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RESUMEN

Las cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC) son patégenas para los
humanos y son capaces de causar enfermedades de leves a graves. En este estudio, se evalué el
efecto antimicrobiano de citral, eugenol y hexanal en combinacién con choque térmico (HS) en el
crecimiento, formacién de biopeliculas, swarming y expresién de genes de virulencia de los
serotipos STEC (O157: H7, 0103, O111 y O26). Las concentraciones minimas bactericidas
(CMB) se evaluaron mediante el método de recuento en placa. Se aplicaron concentraciones
subletales de los compuestos ademds del choque térmico (46°C /1 h'y 55°C/1 h). La formacién de
biopeliculas se midi6 mediante un ensayo colorimétrico utilizando cristal violeta, se determiné la
movilidad “swarming” en placas de agar LB semisolido y la expresion génica mediante la
cuantificacién de RT-PCR. El eugenol fue el compuesto mas efectivo sobre el crecimiento de
cepas de E. coli (CMB =0.58 mg/mL a 0.73 mg/mL), seguido de citral (CMB =0.86 mg/mL a 1.26
mg / mL) y hexanal (CMB =2.24 mg/mL a 2.52 mg/mL). La exposicién a productos naturales
solos o en combinacién con HS no provocd efectos generalizados, y estos varfan segin el
tratamiento especifico; la mayoria de los tratamientos aplicados a las cepas STEC 0103, O111 y
O157: H7 inhibieron la formacién de biopeliculas; aunque la cepa 026 formé una biopelicula
fuerte por efecto del choque térmico, sin embargo, después de la exposicion a los compuestos,
cambi6 a no formadora de biopelicula. En esta cepa, los genes relacionados con la biopelicula
csgA 'y csgD se sobreexpresaron 5,5 veces por choque térmico, pero la sobreexpresion disminuy6
cuando también se expusieron a compuestos naturales. No se observé un patrén consistente en la
motilidad swarming por efecto de compuestos naturales solos o en combinacidén con HS. Todos
los genes analizados para swarming se sobreexpresaron por efecto del choque térmico y por
eugenol. El resto de los productos naturales solos o en combinacién con HS no mostraron una
tendencia regular. La expresion del gen de la Shiga (szx/) en las biopeliculas y en swarming por
efecto de la exposicion a productos naturales solos o en combinacién con HS varia
considerablemente, lo que tiende a aumentar la expresion en las células de biopelicula y aumenta
la proliferacién de bacterias. Este estudio indicé que las combinaciones de compuestos naturales
y HS afectaron el crecimiento, la biopelicula, la motilidad swarming y la expresién de genes
involucrados en la virulencia, y que estos procesos tienen una gran variabilidad entre cepas y no

pueden relacionarse con un compuesto especifico o con HS.



ABSTRACT

Shiga-toxin producing Escherichia coli strains are pathogenic for humans and
capable of causing mild to severe illnesses. In this study, the antimicrobial effect of citral,
eugenol and hexanal in combination with heat shock (HS) was evaluated on growth,
biofilm formation, swarming and expression selected virulence genes of STEC serotypes
(O157: H7,0103,0111 and O26). The minimum bactericidal concentrations (MBC) were
evaluated by the plate count method. Sublethal concentrations of compounds and heat
shock (46°C/1 h and 55°C/1h) were applied. Biofilm formation was measured by violet
crystal assay, swarming mobility was determined on semi-solid LB agar plates, and gene
expression by qPCR. Eugenol was the most effective compound against growth of E. coli
strains (MBC=0.58 to 0.73 mg/mL), followed by citral (MBC=0.86 to 1.26 mg/mL) and
hexanal (MBC=2.24 to 2.52 mg/mL). The exposure to natural products alone or in
combination with HS did not provoke standardized effects, and these vary depending on
the specific treatment; most of the treatments applied to strains O103, O111, and O157:
H7 inhibited biofilm formation; although strain 026 formed strong biofilm by the effect
of heat shock after exposition to compounds, changed to non-biofilm; in this strain, the
related to biofilm genes csgA and csgD were overexpressed 5.5 fold by heat shock, but
overexpression was decreased when also were exposed to natural compounds. No
consistent pattern was observed in swarming motility by the effect of natural compounds
alone or in combination with HS. All the genes analyzed during swarming were
overexpressed by the effect of heat shock and by eugenol. The rest of natural products
alone or in combination with HS did not showed a regular tendency. Shiga toxin gene
expression on biofilm and swarmer cells by the effect of exposition to natural products
alone or in combination with HS vary considerably, tending to up expression in biofilm
cells, and increasing in swarming bacteria. This study indicates that combinations of
natural compounds and HS affects growth, biofilm, swarm motility, and the expression of
genes involved in virulence, and have great variability between strains and cannot be

related to specific compound or to HS.



INTRODUCCION

Escherichia coli es un miembro importante del microbiota intestinal humana que brinda
una funcién reguladora y un beneficio mutuo con el humano (Eigner et. al., 2017). Las
cepas de E. coli se han agrupado en al menos seis patotipos con base en evidencia
epidemioldgica, rasgos fenotipicos, caracteristicas clinicas y factores de virulencia
especificos. Uno de ellos es la E. coli productora de toxina Shiga (STEC), responsable de
procesos patologicos como la colitis hemorragica (CH) y complicaciones graves como el
sindrome urémico hemolitico (SUH) (Page y Liles 2013). El serotipo O157: H7 pertenece
a este grupo y es el que causa enfermedades reportado con mds frecuencia (Rangel et. al.,
2005; Carter et. al., 2016), sin embargo, otros serotipos llamados 026, 045, 0103, O111,
0121 y O145 conocidos como "big six" también son muy frecuentes y responsables del
70% de los 1579 episodios de enfermedad, 202 hospitalizaciones y 4.7 muertes de
enfermedades transmitidas por alimentos relacionadas con STEC no O157 en los Estados
Unidos cada afio (Almanza, 2011; Brooks et. al., 2005; Simpson et. al., 2012; Fouladkhah
et. al, 2013). Sin embargo, todas las cepas STEC estdn ganando importancia a nivel
mundial debido al aumento de los problemas relacionados con ellas (Hedican et. al., 2009;
Mathusa et. al., 2010; Sheng et. al., 2016).

Aungque las toxinas Shiga (stx; stx1 y/o stx2) son parte de los factores de virulencia
importantes de estas bacterias, otros procesos como la motilidad swarming y la formacién
de biopeliculas también contribuyen a desarrollar o aumentar su persistencia en los
ambientes. La motilidad swarming permite que las bacterias migren cooperativamente
sobre superficies semisolidas y sélidas y aumenta la resistencia a los antimicrobianos
(Partridge et. al., 2019). Las biopeliculas son comunidades microbianas sésiles en
superficies formadas a través de la secrecion de sustancias poliméricas extracelulares,
estos compuestos mejoran la adherencia a las superficies e inducen la agregacion
microbiana (Donlan y Costerton, 2002; Chen etz. al., 2015). El flagelo es principalmente
un orgénulo de motilidad que permite el movimiento y la quimiotaxis. Por otro lado, las
bacterias pueden tener uno o varios flagelos, y pueden ser polares (uno o varios flagelos

en un punto) o peritrico (varios flagelos en toda la bacteria). Ademads de la motilidad, los



flagelos poseen varias otras funciones que difieren entre las bacterias y durante el ciclo de
vida bacteriano: un flagelo puede, por ejemplo, participar en la formacién de biopeliculas,
la exportacion de proteinas y la adhesion (Haiko y Westerlund-Wikstrom, 2013).

En los humanos, la patogénesis de las cepas STEC implica la adhesion de bacterias
al epitelio del ileon seguido de colonizacién del colon y produccién de las toxinas stx, lo
que altera la funcién de barrera epitelial y el transporte de iones, causando diarrea. La stx
puede llegar al torrente sanguineo y diseminarse a tejidos extraintestinales, produciendo
enfermedades mds graves y secuelas importantes como el SUH que pueden provocar la
muerte (Montero et. al., 2017).

El aumento de la resistencia a los antibidticos por parte de los patdgenos
microbianos estd acelerando la bisqueda de estrategias alternativas y agentes novedosos
para controlar su presencia en alimentos e infecciones bacterianas. Desde hace décadas se
ha prestado atencion a los fitoquimicos de plantas como antimicrobianos. Existe evidencia
cientifica que estos compuestos son menos propensos a inducir resistencia bacteriana y
muchos de ellos se clasifican como generalmente seguros para el consumo humano (Kim
et. al., 2016).

El citral, eugenol y hexanal son compuestos atractivos para ser analizados para la
inhibicién de E. coli productora de toxina Shiga. El citral es un componente activo
principal de los aceites citricos y se agrega cominmente a los alimentos y bebidas (p. ej.,
refrescos y postres), y estd aprobado para su uso en los alimentos por la Administracién
de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA, con Cdédigo de Regulaciones
Federales (CFR): GRAS, 21 CFR 182 - 60) Ademas, el citral ha mostrado actividad
antibacteriana contra E. coli, Salmonella y Listeria monocytogenes. El eugenol se usa
como agente saborizante en los alimentos y ha demostrado propiedades antimicrobianas,
causando la inhibicién contra hongos, virus y bacterias. El hexanal posee una actividad
notable contra varios hongos, bacterias Gram positivas y Gram negativas, siendo un buen
candidato para ser explorado por su actividad contra las cepas STEC (Patrignani et. al.,
2008; Devi et. al., 2010; Shi, et. al., 2017; Mak et. al., 2019).

