 3. pH de medios de cultivo con compuestos antimicrobianos.

H

Sub-MBC o , .

Control Rifaximina Carvacrol Orégano Brasilina Hb

Caldo Mueller Hinton

Alta 7.81+£0.10c* 6.97 £0.21a* 7.59 +0.25b  7.45+0.09b  7.21+0.17b

7.37 £0.06b
Baja 7.70+£0.05c* 7.54+0.07b  7.18+0.09b  7.06 +0.12a* 7.24 £0.13b

Medio esencial minimo de Eagle
Alta 8.08 £0.14c* 7.34+0.13b  7.65+0.09b  7.84 £0.18c* 7.25+0.12b
) 7.42 £0.19b

Baja 7.94 £0.08c* 7.61+0.12b  7.36 £0.10b  7.53+0.14b  7.13 +0.15a*

+: desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias con el control. (*) Significancia estadistica
(P<0.05).
Los ensayos de integridad de la membrana bacteriana evaluados por citometria de
flujo revelaron que la mayoria de los tratamientos de antimicrobianos no afectaron (P
<0.05) la estructura bacteriana (Tabla 4) en los dos tiempos analizados (1 y 4 h), con
excepcion de los tratamientos con rifaximina en EAEC 042 y EAHEC 0104:H4, se observo

alto dano bacteriano.
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Tabla 4. Estimacion del porcentaje de mortalidad de E. coli por medicién de la integridad de su
membrana.

Porciento de mortalidad bacteriana

Serotipo  Tiempo de Control  Rifaximina  Carvacrol Orégano Brasilina Hb
exposicion
(horas)
EAHEC 1 0.15+0.3a 0.56 +0.6ab 0.09+0.1a 0.34+0.5a 0.07 +0.09a 1.0 +0.9a
0104:H4

4 0.17 +0.07a 0.81+0.9b* 0.13+0.2a 0.11+0.2a 0.12+0.2a 0.32 +0.6a

EHEC 1 143 +0.7a 1.07+0.4a 1.30+0.5a 2.93+1.3b* 1.16+0.4a 0.77 +0.3a
0O157:H7
4 2.88+0.9ab 1.04 +0.6a 1.65*0.7ab 3.78 x1.4ab 4.48+1.3b 1.05+0.3a

EAEC 1 0.94 +0.5a 3.30 £+0.8c* 1.15+0.5a 0.46+0.2a 2.14 +1.1b* 1.12 +0.7a
042 Chile
4 1.26 +0.9ab 2.19 #1.3c* 0.64+0.2a 0.71+0.2a 1.98 +0.8bc 1.33 +0.8ab

+: Desviacion estandar
Diferentes letras indican la mortalidad bacteriana que difiere del control. (*) Significancia estadistica
(P<0.05).

9.2. Efecto de los antimicrobianos en la adhesion de E. coli a las células HEp-2.

Para determinar la actividad de los antimicrobianos sobre la capacidad de adhesién
principalmente de E. coli pero en menor grado por células HEp-2, result6 necesario conocer
primero si los compuestos afectaban la viabilidad de la linea celular HEp-2. Para esto, se
utilizé la prueba MTT, en donde se mostré que el carvacrol (0.025 mg/ml) redujo (P<0.05)
la viabilidad celular ~ 30% después de 4 h de exposicion (Figura 16), por lo que se descarto
su uso en los ensayos en donde se ponia en contacto el compuesto directamente sobre las
células HEp-2. El resto de tratamientos, aunque manifestaron discreta variabilidad, algunos
de ellos con reducciones inferiores al 10%, se consideraron aceptables (Munder et al., 2016)
para los ensayos subsecuentes. Un hallazgo importante detectado fue que la rifaximina y la
brasilina (en ambas concentraciones) aumentaron la viabilidad celular a las 4 h de
exposicion; sin embargo, a las 12 y 24 h la viabilidad fue similar a la presentada por el
control (datos no mostrados).
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Viabilidad en células HEp-2
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Figura 16. Porcentaje de viabilidad de células HEp-2 realizada después de 4 h de exposicion a sub-
CMB de antimicrobianos por el método MTT.

a) Los antimicrobianos afectan la capacidad de union de E. coli y en menor grado de
células HEp-2.

La exposicion de E. coli a concentraciones sub-CMB de rifaximina, extracto de
orégano Yy carvacrol durante 4 h (1h de pre-incubacion y tres horas en el ensayo de adhesién
en la linea celular HEp-2) y en pequefias concentraciones en células HEp-2, mostrd
inhibicién de la adhesion. Los patotipos estudiados en general redujeron su capacidad de
adherirse a la célula HEp-2 (Figura 17), desde 26.1% (P<0.05) en EHEC O157:H7 en
presencia de 0.002 mg/ml de rifaximina, hasta 64.5% (P<0.05) en EHAEC O104:H4 tratada
con 0.010 mg/ml carvacrol, siendo este ultimo el serotipo méas afectado. En todos los

tratamientos se observé dosis dependencia.

En contraste, en la tabla 5 se puede observar que el uso de concentraciones sub-
CMB de Hb y brasilina incrementaron la capacidad de adhesion E. coli-HEp-2, alcanzando
hasta 112.34% (P<0.05 en EHAEC 0104:H4 en presencia de 1.0 mg/ml de brasilina, el

mismo comportamiento fue observado en el serotipo 042 Chile con <108.89% (P<0.05),
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sugiriendo que probablemente algunos de los mecanismos fisiologicos dispuestos para la
adhesion agregativa estén sobre-estimulados, ya que EHEC O157:H7 no mostro variaciones
con respecto al control. Debido a los resultados tan diferentes a las intenciones de esta

investigacion no se incluyd el uso de estos antimicrobianos en ensayos posteriores.

Se concluye que rifaximina, carvacrol y extracto de orégano en concentraciones
sub-CMB son eficientes inhibiendo la capacidad de adhesion en E. coli y en HEp-2,
probablemente exista una accion de bloqueo de factores de virulencia generales
relacionados a la adhesién de este microorganismo (adhesinas, fimbrias, entre otros)
evitando de ese modo que se desarrolle la etapa inicial de la adhesion, en la cual pueden

ademas, estar blogueados receptores de membrana en HEp-2.
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Figura 17. Porcentaje de bacterias de E. coli unidas a células HEp-2 después de la preincubacién de E. coli con antimicrobianos por 1 h. Alicuotas
se usaron para infectar células HEp-2, y después de 3 h se determinaron las bacterias adheridas.
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Tabla 5. Porcentaje de células de E. coli adheridas a células HEp-2 por exposicion a antimicrobianos. Las bacterias se pre-incubaron con los
antimicrobianos por 1 h, y posteriormente infectaron células HEp-2. Después de 3 h se determinaron las bacterias adheridas a la linea celular.

log 10 NUmero de bacterias adheridas a células HEp-2 (% de adhesion)