Uno de los mecanismos que las bacterias han desarrollado para sobrevivir en
condiciones desfavorables es la capacidad de responder a situaciones de estrés. Esta

respuesta al estrés estd mediada por un patrén cambiado de expresion génica que



generalmente resulta en una mayor tolerancia de las bacterias al factor de estrés que
desencadend la respuesta y, por lo general, también a una serie de otros factores de estrés
(Pichereau et. al., 2000). Durante las ultimas décadas, las respuestas a diferentes tipos de
estrés se han estudiado intensamente en varias bacterias, y la regulacion genética y la
interaccion entre diferentes regulones de estrés se entiende bien en organismos modelo
como E. coli (Hengge, 2002; Foster et. al., 2000).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto individual de
citral, eugenol y hexanal sobre varios serotipos de STEC, en particular sobre el
crecimiento, la formacién de biopeliculas y el movimiento swarming. Ademads,
determinamos el efecto de estos compuestos combinado con tratamientos térmicos sobre
la viabilidad, los factores de virulencia y la expresion de genes asociados a la virulencia

en las cepas STEC.



ANTECEDENTES

Patotipos de Escherichia coli

Las cepas de E. coli aisladas de enfermedades intestinales se han agrupado en al menos
seis patotipos principales en funcién de la evidencia epidemioldgica, rasgos fenotipicos,
caracteristicas clinicas y factores de virulencia especificos. Los patotipos intestinales bien
descritos incluidos todos en las E. coli diarreogénica (DEC) son: E. coli productora de
toxina Shiga (STEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), y E. coli adherentemente
difusa (DAEC). Los genes asociados a la virulencia que son exclusivos de un patotipo se
han utilizado como marcadores moleculares para definir el patotipo de las cepas de E. coli

(Xiangning et. al., 2019).

E. coli productora de toxina Shiga STEC

La STEC, definida por la produccién de toxinas Shiga (stxs) codificadas por fagos, plantea
un importante problema de salud publica, ya que puede causar un amplio espectro de
sintomas que van desde el proceso asintomadtico hasta la diarrea severa, asi como la diarrea
sanguinolenta y el sindrome urémico hemolitico (SUH). Las toxinas stx se clasifican en
dos familias principales, Stx1 y Stx2 (codificadas por stx/ y stx2) sobre la base de ensayos
de neutralizacién de toxinas y andlisis de secuencia. Las Stx1 se clasificaron en tres
subtipos Stx1 (Stx1a, Stx1c y Stx1d) y las Stx2 en siete subtipos (Stx2a a 2g) basadas en
similitudes de secuencias y andlisis filogenético (Scheutz et. al., 2012).

La capacidad de producir toxinas Shiga (stx) es la principal caracteristica de
virulencia de la E. coli (STEC). Estas potentes citotoxinas bloquean la sintesis de proteinas
al inactivar los ribosomas, su accién sobre las células blanco es responsable de las formas
mds graves de enfermedades inducidas por STEC, como la colitis hemorragica y el
sindrome urémico hemolitico (SUH) potencialmente mortal. Muchos marcadores de
virulencia para un patotipo a menudo se transportan en elementos genéticos mdviles

(MGE) como fagos y pldsmidos como se menciona en STEC y ETEC, lo que permite la



adquisicion de genes de virulencia a través de MGE vy la transferencia horizontal de genes
que conducen a la aparicién de patotipos hibridos (Tozzoli et. al., 2014).

Ademas de las toxinas stx, las cepas STEC pueden poseer rasgos de virulencia
adicionales, como factores de adhesion, sistemas de secrecién de proteinas o toxinas
adicionales, parcialmente codificadas en elementos genéticos moviles, como pldsmidos o
islas de patogenicidad. La gran flexibilidad gendmica resultante de esta patovariedad se
refleja en el hecho de que se sabe que las cepas de mas de 400 serotipos de E. coli
diferentes codifican Stx. Sin embargo, muy pocos de estos, incluidos los que poseen
antigenos O 026, 045, 0103, 0111, 0121, 0145 y O157, son responsables de la mayoria
de las infecciones humanas (Brooks et. al., 2005).

El ganado bovino es un reservorio natural de STEC; una de las vias de transmisién
de este patdgeno es el consumo de alimentos contaminados, como la carne mal cocida. La
dosis infectiva para el humano es muy baja es inferior a 100 organismos y tan poco como
10, lo que redunda en altas tasas de infeccion y transmision a las personas (Etcheverria y

Padola, 2013).

Escherichia coli enterohemorragica EHEC O157: H7

E. coli O157: H7 es uno de los patégenos transmitidos por los alimentos mas importantes
del mundo, que causa gastroenteritis, sindrome urémico hemolitico (SUH), colitis
hemorragica y purpura trombocitopénica trombdtica en grupos susceptibles, como nifios
y personas mayores. Generalmente esta altamente asociado con el ganado, y los productos
frescos contaminados han sido recientemente implicados en enfermedades transmitidas
por los alimentos por E. coli O157:H7. Ademas, dichos brotes transmitidos por los
alimentos también pueden ocurrir después del consumo de alimentos contaminados de
forma cruzada con patégenos que residen en entornos asociados con los alimentos,
incluidos los procesos de produccion, transporte y coccion (Lim et. al., 2019).

Las células bacterianas se adhieren a las superficies abidticas y producen
estructuras similares a peliculas que protegen a las células de las tensiones ambientales,
como la desinfecciéon en un entorno de procesamiento de alimentos. Esta estructura,
llamada biopelicula, puede generar serios problemas durante la produccion, distribucion

y consumo de alimentos por contaminacion cruzada. Estudios anteriores mostraron que



las biopeliculas de E. coli O157:H7 que se forman en superficies en contacto con
alimentos como el acero inoxidable eran resistentes al ambiente de secado y a la

desinfeccién (Adator et. al., 2018).

Factores de virulencia

a) Formacion de biopelicula

Las infecciones causadas por E. coli son dificiles de erradicar debido a la
formacion de "biopeliculas" (Danese et. al., 2000). Una biopelicula se define como un
agregado de microorganismos que viven juntos como comunidad y a menudo se
encuentran unidos a superficies s6lidas en ambientes himedos. Los microorganismos en
una biopelicula secretan una variedad de sustancias protectoras llamadas EPS
(exopolisacaridos) que mejoran su eficiencia de supervivencia. Las biopeliculas de E. coli
son el principal agente causante de muchas infecciones intestinales. Las densas células
bacterianas en la biopelicula se comunican entre si a través de la via de sefializacion
quimica conocida como quérum sensing (QS). Durante el QS, las células bacterianas
secretan sustancias autoinductoras (Al) al medio extracelular y una vez que se alcanza la
alta densidad requerida, aumentan la formacién y maduracién de biopeliculas (Sturbelle
et. al., 2015). Las Al ayudan a las células bacterianas de la biopelicula a secretar factores
de virulencia, a modular la respuesta inmune del huésped y a generar cambios genéticos.
En las cepas enterohemorragicas de E. coli el sistema de QS regula la expresion de mas
de 400 genes. Entre estos se encuentran los genes que codifican para el sistema de
secrecion tipo III, motilidad flagelar, adhesion a superficies y produccion de la toxina
Shiga (March y Eiros, 2013). La biopelicula dificulta la penetracion de los antibidticos
convencionales y hace que las células sean menos susceptibles a los antibioticos (Ito et.
al., 2009; Mittal et. al., 2015).

En las biopeliculas, las células bacterianas producen sustancias poliméricas
extracelulares (SPE) con DNA extracelular, proteinas y polisacéridos, forman una pelicula
viscosa que rodea las células bacterianas. Ademas, las SPE estd involucrado en la unién

de las células a las superficies y en la formacién de estructuras tridimensionales de



biopeliculas y sirve como una barrera protectora para los desinfectantes comerciales
(Fouladkhah et. al., 2013).

Aunque la toxina Shiga es el factor de virulencia definitivo para STEC
(WHO/FAO 2018), la capacidad de formar biopeliculas también puede aumentar o
promover la persistencia y resistencia de estos patégenos en las superficies de los
alimentos y en el medio ambiente, aumentando el riesgo de exposiciéon humana.
Actualmente, las biopeliculas son de considerable interés para la inocuidad de alimentos
y las comunidades médicas debido a su resistencia a los desinfectantes y a otros
antimicrobianos (Gutiérrez et. al., 2016; Otter et. al, 2015). Esta caracteristica es
conferida por la matriz de la sustancia polimérica extracelular (Sharma et. al., 2019; Wang
et. al., 2018), el estado metabdlico de las células dentro de la biopelicula (Singh et. al.,
2017), asi como los cambios en la expresion génica debido a la respuesta al estrés y a los
sistemas de sefializacion de deteccion de quérum, que regulan la sintesis de enzimas
degradantes en las células de biopelicula (Del Pozo y Patel 2007). Factores como la
temperatura (Wang et. al., 2012), tiempo de exposicion (Culler et. al., 2014), diferentes
apéndices extracelulares (Beloin et. al., 2008), la formacion de sustancias poliméricas
extracelulares (Sharma et. al., 2016), disponibilidad de nutrientes (Klausen et. al., 2003),
la diferencia en el tipo de superficie colonizada y la variabilidad en las caracteristicas de
las cepas bacterianas individuales (Biscola ez. al., 2011) desempefian un papel critico en
la colonizacién de superficies por E. coli.