Serotype Control Rifaximina Carvacrol Extracto de orégano extract Brasilina Hb
0.005 0.002 0.025 0.010 0.40 0.20 15 1.0 3.0 15
EAHEC 8.81+0.13  4.89+0.14 5.45 +0.27 o~ 313017 4.11 +0.06 4.72 +0.28 9.20 +0.27 9.89 +0.10 9.84 +0.22 9.63 +0.49
0104:H4 (100)e (55.57)c* (61.88)d* s L:::% (35.55)a* (46.75)b* (53.66)c* (104.56)f* (112.34)g* (111.75)g* (109.42)g*
EAEC 7.50+0.12  2.85+0.15 4.28 +0.27 § g 2994013 3.23+0.10 3.95+0.08 7.82 +0.61 8.17 +0.50 7.94 +£0.52 7.46 +0.48
042 Chile (100)e (37.93) a* (57.07)c* § § (39.92)ab™ (42.98)b* (52.72)c* (104.25)ef (108.89)f* (105.84)ef (99.44)d
EHEC 7.95 £0.08  4.95+0.07 5.88 +0.14 § :fg? 3.87 +£0.10 4.41 +0.09 5.01 +0.12 7.78 +0.08 7.73 +0.15 8.16 +0.06 8.23+0.17
0O157:H7 (100)f (62.31)c* (73.92)d* % (48.82)a* (55.50)c* (62.96)d* (97.87)f (97.23)e* (102.68)g* (103.52)g*

+: Desviacion Estandar.
Las letras diferentes indican un nimero de bacterias adheridas que difiere (P<0.05) del control.
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b) Los antimicrobianos afectan la capacidad Unicamente de E. coli para unirse las
celulas HEp-2.

Para conocer si la respuesta observada era unicamente sobre E. coli, se evalud la
actividad de los compuestos/extractos sobre la capacidad de adhesion de esta bacteria (en
dos medios de cultivo). Para esto, se pre-incubd la bacteria en MEM y caldo Meller Hinton
conteniendo concentraciones sub-CMB de los antimicrobianos. Después de 1 h, el cultivo
se lavd con PBS, centrifugd y resuspendié en MEM; 200 ul se utilizaron para infectar las

células HEp-2 durante 3 horas.

El resultado no mostré diferencias en la capacidad de adhesién de E. coli (Tabla 6)
utilizando los dos medios de cultivo, pero se mantenia la tendencia inhibitoria, pero con
valores mas discretos que el ensayo anterior, correspondiendo la mayor inhibicion de
adhesion el 23.5% (P<0.05) por EHEC O157:H7 tratada con 0.025 mg/ml de carvacrol.

Concluyendo que las concentraciones sub-CMB de rifaximina, carvacrol y extracto
de orégano, actuan sobre la capacidad de adhesion de E. coli manifestando una relacién
directamente proporcional entre el tiempo de exposicion y la respuesta de inhibicién, siendo
evidente que la presencia de los antimicrobianos en la etapa inicial de la adhesion determina
la capacidad adherente de E. coli independientemente del medio de cultivo donde crece el

microorganismo.
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Tabla 6. Porcentaje de células de E. coli adheridas a células HEp-2 por exposicidn a antimicrobianos. Las bacterias crecieron en dos medios diferentes
y se agregaron antimicrobianos, después de 1 h los medios se descartaron y las células de E. coli se suspendieron en medio MEM nuevo y se usaron
para infectar monocapas de HEp-2. Después de 3 h se determinaron las células de E. coli adheridas.

log 10 Numero de bacterias adheridas a células HEp-2 (% de adhesion)

Antimicrobianos (mg/ml)

£ coll Rifaximin Carvacrol Oregano extract Brazilin Hb
Serotype Control
0.005 0.002 0.025 0.010 0.40 0.20 1.5 1.0 3.0 15
E. coli crecida en MEM
EAHEC 8.72+0.18  6.88 +0.05 7.90 £0.06 7.05+0.31 7.73 £0.36 7.28 £0.32 7.47 £0.62 8.89+0.55  9.05+0.51 8.89+0.52  9.07 +0.09
0104:H4 (100)d (78.91)a* (90.67)c* (80.22)ab* (88.66)c* (83.49)ab™ (85.77)bc* (101.91)d (103.82)d (101.98)d  (104.09)d
EAEC 7.42+0.13 5.71+0.08 6.59 £0.40 5.75+0.17 6.52 +0.21 6.82 +0.07 6.84 £0.09 7.80+£0.40 7.44+0.33 7.63+0.27 7.52 +0.46
042 Chile (100)e (76.88)a* (88.72)bc* (77.59)a* (87.79)b* (91.87)c* (92.27)c* (105.09)f*  (100.24)e  (102.82)ef  (101.27)ef
EHEC 8.02+0.54  7.26 £0.50 8.01 +0.50 6.13 +0.56 6.64 +0.57 6.56 +0.41 6.76 £0.74 8.13+0.56 8.38+0.44 8.04+0.51 8.15%0.21
0157:H7 (100)d (90.72)c* (99.85)d (76.48)a* (84.26)b* (82.90)b* (85.06)b* (101.48)d  (104.67)e*  (100.93)d  (101.65)d
E. coli crecida en caldo Mueller Hinton
EAHEC 8.87+0.20 6.81+0.19 7.86 £0.17 6.94 +0.10 7.79 £0.36 7.25 +0.09 7.53 +£0.51 8.78+0.30 8.94+0.26 8.85+0.50 9.06 +0.36
0104:H4 (100)d (78.13)a* (90.15)c* (79.64)a* (89.35)c* (83.30)ab™ (86.47)bc* (100.68)d (102.58)d (101.47)d  (103.96)d
EAEC 756 £0.34 5.84 +0.26 6.57 £0.19 5.76 £0.18 6.63 £0.20 6.86 £0.25 7.03+0.14 7.81+£0.21 7.69%0.14 758+0.34 7.72+0.17
042 Chile (100)e (78.65)a* (88.47)b* (77.68)a* (89.35)bc* (92.43)cd* (94.82)d* (105.22)f (103.62)f (102.12)ef  (104.09)f
EHEC 792045 7.23+0.51 8.16 £0.46 6.22 £0.42 6.57 £0.47 6.63 £0.33 6.69 £0.26 8.11+0.23  8.25+0.39 8.14+0.42 8.01+0.21
O157:H7 (100)d (90.17)c* (101.87)d (77.53)a* (82.01)ab* (82.68)ab* (83.69)b* (101.87)d (102.95)d (101.65)d  (100.17)d

+: Desviacion Estandar. Las letras diferentes indican un nimero de bacterias adheridas que difiere del control. (*) Significancia estadistica (P<0.05).
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c) Los antimicrobianos acttan solo sobre las células HEp-2.
Sin embargo, para determinar si los antimicrobianos bloquean Gnicamente en las células HEp-2
la capacidad de adhesion bacteriana, fue necesario exponer las células eucaridticas a concentraciones

sub-CMB de antimicrobianos, por 1 h, y posteriormente agregar las bacterias.

Interesantemente, se determind de forma global que las bacterias adheridas no se disminuyeron,
sino que se mantuvieron entre 99.16% y 101.44%, (Tabla 7), muy similar al control, lo que indico que
las células HEp-2 no juegan un papel importante en la accion de los antimicrobianos para bloguear la
adhesion bacteriana, por lo que concluimos que la inhibicion de la adhesidn se basa principalmente en la
alteracion de factores de virulencia bacterianos relacionados a la adhesion, y no asi en el bloqueo de los

sitios de unién en la membrana de las células HEp-2.

Tabla 7. Porcentaje de células de E. coli adheridas a células HEp-2 por exposicién a antimicrobianos. En este
ensayo, monocapas confluentes de células HEp-2 se preincubaron con los antimicrobianos y se incubaron por 1 h:
se elimin6 el medio y la linea celular fue infectada con E. coli. Después de 3 h se determinaron las células de E.
coli adheridas.

log 10 Ndmero de bacterias adheridas a células HEp-2 (% de adhesion)

Serotipo Control Rifaximina Carvacrol Extracto de orégano
0.005 0.002 0.010 0.40 0.20

EAHEC 8.91 £0.09 8.89 £0.06 8.97 £0.34 8.66 £0.14 8.87 £0.07 8.94 +0.33
0104:H4 (100)b (99.66)b  (100.62)bc  (97.16)a* (99.52)b (100.32)bc
EAEC 7.67 £0.08 7.80 £0.15 7.97 £0.41 7.64 £0.13 7.86 +0.06 7.87 £0.06
042 Chile (100)a (101.63)abc  (103.89)d*  (99.63)a  (102.40)bcd  (102.61)bcd
EHEC 8.05 +0.05 7.89 £0.12 8.53 +0.08 8.06 £0.10 8.00 +0.26 8.17 +0.08
0157:H7 (100)bc (97.99)a  (105.84)d*  (100.02)bc (99.31)ab (101.44)c

+: Desviacion Estandar. Las letras diferentes indican un nimero de bacterias adheridas que difiere del control. (*)

Significancia estadistica (P<0.05).
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d) Los antimicrobianos pueden desprender las bacterias unidas a células HEp-2.

Para conocer si los antimicrobianos podian facilitar la separacion de células bacterianas ya unidas

a HEp-2. Después de 1 h de contacto bacteria-HEp-2 se retiraron las bacterias no adheridas y se agregaron

los antimicrobianos por 3 h. Los resultados mostraron que los antimicrobianos no afectaron el total de

bacterias adheridas a células HEp-2 (Tabla 8); la mayor reduccion se observé en EHAEC 0104:H4

(4.71%) tratada con 0.005 mg/ml de rifaximina, permitiéndonos concluir que los antimicrobianos en las

concentraciones utilizadas no fueron eficientes para revertir la union E. coli-HEp-2 una vez establecida.

Tabla 8. Capacidad de sub-CMB (mg/ml) de antimicrobianos para separar células de E. coli unidas a HEp-2. Las
bacterias infectaron monocapas de HEp-2 durante 1 h, se retiraron las bacterias no adheridas y se afiadieron los
antimicrobianos por 3 h. Se determind el porcentaje (%) de bacterias adheridas.

log 10 NUmero de bacterias adheridas a células HEp-2 (% de adhesion)

%o de bacterias adheridas

Serotipo Control Rifaximina Carvacrol Extracto de Orégano
0.005 0.002 0.010 0.40 0.20
EAHEC 7.36 £0.26 7.01+0.10 7.16 £0.10 7.31 +0.05 7.10 £0.13 7.33 £0.19
0104:H4 (100)b (95.29)ab (97.45)ab (99.48)b (96.72)ab (99.83)b
EAEC 6.05 £0.90 5.96 +0.34 6.02 £0.13 5.97 £0.16 6.11 £0.12 6.14 +0.17
042 Chile (100)a (98.56)a (99.44)a (98.68)a (100.79)a (101.44)a
EHEC 6.69 £0.12 6.45 £0.36 6.49 £0.32 6.65 +0.39 6.53 £0.34 6.50 £0.30
0157:H7 (100)a (96.43)a (97.06)a (99.35)a (97.59)a (97.27)a

+: Desviacion Estandar. Las letras diferentes indican un niimero de bacterias adheridas que difiere (P<0.05) del

control.

En general, la actividad de estos antimicrobianos mostré potencial para inhibir la adhesion de E.

coli a células HEp-2, pero no para revertir el proceso una vez desarrollado.
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e) Las bacterias no adheridas expuestas a antimicrobianos pueden mantener memoria de no-adhesion.
Para conocer el comportamiento adherente, de las bacterias no adheridas pero expuestas a
antimicrobianos se colectaron células expuestas a los sobrenadantes pero que no se habian adherido a las
células eucarioticas. El procedimiento se repitié en 3 ocasiones, colectando las células no adheridas y
agregandolas a nuevas monocapas de celulas HEp-2. Los resultados demostraron, que en las bacterias
enteroagregativas (EAEC y EHAEC) tratadas con carvacrol y extracto de orégano, se unieron menos a
la linea celular (Figura 18); en el caso de EHAEC 0104:H4 el carvacrol al 0.1 mg/ml inhibieron la
adhesion (P<0.05) en 54.2. 19.8 y 7.1% en el primer, segundo y tercer ciclo de ensayos respectivamente
y este mismo efecto se observo en EAEC 042. En contraste, EHEC O157:H7 tratada con carvacrol solo
mostrd una inhibicion discreta en el ler ciclo, para alcanzar valores similares al control en los ciclos

subsecuentes.

Las bacterias no adheridas tratadas con rifaximina, incrementaron la adhesion a las células HEp-
2, en los 3 serotipos evaluados (Tabla 9). En este caso, el cultivo de EAHEC no adherido procedente del
ensayo a) tratado con rifaximina, manifesto en el primer ciclo un aumento del nimero de bacterias
adheridas de 25% y 31% (P<0.05) para 0.005 y 0.002 mg/ml, respectivamente, duplicando la tasa de
recuperacion con respecto al mismo ciclo en las tratadas con carvacrol y extracto de orégano, pero lo
mas interesante resultd ser la hiperadherencia que manifestd este serotipo (<10.27 %, P<0.05) en el
altimo ciclo evaluado, probablemente debido al mecanismo de accién diferente de la rifaximina con
respecto a los otros antimicrobianos. E. coli 042 manifestd la misma tendencia de recuperacion
mostrando al final <5.13% mas de bacterias adheridas con respecto al control. Por otro lado, el serotipo

0157:H7 alcanz6 valores similares al control en los 3 ciclos evaluados.

Se concluye que el carvacrol y el extracto de orégano bloquean de alguna manera en bacterias

agregativas no adheridas algun(os) factores relacionados a adhesién, pero es dependiente del tiempo.
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Figura 18. Porcentaje de células de E. coli adheridas a HEp-2. Las células de E. coli fueron expuestas a antimicrobianos y a la linea celular. Las

células que no se adhirieron fueron recolectadas y se pusieron en contacto con nuevas monocapas no tratadas de células HEp-2 y se midid el % de
adhesion. Este procedimiento se repitio en 3 ocasiones.
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Las letras diferentes indican un nimero de bacterias adheridas que difiere del control. (*) Significancia estadistica (P<0.05).
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Tabla 9. Determinacion de la capacidad de memoria de E. coli para inhibir la adhesion a células HEp-2, por
bacterias previamente expuestas a antimicrobianos, pero no adheridas a la linea celular. Las bacterias expuestas,
pero no adheridas a las células HEp-2, fueron recolectadas y utilizadas para infectar monocapas de células HEp-2
por tres periodos consecutivos. Las células de E. coli adheridas se determinaron por recuento en placa.

log 10 NUmero de bacterias adheridas a células HEp-2 (% de adhesion)