Las bacterias exhiben dos modos de crecimiento: el modo plancténico de vida libre
o el modo sésil, adherido a la superficie dentro de las biopeliculas, que son comunidades
estructuradas encerradas en una matriz polimérica de produccién propia. La capacidad de
formar una biopelicula no es solo un rasgo comun de varios microorganismos, incluidos
los eucariotas unicelulares como las levaduras, sino que también se ha reconocido como
el modo dominante de crecimiento bacteriano en la naturaleza (Rumbaugh y Sauer, 2020).
La formacién de biopelicula es un proceso de desarrollo que se inicia por organismos
plancténicos (de vida libre) que forman agregados y/o la transicién a un estilo de vida
asociada a la superficie, y se completa cuando las células escapan de la estructura de la
biopelicula en un proceso referido como 'dispersion' para volver al estado plancténico de

crecimiento. Aunque ahora se acepta ampliamente que la mayoria de las especies



bacterianas, si no todas, forman biopeliculas en un proceso ciclico, la primera y maés
detallada informacidén sobre el ciclo de vida del desarrollo de biopelicula proviene de la
investigacion con Pseudomonas aeruginosa. Este proceso de desarrollo se ha descrito
como un proceso secuencial y altamente regulado, que involucra al menos cinco etapas
fenotipicamente distintas (Figura. 1), con cada etapa de desarrollo de biopelicula
correspondiente a patrones tinicos de produccidn de proteinas y expresion génica (Petrova

et. al., 2017).
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Figura 1. Formacion y dispersion de biopeliculas (Rumbaugh y Sauer 2020).

Las caracteristicas clave relacionadas con el modo de crecimiento sésil incluyen la
pérdida de la expresion génica del flagelo, la produccién de componentes de la matriz de
biopeliculas, la induccién de mecanismos de resistencia a los antibidticos (incluidas las
bombas de flujo de salida incluso cuando las biopeliculas se cultivaron en ausencia de
antibiéticos) y el aumento de los niveles de determinantes de virulencia (Liao et. al.,
2013). Como consecuencia, las células de biopelicula muestran caracteristicas y
comportamientos que son distintos de los de sus contrapartes plancténicas, con las

caracteristicas distintivas que incluyen resistencia innata a las defensas inmunes del



huésped y su mayor tolerancia al estrés, incluidos la falta de nutrientes, la deshidratacion
y los agentes antimicrobianos. En particular, se ha informado que las biopeliculas son de
10-1,000 veces mas tolerantes a varios antibidticos en comparacion con sus contrapartes
plancténicas (Davies, 2003). Estas caracteristicas provocan graves consecuencias en
entornos médicos e industriales. Por ejemplo, las biopeliculas se encuentran con
frecuencia en superficies de ingenieria, donde causan incrustaciones bioldgicas
(bioincrustaciones) (De Carvalho, 2018).

Se cree que el desprendimiento es el mecanismo principal que limita la
acumulacién general de biomasa de biopelicula y se refiere a la liberacién pasiva de
particulas de biopelicula debido a la tensiéon mecénica o de corte. Distintas bacterias de
desprendimiento que se convierten en un modo de crecimiento plancténico que es mas
vulnerable a los agentes antimicrobianos y a las respuestas inmunes, la dispersiéon ahora
se considera una via prometedora para el control de biopeliculas (Rumbaugh y Sauer,
2020).

En bacterias Gram negativas como E. coli y Salmonella, 1la motilidad activa
depende de un aparato flagelar que es necesario para que naden en medio liquido o
semiliquido. En uno de los primeros estudios con E. coli como sistema modelo, se
descubrié que la mitad de los mutantes de insercion deficientes en la formacién de
biopeliculas identificados por Pratt y Kolter (1998) perturbaban las funciones flagelares.
Estos autores demostraron que la motilidad misma, y no la quimiotaxis o el contacto
directo de la superficie con los flagelos, era necesaria para formar una biopelicula, y
propusieron que, mds alld de permitir que las bacterias rompieran las fuerzas repulsivas,
los flagelos también pueden permitir que las bacterias se propaguen a lo largo de la
superficie. Las capacidades de formacion de biopeliculas se correlacionaron directamente
con su capacidad para nadar (Beloin et. al., 2008). Aunque esto sugiere que el requisito
de generar organulos en la superficie celular es un tema comin en la formacién de
biopeliculas, no es un requisito absoluto, y las bacterias no méviles ain pueden formar
biopeliculas en ciertas condiciones, como se muestra para E. coli K-12 (Pratt y Kolter
1999), pero también para E. coli enteroagregativa (EAEC) (Sheikh et. al., 2001). En una

cepa no movil que sobreexpresa las adhesinas superficiales conocidas como curli, se ha



demostrado que la motilidad flagelar no es necesaria para la adhesion inicial, ni para el
desarrollo de biopeliculas (Prigent- Combaret et. al., 2000).

Junto con los aspectos termodinamicos, se ha demostrado ampliamente la
contribucién directa de los orgénulos adhesivos de la familia fimbrial a la unién
irreversible de las bacterias a las superficies. Tres clases de fimbrias tienen un papel en el
fortalecimiento de las interacciones de bacterias a la superficie: fimbrias tipo 1, curli y pili

conjugativo (Beloin et. al., 2008).

b) Fimbrias tipo 1

Las fimbrias tipo 1 (o pili) son adhesinas protéicas filamentosas cominmente
expresadas tanto por aislamientos comensales como patdgenos de E. coli. Las bacterias
que expresan fimbrias tipo 1 generalmente presentan entre 100 y 500 fimbrias en su
superficie. Estas fimbrias tienen una estructura tubular que tiene un didmetro de 5-7 nm 'y
una longitud de entre 0.2 y 2 um. Los pili tipo 1 pueden adherirse, de manera dependiente
de manosa, a una variedad de moléculas receptoras en las superficies de las células
eucariotas (Duncan et. al., 2005) y son factores de virulencia bien documentados en E.
coli patégena (Kaper et. al., 2004). Junto con su papel en la formacion de biopelicula
secretada mediada por IgA en el intestino, estas adhesinas son criticas para la formacién
de biopeliculas de E. coli en superficies abidticas. La expresion de pili tipo 1 es inducida
por la adhesion y la formacién de biopeliculas en etapas tempranas y tardias (Beloin et.

al., 2004).

Curli

Identificadas inicialmente en E. coli, las fimbrias tipo curli, también llamadas
fimbrias agregadas delgadas, son producidas por otras Enterobacteriaceae como Shigella,
Citrobacter 'y Enterobacter. Las fimbrias tipo curli se agregan en la superficie celular para
formar estructuras de 6 a 12 nm de didmetro cuya longitud varia entre 0.5 y 1 um. Se ha
demostrado que estas fimbrias se unen a las proteinas de la matriz extracelular como la
fibronectina, la laminina y el plasminégeno, promoviendo asi la adhesién de la bacteria a

diferentes células humanas. Ademds, las fibras adhesivas curli también promueven la
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formacion de biopeliculas en superficies abidticas, al facilitar las interacciones iniciales
entre la superficie celular y las interacciones posteriores entre células (Uhlich et. al,
2006). Los genes involucrados en la produccion de curli se agrupan en dos operones
transcritos de manera divergente: el operéon csgBA, que codifica los componentes
estructurales del curli, el operon csgDEFG, que codifica un regulador transcripcional
(CsgD) y la maquinaria de exportacion de curli (CsgE-G). En aislamientos ambientales y
clinicos de E. coli, la sintesis de curli esta sujeta a una regulacion estricta y compleja que
permite la produccién de curli notablemente a 37 °C y/o 28 ° C dependiendo de los
aislamientos, mientras que la expresion de curli es criptica en la mayoria de las cepas de
E. coli de laboratorio. Junto con el sistema de dos componentes EnvZ/OmpR, varios
reguladores transcripcionales (CpxR, ResCDB, RpoS, H-NS, IHF, Crl, MIrA) responden
a diferentes condiciones ambientales y de estrés como la temperatura, la osmolaridad, el
pH y la oxigenacién. Estos estdn involucrados en la regulacion de la expresion de curli a
través de una red de interacciones entre los factores de transcripcion y la region reguladora
de csg. Se supone que esta compleja red reguladora permite el ajuste fino de la expresion
de curli que puede desempefiar un papel en la colonizacién de nichos especificos por E.

coli, especialmente en el cuerpo humano (Prigent-Combaret et. al., 20001).