Serotipo  Periodo de Control Rifaximina Carvacrol Extracto de orégano
adhesion 0.005 0.002 0.010 0.40 0.20
EAHEC Experimento  8.72+0.18 4.91+0.13 5.41+0.31 3.10 +0.18 4.18 +0.04 4.68 +0.29
0104:H4 a) (100)e (56.30)c* (62.14)d* (35.48)a* (47.97)b* (53.71)c*
1 8.74+0.13  7.15+0.25 8.16 +0.50 3.99 +0.12 5.19 +0.08 5.79 +0.32
(100)f (82.18)d* (93.75)e* (45.81)a* (59.47)b* (66.51)c*
2n 8.71+0.37 9.60 +0.14 9.43+0.11 7.00 +0.10 8.42 +0.35 8.47 +0.37
(100)b (110.19)c*  (108.27)c* (80.22)a* (96.63)b (97.27)b
3rd 8.86 +0.29  9.12+0.10 9.06 +0.52 8.05 +0.08 8.46 +0.30 8.49 +0.25
(100)b (105.15)bc  (106.45)c* (92.95)a* (97.98)b (99.65)b
EAEC Experimento  7.56 £0.29  2.91 +0.10 4.38 £0.41 3.01 +0.07 3.26 £0.08 3.94 +0.36
042 Chile a) (100)e (38.59)a* (58.10)d* (39.83)ab* (43.14)b* (52.30)c*
1 7.44 +£0.24 492 +0.09 6.75 £0.32 4.29 +0.30 4.63 £0.16 5.27 £0.06
(100)f (65.13)c* (89.53)e* (56.85)a* (61.54)b* (69.83)d*
2" 7.49+0.21 7.40+0.15 7.93 £0.09 6.34 £0.41 7.45 +0.10 7.37 £0.01
(100)b (98.23)b (105.13)bc (84.11)a* (98.67)b (97.74)b
3rd 7.52+0.33 7.73+£0.17 7.60 £0.20 7.27 £0.08 7.48 £0.11 7.40 £0.31
(100)ab (102.34)b (100.75)b (96.33)a (99.21)ab (98.19)ab
EHEC Experimento  7.90 £0.23  4.96 £0.07 5.84 +0.06 3.79 £0.15 4.37 +0.32 4.99 +0.20
0157:H7 a) (100)e (62.85)c* (74.02)d* (48.07)a* (55.40)b* (63.22)c*
1 7.89+0.13 7.7110.12 8.01 £0.18 7.56 £0.22 7.78 £0.24 7.89 £0.14
(100)bc (97.61)ab (101.36)bc (95.84)a* (98.49)b (99.75)bc
2nd 7.97£0.10 8.24 +0.16 8.351£0.21 7.86 £0.15 7.90 £0.40 7.93 £0.32
(100)a (104.01)b*  (106.06)b* (99.56)a (99.69)a (100.58)a
31 8.01+0.08  8.00 +0.06 8.04 +0.38 7.96 £0.09 7.83 £0.23 7.8510.11
(100)a (101.67)a (102.97)a (100.12)a (99.70)a (98.80)a

+: Desviacion Estandar. Las letras difieren indican que el porciento de bacterias adheridas difiere del control. (*)

Significancia estadistica (P<0.05).
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9.3. Anélisis del patrén de adhesion.

Se realizo por tincion de Giemsa y se visualizd por microscopia de luz a 40X las caracteristicas
de adherencia de EAHEC 0104:H4 expuesta a los antimicrobianos (Fig 19). Se observé en EHAEC
0104:H4 una estructura en forma de ladrillos apilados (Fig 19A), sin embargo, la exposicion a carvacrol
(10 mg/ml, Fig. 19B, Tabla 10), modificO este patron provocando adherencia bacteriana totalmente
aleatoria, separando las bacterias, semejando un patron de adherencia difusa (AD). La exposicion a
rifaximina y extracto de orégano (Fig. 19C y 19D respectivamente) alteraron también el patron de

adhesion caracteristico, sin embargo, las bacterias se observaron con tendencia a mantenerse unidas.

Figura 19. Patrén de adhesion por E. coli 0104:H4 por efecto de preincubacion con antimicrobianos. Las
células se lavaron y se tifieron con Giemsa. (A) Control. Bacterias tratadas con: (B) rifaximina 0.005 mg
/ ml, (C) carvacrol 0.010 mg / ml y, (D) orégano 0.040 mg / ml.

Tabla 10. Numero de bacterias y agregados bacterianos por campo en muestras tefiidas por Giemsa
posterior al ensayo de adhesion a).
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Tratamiento (mg/ml) Cuenta por campo (X)

Bacterias adheridas Bacterias adheridas

(sola) (agregados)

Control 52 +9.61 5+1.84 +++

27 £4.35 ++

32+3.69+

Rifaximina 0.005 22 +6.31 18 +2.35 ++
74201+

Carvacrol 0.10 158 +10.77 2 +0.84 ++
5+1.29 +

Extracto de 0.40 41 +7.12 23 +3.16 ++
orégano 12 +2.81 +

Agregados bacterianos formados por <10 bacterias (+), entre 10 y 50 bacterias (++),>50 bacterias

(+++).

9.4. Anélisis de expresion génica.

a) Bacterias adheridas

Aunque los serotipos de E. coli en estudio se caracterizan por ser adherentes, conocer la expresion
genotipica de las bacterias adheridas a las células HEp-2 resultaba interesante para esclarecer posibles
mecanismos de accién. De ese modo se determind por qPCR sobreexpresién en algunos genes que
probablemente incrementaron la capacidad de adhesion en E. coli. En las bacterias agregativas se
observo que al menos 1 de los cuatro genes evaluados se sobre expreso en la mayoria de los tratamientos
(Tabla 11), en el caso de EHAEC 0104:H4 tratada con ambas concentraciones de rifaximina, los genes
aggR (activador transcripcional en pAA), pic (autotransportador de serina en Enterobacteriaceae), aggA
(AAF) and aap (dispersina) fueron sobrexpresados; en contrastre EAEC 042, solo mostré sobreexpresion
de pic en presencia de la concentracion mas baja de rifaximina, lo que indicé que existen otros genes

que facilitan la inhibicion de la adhesion bacteriana a células HEp-2.

La alteracion del patron de agregacion de EHAEC O104:H4 en presencia de carvacrol puede
haberse debido por combinaciones de genes expresados, pues es el Unico caso en que se disminuyo la
expresion de aggR, pic y aap, y se sobre expreso aggA (1.95 veces), provocando la adhesion a través de
la fimbria de adherencia agregativa, pero combinado con un efecto de anti-agregacion provocado por la
reduccion de aap, tal como se observd bajo microscopio. Este efecto no fue observado en EAEC 042,

probablemente por la sobreexpresion de aggR v pic.
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La expresion del fago de stx2a se manifestd reprimida en todos los tratamientos evaluados,
excepto en las bacterias adheridas tratadas con extracto de orégano a 0.40 mg/ml, donde el serotipo O157:
H7 aumentd en 1.56 (P<0.05) veces su expresion, evidenciandose una importante dosis dependencia,
porque en contraste, la concentracion mas baja reprimié este gen en las bacterias adheridas de los dos

serotipos evaluados.