¢) Pili conjugativo

Aunque la mayoria de las cepas de E. coli K-12 de laboratorio son pobres formadoras de
biopeliculas, la introduccidn, ya sea artificial o natural, en comunidades mixtas de E. coli
de un pldsmido conjugado en estas cepas, induce la formacién de una biopelicula madura
espesa (Reisner et. al., 2006). El andlisis mutacional de los genes del aparato de
transferencia conjugativa del plasmido F demostré que este fenotipo no depende de la
capacidad de los plasmidos para mediar la transferencia de ADN, pero si requiere un pili
conjugativo funcional (Ghigo 2001). El F-pili promueve la adhesién inicial y la
maduracién de la biopelicula a través de la unién inespecifica a las superficies abidticas y
los posteriores contactos de célula a célula, que estabilizan la estructura de la biopelicula
(Molin y Tolker-Nielsen 2003). Reisner et. al., (2003) también demostraron que la

expresion del pilis conjugativo F podria sustituir funcionalmente a otros factores de
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adhesion conocidos como el pili tipo 1, Ag43 o curli. La produccion de biopeliculas
mediadas por pldsmidos no se limita a los pldsmidos F, y la mayoria de los pldsmidos
conjugativos probados contribuyen directamente, tras la desrepresion de su funcion
conjugativa, a la capacidad bacteriana del huésped para formar una biopelicula (Ghigo
2001). Esta conexion general entre la conjugacion y la formaciéon de biopeliculas es
consistente con las primeras observaciones que muestran que los contactos de la superficie
afectan positivamente la dindmica de la transferencia de plasmidos (Beloin et. al., 2008).
Desde entonces, numerosos estudios que investigan la transferencia de plasmidos
conjugativos y no conjugativos indican que el contacto fisico entre las células donantes y
receptoras es altamente favorecido dentro de las biopeliculas de E. coli monoespecificas
y mixtas, donde se ha demostrado una transferencia horizontal eficiente de material
genético (Maeda et. al., 2006). Ademas, esos estudios mostraron que es probable que tanto
los plasmidos conjugativos como los no conjugativos tengan determinantes para el inicio
y la arquitectura de la biopelicula, promoviendo asi el desarrollo de la biopelicula, que a
su vez afecta la extension de la transferencia horizontal de genes mediada por el plasmido
dentro de la biopelicula (Wuertz ez. al., 2004). Varias adhesinas celulares codificadas por
genes en pldsmidos o elementos genéticos moéviles se han caracterizado en E. coli
patogena, lo que sugiere que el conjunto de genes extracromosomicos (plasmidos y otros
elementos genéticos moviles) también pueden constituir una fuente importante de factores
de adhesion que conducen a la formacion de biopeliculas, que influyen tanto en la
probabilidad de infeccién relacionada con la biopelicula como en la propagaciéon de
factores de virulencia transmitidos por plasmidos (Molin y Tolker-Nielsen 2003; Dudley

et. al., 20006).

d) Motilidad de las bacterias impulsada por flagelos

El flagelo bacteriano es un organulo filamentoso helicoidal responsable de la motilidad.
En las especies bacterianas que poseen flagelos en el exterior de la célula, el largo
filamento flagelar helicoidal actia como un tornillo molecular para generar empuje.

A pesar de la diversidad estructural de los flagelos entre las especies bacterianas,

las bacterias flageladas comparten una nanomdaquina rotativa comun, a saber, el motor
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flagelar, que se encuentra en la base del filamento. El motor flagelar estd compuesto por
un complejo de anillo de rotor y multiples unidades de estator transmembrana y convierte
el flujo de iones a través de un canal de iones de cada unidad de estator en el trabajo
mecdnico requerido para la rotacién del motor. Las vias de sefalizaciéon quimiotéctica
intracelular regulan la direccion de la motilidad impulsada por los flagelos en respuesta a
los cambios en los entornos, permitiendo que las bacterias migren hacia entornos mas
deseables para su supervivencia. Estudios experimentales y tedricos recientes han
profundizado la comprensién de los mecanismos moleculares del motor flagelar
(Nakamura y Minamino, 2019).

La motilidad bacteriana es un tema extremadamente intrigante desde varios
aspectos cientificos. Por ejemplo, la motilidad puede ser un atributo de virulencia crucial
para las bacterias patogenas. La motilidad bacteriana también juega un papel importante
en las simbiosis mutualistas. Ademads, las bacterias méviles también son un ejemplo
representativo para comprender los principios fisicos subyacentes que forman la base de
los mecanismos de conversion de energia, generacién de fuerza y acoplamiento
mecanoquimico. Las motilidades activas de las bacterias estdn representadas por el
movimiento en el liquido (por ejemplo, la motilidad de nado en E. coli y Salmonella
enterica) y en superficies sdlidas himedas (por ejemplo, la motilidad en swarming
impulsada por flagelos en Proteus mirabilis y Vibrio parahaemolyticus) (Jarrell y
McBride 2008).

E. coli y Salmonella usan flagelos visibles desde el exterior de la célula como un
filamento delgado, largo y helicoidal (Figura 2a). Ya sea que los flagelos bacterianos
estén expuestos al exterior de la célula o estén ocultos dentro del cuerpo de la célula, el
flagelo se divide en tres partes estructurales: el cuerpo basal como motor rotativo, el
gancho como una articulacién universal y el filamento como un tornillo molecular en
comun (Figura 2b), y la formacién y funcién flagelar involucra mds de 60 genes
(Minamino e Imada, 2015). El cuerpo basal tiene multiples estructuras de anillo, llamada
anillo L, anillo P, anillo MS y anillo C (Figura 2¢). Los anillos L y P, que estdn formados
por la lipoproteina FlgH y la proteina periplasmica Flgl, respectivamente, estdn
incrustados en la membrana externa y la capa de peptidoglicano (PG), respectivamente, y

juntos actian como un cojinete para la barra. Por el contrario, los anillos MS y C estidn
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bien conservados entre las especies bacterianas (Terashima et. al., 2017). El anillo MS
estd compuesto por la proteina transmembrana FliF y es parte de un rotor (Minamino et.
al., 2008). FliG, FliM y FliN forman el anillo C en la cara citoplasmadtica del anillo MS.
El anillo C actia no solo como una parte central del rotor para la generacién de torque,
sino también como un dispositivo estructural para cambiar la direccién de rotacioén del

motor en E. coli y Salmonella.

Figura 2. Componentes de flagelo bacteriano.

a) Micrografia electronica de célula bacteriana. La micrografia se tomé con una magnificacion de
1200X b) Micrografia electronica de cuerpos basales, ganchos aislados de células bacterianas

¢) Imagen de criomicroscopia electronica de cuerpo basal purificado. El cuerpo basal purificado
consiste en anillos L, P, MS, C y rod. Una docena de complejos MotAB estan asociados con el cuerpo
basal para actuar como una unidad de estator en los anillos del motor y la varilla. Una docena de
complejos Mot estan asociados con el cuerpo basal para actuar como una unidad de estator en el
motor, pero desaparece durante la purificacién. (Nakamura y Minamino 2019).

e) Movilidad tipo swarming (movimiento coordinado)

El swarming se define como una migracion colectiva rapida de bacterias a través de una
superficie, impulsada por flagelos y asistida por una amplia gama de adaptaciones
fenotipicas (Partridge y Harshey 2013). Un atributo comun de todos los swarming es un
patrén de movimiento circular incesante, en el cual los paquetes de células que viajan en

las mismas direcciones se dividen y fusionan, con un intercambio continuo de bacterias
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entre los paquetes (Be“er y Ariel 2019). Este comportamiento difiere del movimiento de
las bacterias en el liquido a granel, donde nadan individualmente (Berg 2003). En E. coli,
la mecanica de los flagelos es similar durante la natacion y el swarming en ese flagelo
peritrico impulsado por motores rotativos bidireccionales que cambian entre las
direcciones en sentido antihorario (CCW por counterclock- wise) y en sentido horario
(CW por clockwise). Sin embargo, mientras que la rotacion CCW promueve la formacion
de un haz flagelar coherente que impulsa la célula hacia adelante (carrera) durante la
natacion y el swarming, un interruptor transitorio en la direccién de rotacion (CW) hace
que la célula se tambalee mientras nada, pero en la direccion inversa durante el swarming
(Turner et. al., 2010).

Muchas bacterias usan la motilidad impulsada por flagelos para enjambrar o
moverse colectivamente sobre un terreno superficial. Las adaptaciones bacterianas para el
swarming pueden incluir alargamiento celular, hiperflagelacion, reclutamiento de
proteinas de estator especiales y secrecion de surfactante, entre otros. Recientemente se
ha demostrado otra adaptacion de enjambre en E. coli, en la que la via de quimiotaxis se
remodela para disminuir el sesgo de caida (aumentar la duracién de la carrera), al aumentar
también las velocidades de carrera (Partridge et. al., 2020).

Anteriormente se ha informado una conexién entre la represion del swarming
dependiente de c-di-GMP y la actividad de las proteinas del estator flagelar (Kuchma et.
al., 2015). Las proteinas del estator forman los canales de translocacion de iones que son
necesarios para generar torque para impulsar la rotacién flagelar (Blair 2003). P.
aeruginosa y sus parientes se distinguen de muchas otras bacterias flageladas porque
tienen dos conjuntos de estatores dependientes de protones, MotAB y MotCD (Doyle et.
al., 2004; Toutain et. al., 2005). Los estudios previos han demostrado que estos estatores
desempefian papeles distintos en el control de la motilidad de swarming asociado a la
superficie: un conjunto de estatores promueve la motilidad de enjambre (MotCD), y un
segundo conjunto (MotAB) evita la motilidad de enjambre (Baker et. al., 2016).

La biosintesis, el ensamblaje y la regulacién de los flagelos de E. coli han sido
objeto de una extensa investigacion durante muchas décadas (Macnab 2003). La estructura
de los flagelos contiene tres componentes distintos, el cuerpo basal, el gancho y un

filamento extracelular compuesto por la proteina de la subunidad principal FliC o
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flagelina. El FliC es altamente inmunogénico y la variaciéon de secuencia dentro de su
region central hipervariable define el marcador de serotipo diagndstico de antigeno H de
E. coli (Kakkanat et al., 2017). La sintesis y ensamblaje de flagelos ocurre a través de un
proceso altamente ordenado que involucra una combinacién de mecanismos reguladores
transcripcionales, traduccionales y postraduccionales. A nivel transcripcional, la
regulacién de los flagelos se coordina a través de una cascada jerdrquica que involucra
tres etapas de control (Aldridge y Hughes 2002); los reguladores maestros FIhDC
controlan la primera etapa de este proceso. Numerosas proteinas reguladoras globales
influyen en la expresion de flagelos regulando positiva o negativamente la transcripcion
de fThDC (Smith y Hoover 2009; Patrick y Kearns 2012). Los principales activadores
transcripcionales de flhDC incluyen la proteina activadora de AMP-ciclica catabolito
(CRP) (Soutourina et. al., 1999) la proteina de estructuracién de nucleoidos (H-NS)
similar a histona (Ko y Park 2000), los reguladores de E. coli B y C con deteccion de
quérum (QseBC) (Sperandio et. al., 2002; Hadjifrangiskou ez. al., 2011) y el regulador
MatA del pilus comin de E. coli (Lehti et. al., 2012).

Las bacterias Gram negativas han desarrollado redes reguladoras que utilizan
puntos de control para controlar la expresion del gen flagelar y el proceso de ensamblaje.
La via biosintética y los mecanismos de funcion de los grandes y complejos organelos
flagelares se conservan en bacterias entéricas que estdn peritricamente flageladas. La
biosintesis se basa en la expresion coordinada y temporal de mas de 60 genes organizados
en mds de una docena de operones (Brown et. al., 2009). La jerarquia transcripcional del
reguldn flagelar consta de tres clases de promotores. En la parte superior de la cascada,
bajo el promotor de clase 1, se encuentra el operén fIhDC, que codifica el activador
maestro transcripcional heteromultimérico FIhD4C2 (Komeda, 1986). El activador
maestro controla, junto con 670, los promotores de clase 2 de los genes que codifican el
cuerpo basal-gancho.

El cambio entre la motilidad y la adhesién de bacterias, que puede considerarse
como el "estilo de vida", estd estrictamente influenciado por las condiciones ambientales.
La motilidad celular se logra mediante la presencia de proteinas flagelares en la superficie
celular. En E. coli, la sintesis de flagelos requiere mds de 50 genes (Figura 3), que se

pueden separar en tres grupos como genes tempranos, intermedios y tardios. Los cambios
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en las condiciones ambientales se perciben instantineamente con la ayuda del regulador

maestro flagelar (Ayyildiz et. al., 2016). El regulador maestro de la sintesis flagelar en E.

coli, FIhDC, inicia la activacion transcripcional de los genes flagelares. Este regulador

induce la expresion del factor sigma flagelar fliA, flgM y los genes que codifican la parte

interna del flagelo que pertenece a los genes intermedios. Luego, los genes tardios y los

genes de quimiotaxis se expresan por fliA (Chilcott y Hughes 2000).
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Figura 3. Genes de ensamble flagelar en E. coli.

Recuperado de KEGG. Los genes regulados estan marcados con una estrella. (Kanehisa y Goto; Kanehisa et. al.,

2016).
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Productos naturales

La resistencia a los antimicrobianos es un desafio mundial creciente debido al uso
generalizado y sin restricciones de antibidticos disponibles (Abreu et. al., 2012; Llor y
Bjerrum 2014; Tanwar et. al, 2014). Por lo tanto, el descubrimiento de nuevos
antimicrobianos con nuevos mecanismos de accion es esencial para superar esta crisis en
el aumento de la resistencia. En esta biisqueda, las plantas han demostrado ser fuentes
ilimitadas de compuestos activos como fendlicos y polifenoles, quinonas, flavonas,
flavonoides, flavonoles, taninos, cumarinas, terpenoides, aceites esenciales, alcaloides,
lectinas y polipéptidos con un amplio espectro, y una gama de actividades bioldgicas
diversas (Wink y Schimmer 2010). Los aceites esenciales (AE) se han utilizado como
poderosos agentes antimicrobianos naturales contra una variedad de agentes patégenos.
Debido a su naturaleza inherente, los AE se usan con frecuencia en productos alimenticios
porque cumplen con los requisitos actuales de los consumidores que prefieren alimentos
sin conservadores sintéticos (Piletti et. al., 2017).

Muchos de estos compuestos naturales son reconocidos como sustancias seguras
(GRAS) para su uso en los alimentos por la FDA (Food and Drug Administration) y no
requieren necesariamente que se aprueben otras técnicas de andlisis para su uso (Hill et.

al., 2013).

Citral

El citral (CioH160 3,7-dimetil-2,6-octadien-1-al) es uno de los compuestos de aceites
esenciales para los cuales se ha demostrado la accién antimicrobiana contra algunos
microorganismos patégenos importantes. Es un aldehido monoterpeno aciclico insaturado
que se encuentra naturalmente en las hojas y frutos de varias especies de plantas, como
los arboles de mirto, la albahaca africana, los limones, las limas, el limoncillo, las naranjas
y la bergamota. Consiste en una mezcla de dos isémeros, geranial y neral, debido a su
poderoso aroma a limén se utiliza para aromatizar bebidas a base de citricos y otros

productos (Somolinos et. al., 2010).
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Ademas, el citral es un aditivo alimentario generalmente reconocido como seguro
(GRAS), y ha sido aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentos para su uso en
alimentos (FDA GRAS, 21 CFR 182-60). Ademas, el citral ha sido registrado por la
Comisién Europea para su uso como saborizante en productos alimenticios porque su uso
no representa un riesgo para la salud del consumidor (Burt, 2004). Teniendo en cuenta sus
propiedades antimicrobianas, agradable aroma frutal y seguridad para los consumidores,
el citral podria convertirse en un ingrediente antimicrobiano adecuado para un uso mas
amplio en la industria alimentaria.

Varios estudios experimentales y clinicos han demostrado que el citral tiene
efectos antiinflamatorios y anticorrosivos favorables, y cada vez hay mas pruebas de que

el citral actia como un agente fungicida y bactericida (Shi et. al., 2016).

Eugenol

Es el componente principal del aceite esencial de clavo con férmula molecular C10H1202
y ha demostrado un potencial biolégico relevante con una accién antimicrobiana y
antioxidante bien conocida. El eugenol, una sustancia natural utilizada como molécula
objetivo para la fabricaciéon de compuestos bioactivos, se aisl6 por primera vez en 1929 y
su produccién comercial comenzo6 en 1940 en los Estados Unidos (Da Silva et. al., 2018).
Se puede producir sintéticamente; sin embargo, se extrae principalmente de Ocimum
tenuiflorum, Cassia fistula, Zieria smithii y Pimenta racemosa. Clasificado como un
fenilpropanoide del tipo alil-fenol, el eugenol es un aceite amarillo pélido con olor y sabor
picante a clavo. Con numerosas aplicaciones en las industrias farmacéutica, alimentaria,
agricola y cosmética (Kaufman 2015), mostré prometedores efectos antimicrobianos y
antioxidantes (Nam y Kim 2013), cuando se evalu6 contra los hongos Cladosporium spp.
(Abbaszadeh et. al., 2014). Otras actividades se informan en la literatura, como antivirales
(Sun et. al., 2016), y activo contra E. coli 'y Staphylococcus aureus (Da Silva et. al., 2018).

Entre los aceites esenciales, el eugenol (4-alil-2-metoxifenol) se reconoce por su
sabor y aroma caracteristicos y por sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes y

medicinales (Woranuch y Yoksan 2013).
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Hexanal

Es un aldehido alifatico volatil con formula molecular CéH120. Este es utilizado en la
industria de los aromas para producir sabores frutales. Su aroma se asemeja a la hierba
recién cortada. Se produce cuando se alteran los tejidos de las plantas, provoca actividades
antimicrobianas contra varios microorganismos responsables del deterioro de las frutas y
hortalizas frescas. También se ha demostrado que el hexanal es eficaz para preservar los
productos frescos al inhibir la fosfolipasa D, que cataliza la descomposicion de las

membranas en las células vegetales (Jash y Lim 2018).

Actividad de proteinas del choque térmico bacteriano

Las bacterias estdn expuestas a diferentes tipos de estrés en sus condiciones de
crecimiento. Han desarrollado respuestas apropiadas, moduladas por la remodelacion de
complejos de proteinas y por sistemas de transduccién de sefales dependientes de la
fosforilacion, para adaptarse y sobrevivir en una variedad de naturaleza. Las proteinas son
componentes esenciales para la actividad bioldgica en las células eucariotas y procariotas.
Las proteinas de choque térmico (HSP) se han identificado de varios organismos y tienen
un papel critico en la hemostasia celular. Las chaperonas pueden detectar el medio
ambiente y tener un papel potencial diferente en la evolucién del organismo (Maleki et.
al., 2016).

La respuesta al choque térmico implica la induccién de muchas proteinas llamadas
proteinas de choque térmico, o HSP, en respuesta a las variaciones de temperatura. Los
HSP incluyen chaperonas y proteasas que presumiblemente son esenciales para superar
los cambios que implican la desnaturalizacion de proteinas. HSP juegan un papel
importante en la patogénesis (Bohne et. al., 1994). En E. coli, la respuesta al choque
térmico estd controlada por el factor sigma-32 especifico (632), este factor codificado por
el gen rpoH y se une a los promotores de choque térmico ubicados rios arriba de los genes
de choque térmico (Straus et. al., 1987). Muchas chaperonas moleculares se han
desarrollado para controlar el plegamiento de proteinas y la proteccion de la célula contra

la aceleracion de la temperatura (Street et. al., 2014). Las HSP incluyen a chaperonas y
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proteasas que son necesarias para mantener la célula, en condiciones anormales como la
desnaturalizacién de proteinas.

La regulacion de HSP se basa en factores sigma alternativos que dirigen la ARN
polimerasa a promotores especificos que difieren de los promotores bdésicos
(housekeeping). Se han descrito dos factores sigma principales: sigma-32 y sigma-E (cE)
(Model et. al., 1997).