El gen que codifica para la proteina intimina (eae), adhesina presente en EHEC O1057:H7, se
mantuvo sobre-expresado en presencia de rifaximina y 0.40 mg/ml de extracto de orégano, sugiriendo
en este caso ampliar el rango de genes a evaluar para profundizar en el efecto inhibitorio de estos
compuestos en bacterias con adherencia focalizada. Podemos concluir que la rifaximina, carvacrol y
extracto de orégano modularon la actividad genotipica de manera dosis dependiente, con una marcada
diferencia en la respuesta observada en los serotipos agregativos.

b) Bacterias no adheridas

Las bacterias no adheridas pero expuestas a antimicrobianos presentaron un patrén de expresion
génica inconsistente (Tabla 11). En este caso EHAEC 0104:H4 fue subexpresada (P<0.05), en aggA
tratada con 0.002 y 0.10 mg/ml de rifaximina y carvacrol, respectivamente, en tanto que el resto de los
genes (aggR, pic y aap) fueron sobre-expresados (P<0.05). De igual modo, E. coli 042 sobre-expreso en
la mayoria de los tratamientos los genes aggR y pic, con excepcion de aquellas tratadas con rifaximina.
Interesantemente, la expresion de aggA y aap fue inhibida para este serotipo en todos los casos evaluados.
Los datos obtenidos sugieren varias causas para explicar porque persiste la alteracion en el
comportamiento adherente de los serotipos agregativos: la reduccién en la expresion de aggA y/o aap,
provocando afectaciones en las FAA (adherise) y la dispersina (autoagregarse), posibles efectos sobre
diferentes proteinas, si tenemos en cuenta el caso de sobre-expresion del activador transcripcional (aggR)

de aggA y aap los cuales en contraste, estan reprimidos.

El gen stx2a reprimio su expresion a causa de la presencia de carvacrol, sin embargo, a diferencia
de las bacterias adheridas ambas concentraciones sub-CMB de extracto de orégano sobre-expresaron la
actividad de este gen, causando de 0.40 mg/ml un considerable aumento de 4.9 y 2.2 (P<0.05) veces en
la expresion de stx en E. coli 0104: H4 y O157: H7, respectivamente, sugiriendo que la combinacién de
varios principios activos en un mismo compuesto probablemente favorece el incremento de la produccion
de Stx2a, con mayor estimulo sobre el serotipo hibrido, donde ademas se encontré un aumento de 0.77

(P<0.05) veces de expresion para este gen, en presencia de 0.005 mg/ml de rifaximina.
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La cepa EHEC O157:H7 presentd tendencias similares en la expresion de eae a las bacterias
adheridas, lo que probablemente fue la causa de la rapida recuperacion en la capacidad de adhesion de
este patotipo, indicando, ademas, que otros genes no evaluados pudieran estar interfiriendo para limitar
el desarrollo de este proceso. Se concluy6 que las concentraciones sub-CMB de antimicrobianos alteran

el comportamiento adherente de bacterias agregativas no adheridas, modificando su expresion génica.
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Tabla 11. Sobre-expresion o represion de genes de E. coli relacionados a la adhesion por efecto de exposicion a antimicrobianos. La bacteria se pre-
incubaron con los antimicrobianos por 1 h, y posteriormente infectaron células HEp-2. Después de 3 h se midi6 su expresion.

Sobre-expresion o represion de genes en Bacterias adheridas (no- adheridas)

Rifaximina Carvacrol Extracto de Orégano
Gen Serotipo de E. coli ~ 0.005 mg/ml 0.002 mg/ml 0.010 mg/ml 0.40 mg/ml 0.20 mg/ml
aggR EAEC 042 0.008 +0.01a* (2.5 +0.290*)  0.26 +0.27b* (0.5 +0.42b*) 50 +0.04g* (4.6 +0.28e*) 2.2 +0.01d* (2.7 £0.03d*) 2.6 +0.05e* (10 +0.01f%)
EAHEC 0104:H4 7.7 £0.66e* (75 +0.82g%) 6.4 £0.16e* (1.1 £0.09c) 0.3 £0.06b* (1.7 £0.39d*) 0.6 £0.46 b* (7.1 £0.32e*) 1.6 £0.67d* (5.3 £0.34e*)
pic EAEC 042 0.6 £0.09b* (0.4 +0.03b%) 38 +0.01f* (0.1 +0.18a*) 31 +0.05f* (16 +0.04f*) 0.07 £0.05a* (2.1 £0.02d*)  0.09 +0.25a* (2.8 +0.04¢*)
EAHEC 0104:H4 5.0 +0.02e* (174 +0.50g*) 29 +0.23f* (1.3 £0.07c) 0.04 +0.03a* (1.2 £0.53¢)  0.06 +0.21a* (0.4 +0.08b*)  0.10 +0.01a* (0.37 +0.07b*)
aggA EAEC 042 0.002 +0.0a* (0.09 £0.0a*)  0.004 +0.0a* (0.01 £0.01a*)  0.001 +0.0a* (0.04 +0.0a*) 0.01 +0.0a* (0.02 +0.0a*)  0.58 +0.0b* (0.20 +0.01a*)
EAHEC 0104:H4  2.32 40.0.04d* (1.20 £0.1¢)  2.66 +0.03e*(0.02 +0.01a*)  2.95 +0.12e*(0.70 £0.03b*) 3.0 £0.05 (1.85 +0.12d*)  0.83 +0.01c (0.26+0.07a*)
aap EAEC 042 0.05 +0.0a* (0.004 +0.0a*)  0.026 +0.0a* (0.032 £0.0a*)  0.05a* +0.0 (0.002 +0.0a*) 0.04 +0.0a* (0.018 £0.0a*)  0.04 +0.0a* (0.001 +0.0a*)
EAHEC 0104:H4 0.68 £0.23b* (2.01 £0.03d*)  4.17 £0.11e*(1.03 £0.01c)  0.16 +0.09a* (1.97 £0.05d*)  2.55 +0.17d* (3.02 £0.05e*)  0.15 £0.01a* (0.99 +0.03c)
stx2a EAHEC 0104:H4 0.41 £0.07b* (1.77 £0.21d*)  0.45 +£0.02b* (0.12 +0.01a*) 0.85 +0.14c (0.89 £+ 0.03c) 1.29 £0.13c (5.89 £0.18e*)  0.74 +0.03b* (1.13 +0.22c)
EHEC O157:H7 0.48 +0.11b* (0.45 £0.0 1.16 £0.01c (0.56 £0.08b*) 0.38 +0.07b* (0.43 £ 2.56 £0.19d* (3.2 £0.27e*)  0.70 £0.09b* (2.1 +
eae EHEC O157:H7 3.9 £0.04e* (4.1 £0.48e%) 2.3 £0.03d* (0.05 +0.26a*) 0.8 +0.02c (0.1£0.01a*) 5.7 £0.5e* (4.1£0.3e*) 0.72 +0.4b* (0.81 £0.01c)

+: Desviacion Estandar. Diferentes letras indican un nimero de expresion génica que difiere del control, analizando las categorias adheridas y no

adheridas individualmente. EI grupo control se normaliz6 con el valor 1, (subconjunto poblacional c), indicando los valores >1 sobre-expresion 'y < 1

represion de los genes evaluados. (*) Significancia estadistica (P<0.05).
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9.5. Analisis de expresion de genes. Genes de estrés oxidativo en HEp-2.
Con el objetivo de conocer si los antimicrobianos afectaban procesos vitales en células HEp-2 se
analizo la expresion de genes que codifican para enzimas del estrés oxidativo superdxido, la dismutasal
(SD1, localizada en el citoplasma), superdxido dismutasa 2 (SD2, localizada en la mitocondria), catalasa

y glutation peroxidasa.

Los resultados indicaron que las células HEp-2 tratadas con EHAEC 0104:H4 y/o
antimicrobianos, sobre-expresaron hasta 1.12 al gen SOD1, en todos los casos evaluados; este mismo
efecto fue observado para el gen SO2 cuando se expuso a rifaximina y extracto de orégano (Tabla 12).
Algo semejante ocurrié cuando las células HEp-2 fueron tratadas con la cepa EAEC 042 y/o
antimicrobianos, en donde ocurri6 sobre-expresion hasta 1.62 veces para SO1, con excepcion de extracto
de orégano (0.40 mg/ml) donde no se modificé la expresion génica. El tratamiento con rifaximina sobre-
expreso el gen SD2 hasta 1.89 veces. La exposicion de las células eucaridticas a las cepas agregativas
provoco la sub-expresion de los genes que codifican para catalasa y glutation peroxidasa, aunque este
altimo fue sobre-expresado en EAEC 042. Con la discreta sobre-expresion detectada en ambos niveles
de SOD podemos concluir que ocurre la alteracion de la dindmica mitocondrial como una respuesta de
defensa a la presencia de bacterias y/o antimicrobianos en un periodo de 3 h.
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Tabla 12. Sobre-expresion o represion de genes de células HEp-2 relacionados con el estrés oxidativo por efecto
de exposicion a antimicrobianos. La bacteria se pre-incubaron con los antimicrobianos por 1 h, y posteriormente
infectaron células HEp-2. Después de 3 h se realizd la determinacion.

Gen Exposicién de Control Antimicrobianos (mg/ml)
HEp-2 a: (Hep-2 & Rifaximina Carvacrol Extracto de oregano
bacterias) 0.005 0.002 0.010 0.40 0.20
SOD1 Solo AM 1.11 +0.05c 0.91 +0.01c 1.13 +0.15c 0.49 £0.09b*  1.57 £0.06d*
AM + EAEC 0.79 £0.04c 2.62 £0.03e*  1.53+0.15d*  1.23+0.09c 0.94 £0.12¢c 1.61 +0.10d*
AM + EAHEC 1.47 £0.02d* 2.12 £0.04e*  1.37 £0.06d*  1.20 +0.01c 1.77 £0.04d*  1.31 +0.01d*
SOD2 Solo AM 1.14 +0.05c 0.74 £0.12¢c 1.24+0.02c 0.96 +0.01c 1.41 +0.08d*
AM + EAEC 0.26 +0.02a* 2.89 £0.04e* 1.35+0.13d* 0.29 £0.01a*  0.60 £0.15b*  1.05 +0.02c
AM + EAHEC 0.95 +0.03c 2.8 £0.02e* 0.83+0.07c 0.79 £0.12c 1.43£0.09d*  0.45+0.11a*
CAT Solo AM 0.69 +0.04b*  0.96 £0.09c 0.68 £0.01b*  1.47 £0.18d*  1.03 +£0.04c
AM + EAEC 0.03 £ 0.0a* 0.27 £0.07a* 0.10+0.01a*  0.08 £0.02a*  0.13 +0.13a*  0.09 +0.01a*
AM + EAHEC 0.09 £0.01a* 0.12 £0.08a* 0.19+0.01a*  0.04 £0.01a*  0.11 +0.02a*  0.14 +0.01a*
Glut Solo AM 0.75+0.02c  1.14 +0.07c 0.83 +0.08c 1.03 +0.06¢ 0.6 £0.09b*
E/C + EAEC 1.73 £0.01d* 0.35+0.01a* 0.30+0.12a*  0.47 £0.04b*  0.53+0.03b*  0.01 £ 0.0a*
E/C + EAHEC 0.44 £0.01b* 0.26+0.02a*  0.50 £0.01b*  0.36 £0.01a*  0.34 £0.06a*  0.43 £0.09b*

Antimicrobianos (AM), superdxido dismutasa (SOD1 y SOD2), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx).
EAEC: E. coli 042, EAHEC: E. coli 0104: H4 +: Desviacion estandar. Diferentes letras indican una expresion en
namero de veces que difiere del control, analizando las categorias con bacterias, AM o con AM maés bacterias
individualmente. El grupo control se normalizé con el valor 1, (subconjunto poblacional ¢), indicando los valores

>1 sobre-expresion y < 1 represion de los genes evaluados. (*) Significancia estadistica (P<0.05).

9.6. Obtencion de mutantes hibridas.
Debido a las variaciones obtenidas en el patron de adhesiéon EHAEC O104:H4, en presencia de
carvacrol, se considerd que este producto podia tener un efecto directo sobre proteinas que definen la
estructura en forma de ladrillos apilados, siendo esta la razon para iniciar la obtencion de mutantes Aaap

y AdaggA, a fin de poder proponer un posible mecanismo de accion.

Se utiliz6 la técnica de recombinacién homologa, donde construimos primeramente el plasmido
pKD46 con resistencia a espectinomicina (pKD465%t ") insertando una secuencia de 1475 pb después
de linearizar el plasmido con la enzima EcoRV. El producto ligado se incorpor6 a E. coli DH5a por
electrocompetencia. El plasmido pKD46 con resistencia a espectinomicina (pKD465P¢t) se utiliz6 para
transformar a EHAEC 0104:H4, obteniendo 23 UFC lo que se reportdé como una eficiencia de

transformacion de 68 UFC/ul de plasmido. El fragmento amplificado por PCR que codifica para
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resistencia a kanamicina y posee los sitios de reconocimiento para el gen blanco, fue introducido en un

segundo evento de electrocompetencia en EHAEC O104:H4 resistente a espectinomicina (pKD46
Espect r)_

Las UFC transformadas fueron seleccionadas en agar Luria Bertani adicionado con
espectinomicina y kanamicina, obteniendo una eficiencia de transformacion de 16 UFC/ul de producto
amplificado. Posterior al flanqueo por PCR del gen aap, obtuvimos 3 clonas que tuvieron bandas entre
1500 y 600 pb, esta Gltima representaba la insercion de la secuencia de kanamicina en el plasmido pAA
para deletar el gen aap respondiendo a la corroboracion de la mutacion. Lamentablemente al obtener mas
de una banda (Fig 20), consideramos a estas cepas como posibles mutantes hibridas, muy probablemente
debido que la ubicacion del gen aap en un plasmido limite la delecion de todos los genes al mismo tiempo,
si tenemos en cuenta que generalmente se presentan con mas de una copia gendmica. La realizacion de
la técnica para la obtencion de daggA4 quedo pendiente de evaluacion porque de igual modo que aap;
aggA se ubica en el plasmido pAA.

Mwp WT Transformed
kb 1 2 3

Figura 20 Electroforesis mostrando clonas hibridas post-recombinacion homologa en gel de agarosa al
1.0 %.