El factor sigma-32, codificado por el gen rpoH 'y regulado post
transcripcionalmente, implica la estabilidad de la proteina y la eficiencia de la traduccion.
En condiciones normales, la cantidad de sigma-32 activo se mantiene baja. Las chaperonas
inhiben la actividad de sigma-32 secuestrando a sigma-32 de la ARN-polimerasa. Esto se
logra por la baja tasa de traduccién de su ARNm que resulta del secuestro de la secuencia
Shine-Dalgarno y el codén de inicio dentro de la estructura secundaria del ARNm de rpoH
(Schumann et. al, 2001). Después de un precipitado aumento de la temperatura, la

estructura secundaria se elimina y mejora la traduccion (Figura 4.) (Morita et. al., 1999).
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Figura 4. Induccién traslacional por choque térmico.

La induccién traslacional se debe a la temperatura de fusion de la estructura secundaria de RNAm
de rpoH que produce el sigma-32 activo (Maleki et al., 2016).

Todos los organismos desarrollaron programas genéticos para permitir su
supervivencia en condiciones estresantes. En la mayoria de los casos, aumentan la
cantidad de una clase especifica de proteinas que se ocupan del factor de estrés y permiten

que las células se adapten a condiciones potencialmente mortales. Una clase de proteinas
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de estrés son las proteinas de choque térmico (HSP) cuya cantidad aumenta
significativamente después de un aumento repentino de la temperatura. El estudio
detallado de la regulacion de la respuesta al choque térmico (HSR) se ha realizado en E.
coli, Bacillus subtilis y Streptomyces spp. Hasta ahora se han descrito dos mecanismos
principales para regular la expresion de los HSG, llamados factores sigma alternativos y
represores transcripcionales (Schumann 2016).

Los errores durante la sintesis de proteinas pueden ser el resultado de tensiones
externas, como el tratamiento con aminoglucésidos, o fallas en la correccion de pruebas y
el control de calidad de proteinas (Mohler e Ibba 2017). Cada uno de estos mecanismos
da como resultado la produccién de proteinas con aminodcidos incorrectos dentro del
polipéptido. Estas proteinas mal traducidas a menudo dan como resultado productos
proteicos no funcionales y mal plegados y un costo inherente a los mecanismos de control
de calidad dentro de la célula. Bajo estrés severo de mala traduccion, esto puede resultar
en inhibicién del crecimiento o muerte celular (Bullwinkle et. al., 2014).

Para manejar el estrés de la acumulacion de proteinas mal plegadas, las bacterias
activan un factor sigma alternativo altamente conservador, sigma 32 (RpoH). La
produccioén y activacion de RpoH es compleja y altamente regulada debido a la naturaleza
costosa de la respuesta al choque térmico (Evans et. al., 2019). La activaciéon de RpoH da
como resultado la produccién de proteasas y chaperonas, incluidas DnaK y GroEL, que
replegan o degradan colectivamente las proteinas. Una vez que el conjunto de proteinas
mal plegadas se ha manejado adecuadamente, estas proteasas degradan la RpoH, lo que
resulta en una regulacion dindmica y transitoria de la respuesta al choque térmico
(Guisbert et. al., 2004; 2008).

Curiosamente, los aislamientos silvestres de E. coli tienen una amplia gama de
tasas de error ribosémico, lo que indica que, a pesar de su valor, los errores durante la
traduccién pueden ser beneficiosos en algunas condiciones. Estudios recientes han
encontrado ejemplos de beneficios mecanicistas directos de mala traduccién y amplios
cambios fisiolgicos debido a una mala traduccién que puede ser beneficiosa para las
células (Fan et. al., 2015).

En el caso de los beneficios mecanicistas, el aumento de la incorporacién

incorrecta de metionina en proteinas puede aumentar la tolerancia al estrés oxidativo al
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secuestrar los radicales de oxigeno lejos de las proteinas funcionales (Pan 2013). Ademas,
el aumento de la traduccidn es suficiente para generar conjuntos de proteinas heterogéneas
con ganancia de funcién que pueden ser resistentes a la union a antibioticos (Javid et. al.,
2014). Los cambios fisiologicos en las células como resultado de una mala traduccién
pueden proteger las células preactivando las respuestas al estrés. Por ejemplo, el aumento
de las tasas de dispersion activa el factor de respuesta general al estrés, RpoS, que protege

a las células del futuro estrés oxidativo letal (Fredriksson et. al., 2007).
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JUSTIFICACION

Los microorganismos patégenos cada dia se adaptan a condiciones extremas de
temperatura, pH, sequedad, atmdsfera y antibidticos. Es importante investigar diferentes
condiciones de crecimiento in vitro de los microorganismos para observar los factores
fenotipicos y genotipicos que se modifican ya sean aumentando o disminuyendo su
patogenicidad, y asi poder disefiar estrategias de control.

Los antimicrobianos contintian estando entre los aditivos alimentarios mads
importantes. Actualmente, debido a la demanda por parte del consumidor de productos
frescos minimamente tratados bajo diferentes atmodsferas y temperaturas de conservacion,
estd aumentando el interés por los antimicrobianos de origen natural que puedan extraerse
para ser utilizados con el fin de prolongar la vida util del alimento y la seguridad para el
consumidor.

Por lo tanto, es urgente explorar agentes alternativos para combatir la formacién
de biopeliculas, produccion de toxinas, adherencia y movilidad de E. coli patogénica y asi

disminuir las enfermedades que originan.
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HIPOTESIS

El citral, eugenol y hexanal y la temperatura afectan los procesos fisioldgicos asociados

con la virulencia en E. coli productora de toxina Shiga.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la influencia de productos naturales antimicrobianos y la temperatura en la

virulencia de serotipos de E. coli productora de toxina Shiga.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto antimicrobiano de los productos naturales sobre el
crecimiento de las cepas de E. coli productora de toxina Shiga.

Determinar el efecto de la combinacién de productos naturales y choques térmicos
sobre la viabilidad de las cepas de E. coli productora de toxina Shiga.

Determinar si la combinacién de productos naturales y la temperatura afectan los
procesos fisioldgicos relacionados con la formacion de biopelicula y la movilidad
tipo swarming en las cepas de E. coli productora de toxina Shiga.

Demostrar el efecto en la combinacién de los productos naturales y la temperatura
en la expresion de genes relacionados con la formacion de biopelicula, la

movilidad tipo swarming, el choque térmico y la toxina Shiga 1.
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MATERIAL Y METODOS

Productos naturales

El citral natural (Pureza >96%, #W230316-SAMPLE-K, Lote: MKBH9971V), el
eugenol (Pureza 99%, #E51791-100G, Lote: MKBJ0904V) y el hexanal (pureza >95%, #
W2255726-25G-K, Lote: MKBJ9990V) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich México. Las
soluciones stock se prepararon en agua destilada estéril con Tween 80 a una concentracion
de 1% e inmediatamente se esterilizaron por filtracion antes de su uso para minimizar

cualquier oxidacion del compuesto.

Cepas Bacterianas

Las cepas STEC serotipos 026 fue provista por la Dra. Lee Ann Jaykus del estado
de Carolina del Norte, EE. UU., la STEC 0103 se obtuvo del Centro de Referencia de E.
coli en la Universidad Estatal de Pennsilvania, EE. UU., la STEC O111: MN
(ATCC43887) donada por el Dr. Fernando Navarro (CINVESTAV, México), la cepa
EHEC O157: H7 (ATCC 43895) y la cepa no patégena E. coli (NPEC) ATCC 25922
fueron amablemente proporcionadas por la Dra. Lynn McLasborougth, del Departamento
de Ciencias de los Alimentos, Universidad de Massachusetts, Amherst MA, EE. UU.
Todas las cepas fueron probadas en los ensayos de concentracion minima bactericida. Las
cepas EHEC serotipo O157:H7 ATCC 43895 se tomd como control positivo de
patogenicidad (szx) y la cepa no patégena EC ATCC 25922 como control negativo.

Todas las cepas fueron almacenadas en crioviales con caldo infusién cerebro
corazén (BHI, Bioxon, México), con glicerol (Jalmek, México) al 20% (v/v) a -80°C.
Antes de cada experimento, de las cepas stock se tomaba una asada y se estriaba en agar
BHI incubdndose por 24h a 37°C. Posteriormente, se tomd una colonia aislada de la placa
y se sembré en tubos de agar BHI en pico de flauta y se incubaron de manera antes
mencionada, después se almacenaron a 4°C. Para cada ensayo, de los tubos de agar BHI

se transferia una asada a 5 ml de caldo Luria Bertani (LB) y se incubaron por 24h a 37°C.
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Concentracion Minima Bactericida (CMB)

La CMB fue determinada utilizando el método en tubo descrito por Castillo et. al.
(2014) con algunas modificaciones. Para esto las cepas fueron activadas en tubos con 5
mL de caldo Mueller Hinton (MH) (Difco, USA), se dejaron incubar a 37°C por 24h.
Posteriormente, se inocularon alicuotas de 10 pl de los cultivos activados (1X10°
UFC/mL) de las E. coli en tubos de cultivo que contenian 1 ml de caldo MH, mas
diferentes concentraciones de los agentes antimicrobianos (citral de 0.1% a 0.9%, eugenol
de 0.1% a 1% y hexanal de 1% a 5%) o caldo MH (Difco, USA) estéril como control. Los
cultivos se incubaron a 37°C por 24h. La supervivencia bacteriana (crecimiento/ausencia
de crecimiento) se determiné mediante el plaqueo de 100 pl del cultivo en placas de agar
MH incubédndose a 37°C por 24h. La CMB se definié como la concentracién més baja de

agentes antimicrobianos que inhibian el crecimiento en la placa de agar Mueller Hinton.

Choque térmico y determinacion de concentraciones subinhibitorias

Los ensayos de choque térmico se realizaron curvas de crecimiento utilizando las
cepas E. coli ATCC 25922 no patégena, EHEC serotipo O157:H7 y la STEC serotipo
026. Se activaron las tres cepas por separado en caldo LB y se dejaron en crecimiento a
37°C por 18-24h. En resumen, se ajustaron los cultivos al 1% de densidad en caldo LB,
se agregaron los agentes antimicrobianos a las siguientes concentraciones respectivas:
citral (0.1% y 0.05%), eugenol (0.25% y 0.1%) y hexanal (0.5% y 0.25%), se incubaron a
37°C por 6-8h. Transcurrido el tiempo de incubacién se dio un choque térmico subletal a
46°C por 60 min e inmediatamente después un choque térmico letal a 55°C por 60 min
mads. Los recuentos de las células viables se realizaron por diluciones decimales seriadas
en NaCl al 0.85% en los tiempos cero (antes del choque subletal) y luego cada 20 min de
la incubacién. Se sembraron alicuotas de 0.1 mL en agar ACP (Agar cuenta en placa) por

duplicado y después se incubaron a 37°C por 48h.
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Efecto de los agentes antimicrobianos y choque térmico en la motilidad swarming

Los ensayos de motilidad swarming se realizaron siguiendo la metodologia
descrita por Lee et. al., (2013) con algunas modificaciones. El caldo LB (Bioxon, México)
con 0.3% (p/v) de agar bacterioldgico y los agentes antimicrobianos citral 0.1%, eugenol
0.25% y hexanal 0.5%, fueron utilizados para el ensayo de motilidad swarming. Las cepas
de EC, EHEC y STEC fueron crecidas a 37°C por 16-18h con agitacion orbital a 200 rpm.
Para cada una de las cepas se sembr6 una placa de agar semis6lido LB en el centro con 3
puL de indculo, las placas se sometieron a choque térmico (descrito anteriormente, con
temperaturas de crecimiento de 37°C, choque subletal a 46°C y choque letal a 55°C). Se
utilizaron placas de agar semisolido LB sin choque y sin agentes antimicrobianos, las
cuales se utilizaron como control de las cepas sin choque, y se incubaron durante 10h a

37°C.

Ensayo in vitro para la formacion de biopelicula en microplacas de poliestireno

El ensayo de formacion de biopelicula se realizé siguiendo la metodologia de
Wang et. al., (2012) con algunas modificaciones. Para evaluar la formacion de biopelicula
se utiliz6 el ensayo de tincion con cristal violeta (CV), las cepas bacterianas se cultivaron
durante la noche tal como se ha descrito anteriormente para alcanzar una concentracion
celular de aproximadamente 1X10% UFC/mL. Posteriormente, el cultivo fue diluido en
caldo LB estéril al 1% y se afadi6 a placas de poliestireno de fondo plano de 96 pocillos
(Costar, Corning, NY) conteniendo 200 pl de caldo LB con las concentraciones
subinhibitorias de cada uno de los agentes antimicrobianos citral (0.1% y 0.05%), eugenol
(0.25% y 0.1%) y hexanal (0.5% y 0.25%), las placas se sometieron al choque térmico
anteriormente descrito y se incubaron estaticamente a 37°C hasta 24h. Después de la
incubaciodn, los sobrenadantes en cada pocillo se colectaron suavemente por aspiracion y
se determino el crecimiento plancténico bacteriano midiendo la A630 nm utilizando un
lector de microplacas (Epoch multivolumen). Las placas se lavaron con 200 uL por pocillo
de una solucién tamponada de fosfatos estéril (PBS, pH 7.2) para separar las células
ligeramente unidas, después se secaron al aire y se tifieron con 100 ml por pocillo de CV

al 0.1% durante 20 min a temperatura ambiente. Las placas se lavaron de nuevo con PBS
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y se dejaron secar al aire, el CV restante se disolvié en 100 uL por pocillo de etanol al
85%. La cantidad de CV extraido en cada pocillo se determind midiendo la As7o usando
el lector de microplacas. Los datos obtenidos son promedios a partir de al menos cinco
pocillos replicados. Los experimentos se realizaron cuatro veces usando cultivos

independientes.

El grado de formacién de biopelicula se determiné de acuerdo con lo descrito por
Naves et. al., (2008) aplicando tres formulas diferentes: (i) BF = AB - CW, donde BF es
la formacion de biopelicula, AB es la DOs7onm de bacterias tenidas y adheridas, CW es la
DOs70nm en el control tefiido libre de bacterias solo medio LB; ii) BF = AB / CW vy iii)
SBF = (AB — CW) / G en donde IFB es el indice de formacion de biopelicula especifico
y G es la DOg30onm del crecimiento de células en cultivo suspendido. La guia utilizada para

interpretar las lecturas de SBF se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion semicuantitativa de la formacién de biopelicula.(Teh et. al., 2010)

Fuerte (F) Moderado (M) Débil (D) No formador (N)
>1.10 0.70-1.09 0.35-0.69 <0.35
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Extraccion de RNA para Biopelicula

Las condiciones de crecimiento se realizaron de acuerdo con lo descrito por
Carvalhais et. al., (2013) con algunas modificaciones. En resumen, se activaron las cepas
E. coli ATCC 25922 no patégena, EHEC serotipo O157: H7 y la STEC serotipo O26 y se
incubaron a 37°C en caldo LB toda la noche. Después se realiz6 una dilucién 1:100 con
caldo LB estéril y se cultivaron durante 24h en placas de 12 pocillos a 37°C (Yadav et.
al.,2015) con los agentes antimicrobianos y choques térmicos descritos anteriormente con
un volumen final por pocillo de 500 uL. Después de 24h, las biopeliculas fueron lavadas
con soluciéon tamponada de fosfatos estéril (PBS) para ser suspendidas en TRIzol ®
Reagent (Bioline, UK), posteriormente se pasaron las biopeliculas a tubos Eppendorf

conservados en hielo, seguido de una centrifugaciéon a 1200xg por 10 min a 4°C.

Obtencion de las células en swarming para extraccion de RNA

La obtencion de células para el andlisis de expresion de genes para motilidad
swarming se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Lee et. al., (2013) con algunas
modificaciones. En resumen, se cultivaron células de las E. coli ATCC 25922 no
patégena, EHEC serotipo O157: H7 y la STEC serotipo O26 en caldo LB se incubaron a
37°C con agitacion (200 rpm) por 16-18h. Las células bacterianas ya crecidas se
inocularon con alicuotas de 3 pl de cada cepa en el centro de agar LB al 0.3% previamente
preparado con los agentes antimicrobianos anteriormente descritos. Se incubaron a 37°C
por 24h y aplicando los choques térmicos descritos anteriormente. Las células se lavaron
de la superficie de agar LB al 0.3% en 2 ml de PBS y se centrifugaron a 12000xg por 10
min a 4°C, al precipitado obtenido se le agregé TRIzol ® Reagent.
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Extraccion de RNA, sintesis de cDNA y cuantificacion RT-PCR

El RNA total se extrajo y se purifico a partir de muestras bacterianas tratadas con
los agentes antimicrobianos citral (0.1%), eugenol (0.25%) y hexanal (0.5%) y con
choques térmicos con temperaturas subletal a 46°C y letal a 55°C, usando TRIzol ®
Reagent, siguiendo las instrucciones del fabricante. EI RNA se convirti6 en cDNA
utilizando el kit de transcripcion inversa (iScript ™ ¢cDNA Synthesis kit, Bio-Rad) con un
régimen de termociclado de 25°C por 5 min, 42°C por 30 min y 85°C por 5 min. Se realiz6
la PCR cuantitativa (qPCR) utilizando un sistema de tiempo real PCR (Pikoreal 96
Thermo Scientific) e 1Q SYBR Green supermix (Bio-Rad cat#170-8880) con las
siguientes condiciones de termociclado: 95°C por 3 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por
55y 58°C por 30s. Los oligonucledtidos utilizados en este estudio se describen en la tabla
2. Los genes GAPDH vy 16S, se utilizaron para normalizar y comparar los niveles de
expresion de genes diana detectados entre cepas bacterianas tratadas y cepas control (sin
tratamientos) mediante la medicién de los cambios en el nimero de veces de expresion

génica utilizando el método de AACt (Livak y Schmittgen, 2001).

Analisis Estadistico

Todos los ensayos se realizaron en al menos dos ensayos independientes y con tres
o mas repeticiones. Mediante un andlisis de ANOVA se realizaron comparaciones entre
tratamientos y se utilizé la prueba de Tukey-Kramer para hacer comparaciones con el
software SPSS version 23 (IBM Corp. Armonk, NY). La significancia utilizada fue del
95%.
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Tabla 2. Genes y oligonucleétidos utilizados para expresion génica en STEC.