MWP: marcadores de peso molecular; WT (EHAEC 0104:H4, silvestre) y transformadas 1, 2 y 3 donde se
observan diferentes bandas sugiriendo hibridez en la mutacion.
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10. DISCUSION

La capacidad de las cepas enterogregativas para adherirse en 3h a células eucariéticas HEp-2
produciendo un patron en forma de ladrillos apilados, nos permiti6 estudiar el efecto de antimicrobianos
en el proceso de adhesion, para poder predecir sitios de accion para estos compuestos, considerando que
actuaban solo en la bacteria, en la célula eucariotica o en ambas. Desde que iniciamos la determinacion
de las CMB encontramos que los antimicrobianos, tenian efectos bactericidas contra las cepas estudiadas,
encontrando que los valores mas altos de CMB correspondieron a los extractos crudos de orégano y Hb,
siendo a su vez los que mostraron mayor variabilidad entre las cepas. En contraste, la rifaximina y el
carvacrol a dosis muy bajas fueron muy activas para inhibir el crecimiento de las cepas, probablemente
porque los compuestos estaban puros (Kim, Cornell, & Preston, 1995), aungue la brasilina era un

compuesto puro y necesito concentraciones relativamente altas para inhibir el crecimiento bacteriano.

Cuando establecimos la concentraciones sub-CMB que se utilizaron durante esta investigacion,
se determino que no afectaran la viabilidad, ni la integridad de la membrana bacteriana; la rifaximina que
ejerce su actividad antibacteriana al unirse a la RNA-polimerasa impidiendo la sintesis del ADN (Jiang
& Dupont, 2005), result6 ser el compuesto mas activo contra las cepas estudiadas. El carvacrol que es el
compuesto mayoritario del extracto de orégano, ha sido referenciado tener actividad antimicrobiana
actuando principalmente en la membrana citoplasmatica las bacterias, reconociéndose a las proteinas
asociadas a membrana, como sus posibles objetivos, (Juven et al., 1994). Alteraciones estructurales y
funcionales en la membrana, la interferencia en la sintesis y la funcionalidad de los acidos nucleicos, la
coagulacion del citoplasma provocando la fuga de sus constituyentes y el desequilibrio del metabolismo
con la consiguiente interrupcion de la comunicacién bacteriana a través de la inhibicion de quérum
sensing (QS) son tan solo algunos de los dafios reportados para este compuesto contra los

microorganismos (Marinelli, Di, & Ivana, 2018).

El extracto de orégano, también ha mostrado actividad sobre la membrana, sin embargo este
extracto esta compuesto por varios principios activos, por lo que se mecanismo de accién es mas amplio
y menos especifico (Ozkalp et al., 2015), sin embargo se necesité mayor dosis que en el carvacrol. Por
otro lado, la brasilina la cual presenta como principio activo la saponinas (homoisoflavonoide), solo se
conoce que son metabolitos secundarios involucrados en los mecanismos de defensa de las plantas
contra el ataque de hongos, bacterias, levaduras y algunos insectos. Estos mecanismos de inhibicién no
estad del todo entendidos, existiendo poca informacion acerca del efecto de las saponinas en los
polisacaridos de la pared celular y los fosfolipidos de la membrana celular de las bacterias.
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Por otra parte, mantener las células HEp-2 viables en presencia de los antimicrobianos a las
concentraciones seleccionadas era imprescindible. El carvacrol a 0.025 mg/ml resulto ser toxico para las
células HEp-2, por lo que no se pudo utilizar en el ensayo donde se preincubaban estas células con los
extractos. Se ha reportado que el carvacrol en concentracion de 200 y 400 mg/l provoco disminucion de

la tasa de proliferacion en celulas de neuroblastoma N2a (Aydin et al., 2014).

En general los resultados obtenidos en los ensayos de adhesion evidenciaron que 3 (rifaximina,
carvacrol y extracto de orégano) de los 5 compuestos evaluados inhibieron la capacidad de las cepas de
E. coli para adherirse a la superficie celular, independientemente del tipo de adhesion manifestada (AA,;
AL). El extracto de orégano y el carvacrol redujeron significativamente el nimero de bacterias adheridas
cuando se agregaron tanto a bacterias como a las células HEp-2. Como era de esperar, la reduccion del
tiempo de contacto de la bacteria con los antimicrobianos (de 4 a 1 h), mostrd6 menor inhibicién de la
adhesion, por lo que su presencia en la fase inicial de la adhesion provocd mayor respuesta inhibitoria.

Es relevante comentar que la rifaximina también redujo significativamente las bacterias adheridas.

Taylor y colaboradores (2011) habian establecido que compuestos naturales como el timol y el
carvacrol a concentraciones sub-CMB reducen significativamente la adhesividad de E. coli a células
vaginales, asi como la invasion de Salmonella a IPEC-J2 (células epiteliales intestinales porcinas),
respectivamente; lo cual fue acorde con los resultados encontrados en este trabajo. Es importante destacar
que ambos compuestos (timol y carvacrol) estan presentes en el aceite esencial de orégano (Inamuco et
al., 2012).

Los resultados obtenidos por la adicion de brasilina y Hb como promotores de la adhesion puede
tener una causa probable en la actividad que tiene este compuesto para inhibir la telomerasa; se ha
demostrado que tiene potencial anticancerigeno y si tenemos en cuenta el origen de HEp-2 muy
probablemente sea una de las causas que facilito el aumento de la adhesién en presencia de estos

compuestos (Zanin et al., 2012)

La exposicion de las células HEp-2 a concentraciones sub-CMB de antimicrobianos por 1 h, no
mostrd variaciones en el nimero de bacterias adheridas a estas células, evidenciando que la interaccion
de estos compuestos con células HEp-2, no son la causa de la inhibicion de la adhesién de E. coli-HEp-
2. En contraste, Brown y colaboradores (2010) realizaron un ensayo similar donde pre-expusieron a las
células HEp-2 a 64 pg/ml de rifaximina y despues de 24 h retiraron el medio e infectaron con EAEC por

3 h, en este caso, a diferencia de nuestro trabajo observaron reduccion del nimero de bacteria adheridas,
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y la causa de esta diferencia puede ser la elevada concentracion de rifaximina utilizada y el tiempo de

exposicion de las células a los antimicrobianos.

De igual modo, aunque la aplicacion de los compuestos despues de que ocurri6 la unién E. coli-
HEp-2, no fue efectivo para lograr la separacion bacteria-célula, nos permitié corroborar que era
imprescindible la pre-incubacion de la bacteria con los antimicrobianos si se quiere obtener una respuesta
inhibitoria eficaz; porque durante tres h con tiempos de generacion de 20 minutos, E. coli es capaz de
iniciar en multiples ocasiones nuevas fases de adhesion, que en presencia de los compuestos estaria
inhibida, sin embargo, esa no fue la respuesta que se obtuvo, ya que esta capacidad para inhibir la
adhesion se fue perdiendo conforme al tiempo.

Quedando demostrado que los antimicrobianos afectaron mecanismos fisioldgicos de las
bacterias que inhiben su adhesion a células eucaridticas, se procedid a analizar si estos cambios podian
ser inducidos a nivel de expresion génica. Aungque no pudimos establecer a alguno de los genes
estudiados como uno de los responsables del efecto anti-adhesion observado, se detectaron algunas

variaciones importantes en todos los genes estudiados relacionados con la adhesion.

El proceso de adherencia en EAEC requiere estructuras fimbriales Ilamadas fimbrias de
adherencia agregativa (AAF) codificadas por el plasmido pAA, aggR es un regulador maestro que
controla la expresion de genes plasmidicos y cromosémicos y regula la AAF y la expresion de aap
(Monteiro et al., 2009). En este estudio, demostramos que lograr el entendimiento de una respuesta
fenotipica requiere un trabajo molecular que combine muchos elementos, aunque es cierto que no
obtuvimos resultados contundentes con los analisis de expresion de genes, es importante tener en cuenta
que en todos los casos muestreados en al menos uno de los tres genes aggR, aggA y pic investigados
como posibles facilitadores de adhesion en EAEC, estuvieron reprimidos por efecto de los

antimicrobianos.

Sin embargo, si analizamos el comportamiento de la expresion del gen aap, podemos suponer
que la respuesta inhibitoria puede ser dada por la accion de los antimicrobianos sobre la membrana, ya
que aap codifica para la dispersina, proteina responsable de mediar un fenotipo antiagregacion,
induciendo cambios en la polarizacion de la membrana externa de la célula bacteriana, interrumpiendo
la atraccion electrostatica de la fimbria de adherencia agregativa FAA (Kaur et. al, 2010), en nuestro
trabajo los antimicrobianos reprimieron la expresion de este gen; permitiéndonos explicar por qué las

bacterias, incluso cuando mostraron inhibicion de la adhesion, mantuvieron tendencias a agregarse
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cuando fueron tratadas con rifaximina y extracto de orégano. Fue muy interesante observar un marcado
efecto antiagregante en aquellos tratados con carvacrol donde los adheridos se mantuvieron separados,
la base de este efecto podria explicarse con base a que este compuesto favorece la carga negativa de la
membrana o a que contribuye a preservar la estabilidad estructural de la dispersina en su enlace disulfuro
y nucleo hidrofébico. La dispersina comprende dos laminas B en una configuracion alargada con dos
pequefias hélices a en cada polo, lo que le da estabilidad en el ambiente hostil del intestino (Sheikh et al.,
2002).

Es importante mencionar, ademas, que el tamafio de la proteina principal de la fimbria de
adherencia aggregativa difiere entre los serotipos de EAEC 042 y EHAEC 0O104:H4 por lo que puede
haber variaciones importantes que provocaran diferencias en el patron en forma de ladrillos apilados
caracteristico que fue afectado mayormente en el serotipo hibrido. EI gen aggA que codifica para la
proteina en cuestion presenta en EAEC 042 (NUmero de acceso: GenBank: AB571092.1:34-516) 483 pb
formando una proteina de 160 aminoacidos, mientras que en EHAEC 0104:H4 (Numero de acceso:
GenBank: AFOB02000132.1) con 351pb tiene 116 aminoacidos (NCBI, Maryland, EUA), sugiriendo
que tal vez estas diferencias unidas al deficit de dispersina pueden favorecen variaciones en la expresion

fenotipica independientemente de la inhibicion de la adhesion como se observo en EAHEC.

Por otro lado, la expresién ligeramente incrementada del fago de stx2a en las bacterias no
adheridas del serotipo O104:H4 resulto interesante, porque es conocido que el papel de los antibioticos
en el tratamiento de las infecciones por E. coli productoras de toxinas shiga (STEC) es contradictorio
debido a la preocupacion por desencadenar el sindrome hemolitico-urémico (SUH) al aumentar la
produccién de toxina Shiga (Stx) durante el tratamiento. En contraste a lo obtenido, Bielaszewska y
colaboradores (2012) quienes encontraron que no se indujeron fagos que albergaran stx2 ni aumento la
transcripcion o produccion de stx2 en investigaciones realizadas donde trataron E. coli O104:H4 con
rifaximina, sin embargo, Nassar y colaboradores (2013) determinaron utilizando concentraciones sub-CMB
de rifampicina (grupo farmacolégico de la rifaximina) un aumento en la produccién de Stx2 de manera
independiente a la respuesta SOS en E. coli 0157:H7, evidenciandose que las dosis sub-CMB determinan

el resultado obtenido.

De igual modo, la subexpresion de este gen en presencia de carvacrol, estd acorde a lo investigado
por Mith y colaboradores (2014) en su estudio E. coli O157: H7, mostrando la misma tendencia a partir

de tratamientos con este compuesto, pero a diferencia nuestra, ellos investigaron la stx2b, debido a sus
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resultados sugirieron el carvacrol como potente mitigador de efectos adversos para la salud causados por
la expresion del genes de virulencia de EHEC O157: H7, vale mencionar que ellos evaluaron 6 genes.
Inesperadamente, el extracto de orégano manifesté aumento en la produccién de stx, existiendo pocos

reportes al respecto pues se utiliza principalmente aceites esenciales de orégano, no asi extracto etanolico.

Poder observar la adhesion de las mutantes de E. coli daap y daggA y compararlas con los
obtenidos después de la exposicion con antimicrobianos se convirti6 en un desafio durante esta
investigacion no pudiendo completarlo; lo méas cerca que estuvimos de lograr la delecién del gen aap,
fue obteniendo mutantes hibridas muy probablemente porque los plasmidos tienen més de un nimero de
copias, por tanto si ocurriese la recombinacién de genes en al menos un plasmido seria suficiente para
que la cepa se desarrolle en presencia de kanamicina, sin embargo albergando al menos un plasmido con
la secuencia original es suficiente para que la actividad del gen persista y como consecuencia la presencia
de dispersina. A pesar de los intentos por seleccionar la poblacion, en presencia de antibioticos, todos los
ensayos de PCR punto final presentaron mas de una banda dentro de los rangos establecidos de
amplificacion para este ensayo (673/1584 pb; aap/resistencia a kanamicina insertada eliminando el gen
aap). Continuar el desarrollo de las mutantes para establecer patrones de comparacion, seria la

perspectiva actual mas importante de la presente investigacion.
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11. CONCLUSIONES:
1) Las concentraciones seleccionadas de antimicrobianos no afectaron la viabilidad ni la integridad de

membrana en los 3 serotipos de E. coli estudiados.

2) Las células HEp-2 manifestaron >90% de viabilidad a 4, 12 y 24 h de exposicion a los antimicrobianos,
excepto la concentracién de 0.025 mg/ml de carvacrol que caus6 70% de afectacion en la viabilidad.

3) La rifaximina, carvacrol y extracto de orégano inhiben la capacidad de adhesion de E. coli a células
Hep-2.

4) La Brasilina y el palo de Brasil (Hb) aumentaron la adhesion de E. coli a células HEp-2.

5) La rifaximina, carvacrol y extracto de orégano inhibieron la capacidad de adhesion de E. coli a células

HEp-2, cuando estan presentes durante la etapa inicial de la adhesion.

5) La rifaximina, carvacrol y extracto de orégano no bloquean las propiedades adhesivas de las células
HEp-2.
6) El carvacrol en concentracion de 10 mg/ml, modificé el patron de adhesion en el serotipo EAHEC

0104:H4.

7) Se observaron modificaciones en la expresion génica y el comportamiento adherente de bacterias

agregativas no adheridas pero expuestas a los antimicrobianos.

8) La rifaximina, carvacrol y extracto de orégano alteraron la actividad genotipica de manera dosis
dependiente en las bacterias adheridas, evidenciando una marcada diferencia entre los serotipos

agregativos.

9) La mayoria de los antimicrobianos afectaron la expresion de genes del estrés oxidativo de las células

HEp-2 debido a una posible respuesta de defensa por las células eucarioticas.
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