Gen

Proceso fisiolégico relacionado

Secuencia (5" -3")

Tamaiio del
amplicén
(pb)

Referencia

csgD

Regulador maestro biopelicula

F-CCGCTTGTGTCCGGTTTT
R- GAGATCGCTCGTTCGTTGTTC

97

Chen et. al., 2010

csgA

Codifica a proteina estructural de las fimbrias curli

F- TGGCAGGTGTTGTTCCTCAGT
R- GTCAGAGTTACGGGCATCAGTTT

146

Chen et. al., 2010

fIhD

Regulador de biosintesis flagelar

F -ACCTCCGAGTTGCTGAAACAC
R -TTGCTGGAGATCGTCAACGC

261

Allison et. al., 2012

flhC

Regulador de biosintesis flagelar

F- CGGCAGGATTCTGGGAAAGT
R- CTGGACATTGGTGCGGTTTG

173

Para este estudio, 2015

rpoH

Controla la respuesta de choque térmico

F-ATGACTGACAAAATGCAAAG
R- AGCGCCCGCTCCTCGTCAGC

110

Hase et. al., 2013

rpoE

Respuestas al choque térmico y tensiones en la membrana

F- ACGCCTGATAAGCGGTTGAA
R- ATGGCAATAACCTTGCGGGA

144

Para este estudio, 2015

poS

Regulador de estrés en general

F- TTCGTTTGCCGATTCACATC
R- TCTCTTCCGCACTTGGTTCA

99

Liu et. al., 2010

stxl

Toxina Shiga 1

F-TGCATCGCTTTCATTTTTTTCA
R-CCACCTTTCCAGTTACACAATCAG

65

Dowd, 2007

GAPDH

Gliceraldehide-3-fosfato deshidrogenasa (Housekeeping)

F- TCCGTGCTGCTCAGAAACG
R- CACTTTCTTCGCACCAGCG

299

Carey et. al., 2008
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RESULTADOS

Efecto de los productos naturales sobre el crecimiento bacteriano

Se determind la concentracion minima bactericida (CMB) para las cepas STEC 0103,
026, O111, EHEC O157:H7 ATCC 43895 (EHEC) y EC ATCC 25922 (NPEC);
utilizando citral, eugenol y hexanal como agentes antimicrobianos. Al comparar la
eficiencia de los productos naturales (Tabla 3), se demostré que, en todas las cepas, el
eugenol mostré una mejor actividad bactericida al presentar la concentracién minima
bactericida mds baja, seguida por la establecida para el citral, que fue mayor en todas las
cepas evaluadas; dejando hexanal como el menos eficiente, presentando la CMB mas alta
en todas las cepas, esto en contraste con lo obtenido con los productos mencionados
anteriormente (ANOVA, posthoc Tukey, p<0.05). Por otro lado, al comparar la
efectividad bactericida de citral en todas las cepas, se observo una CMB mads alta con una
diferencia significativa al tratar STEC 026 (1.26 mg/mL), en contraste con el obtenido
con el resto de las cepas, siendo la CMB més baja del citral en STEC O111 (0.86 mg/mL),
que no presentaron diferencias significativas con las concentraciones establecidas para
NPEC ATCC 25922 (0.94 mg/mL), STEC O103 (1 mg/mL) y EHEC O157: H7 (1
mg/mL). Tomando como referencia el uso de eugenol, se present6 la CMB mads baja al
aplicar el tratamiento en NPEC ATCC 25922 (0.58 mg/mL), seguido en orden ascendente
y presentando diferencia estadistica, con la presentada en EHEC O157H7 (0.66 mg/mL),
que fue menor (p<0.05) a la establecida en STEC 026 (0.71 mg/mL), 0103 (0.73 mg/mL)
y O111 (0.73 mg/mL), que no presentaron diferencias significativas entre ellos. Al
comparar la actividad antimicrobiana de hexanal entre las cepas evaluadas, se observo que
el extracto fue menos eficiente, ya que presenté una CMB mas alta en STEC 026 (2.42
mg /mL) y EHEC O157: H7 (2.52 mg/mL), sin mostrar una diferencia significativa entre
ellos; en contraste con los 2.24 mg/mL observados en STEC 0103, O111 y NPEC ATCC
25922, que fueron estadisticamente méds bajos que los mencionados anteriormente, siendo
hexanal m4s eficiente en estas tres Ultimas cepas. Las cepas que presentaron una menor

concentracion de CMB de hexanal no fueron diferentes, significativamente.
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Tabla 3. Concentraciones minimas bactericidas (CMB mg/mL) de compuestos naturales para el
crecimiento de cinco serotipos de E. coli.

A CMB mg/mL
antimiorobianos  STECOI03  STECO2  STECOLIL orape  NRECTCC
Citral 100£003b 1264005a 086£0.05b 100£0.07b 094£0.15b
Eugenol 073£0.02a 071£00la 073£002a 0660015 0.58+004c
Hexanal 224£005h 242£008a 22440056 252%01la 224%005b

+ desviacién estandar. Se hicieron comparaciones entre las cepas con el mismo compuesto.
Las mismas letras indican similitud estadistica (p<0.05)

Efecto de los productos naturales, choque térmico y su combinacion sobre los
factores de virulencia de las STEC

a) Formacion de biopelicula

La evaluacion del efecto de los diferentes tratamientos sobre la cepa STEC O103, se
determiné analizando el IFB (indice de formacion de biopelicula) resultante al utilizar la
técnica in vitro por microtitulacion en placa (Tabla 4), los resultados obtenidos en los
productos naturales (citral, eugenol y hexanal) en combinacién con choque térmico fueron
eugenol con IFB= 0.0024; hexanal IFB= 0.0027; y citral IFB= 0.0242, y el eugenol
aplicado individualmente (IFB=0.0243) observando que estos tratamientos previenen la
formacion de biopelicula, no observé diferencias entre ellas. Al aplicar el choque térmico
(IFB=0.0636), tampoco se observd la formacién de biopelicula, presentando similitud
estadistica solo con la obtenida de los tratamientos con eugenol y citral combinado con
calor. Analizando el IFB del control (IFB=0.1299) y del hexanal (IFB=0.2256), se observa
de la misma manera que se mencioné anteriormente, que la cepa no forma biopelicula, sin
embargo, el indice determinado para ambos tratamientos presenta diferencias
significativas entre ellos, y con los tratamientos ya mencionados. Al aplicar el citral
individualmente (IFB=0.3404), se observa un IFB cercano a débil formacién de

biopelicula, considerando que el tratamiento es menos efectivo (p < 0.05).
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Al evaluar el efecto de los tratamientos sobre la formacion de biopelicula por
STEC 026, el eugenol (IFB=0.0120), el eugenol en combinacién con choque térmico
(IFB=0.0012) y citral en combinacion con choque térmico (IFB=0.0023) no permiti6 la
formacion de biopelicula, no mostraron diferencias estadisticas con el citral (IFB=0.0707)
con el resto de los tratamientos (p < 0.05). El hexanal en combinacién con choque térmico
(IFB=0.1147) presenté un IFB estadisticamente mds alto que los tratamientos antes
mencionados, con la excepcion de lo determinado a partir del tratamiento con citral. Al
comparar los tratamientos con hexanal (IFB=0.8045), choque térmico (IFB=2.4032) y el
control (IFB=2.7369), se presentaron diferencias significativas, en orden ascendente y
entre ellos, permitiendo la formacién moderada de biopelicula en el caso de hexanal, y
una fuerte formacién de biopelicula en la cepa tratada con los otros dos tratamientos
mencionados.

Considerando STEC O111, todos los tratamientos, con la excepcién de hexanal
(IFB=0.8056), evitaron la formacion de biopeliculas, presentando un IFB correspondiente
a la formacién moderada de biopeliculas. El eugenol y el citral, ambos tratamientos en
combinaciéon con choque térmico (IFB=0.0013 e IFB=0.0014, respectivamente),
presentaron un IFB significativamente mds bajo que el de la cepa tratada con choque
térmico (IFB=0.0207), que es estadisticamente mds bajo que el indice de la cepa tratada
con eugenol (IFB=0.0413). El control (IFB=0.1012) y el hexanal en combinacién con
choque térmico (IFB=0.1034) no muestran diferencias significativas entre ellos, y a su vez
tienen una tasa significativamente mds alta que los tratamientos antes mencionados, y
significativamente mds baja que la determinada por el tratamiento con citral (IFB=0.2262)
(p <0.05).

Usando EHEC O157: H7 como referencia, se observa que cuando se trata con citral
(IFB=0.3300), se obtiene un IFB cercano al correspondiente a una formacién de
biopelicula débil, siendo el tratamiento con el IFB mds alto. La cepa tratada con eugenol
(IFB=0.1991) no permiti6 la formacién de biopelicula, presentando una tasa
significativamente mas baja que el tratamiento mencionado anteriormente, y
estadisticamente més alta que la tasa proporcionada por el control (IFB=0.0896). El resto
de los tratamientos no muestran diferencias entre ellos, siendo significativamente menores

que los tratamientos mencionados anteriormente (p < 0.05).
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La cepa NPEC ATCC 25922 present6 un IFB correspondiente a una biopelicula
moderada en el control (IFB=0.7120), siendo significativamente mayor que el indice de
la cepa tratada con choque térmico (IFB=0.3007), que no permite la formacion de
biopelicula. El hexanal (IFB=0.1618) y el eugenol (IFB=0.1324) no muestran diferencias

entre ellos, siendo estadisticamente més altos que el resto de los tratamientos.
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Tabla 4. Efecto de la combinacién de los productos naturales y el choque térmico sobre la formacion de biopelicula. Las concentraciones de citral, eugenol y
hexanal fueron de 0.1%, 0.25% y 0.5% respectivamente.

Cepas Control Citral Eugenol Hexanal HS Citral + HS Eugenol + HS  Hexanal + HS

STEC 0103 0.1299 £ 0.0403¢ 0.3404 £ 0.0325¢ 0.0243 + 0.0037ab 0.2256 + 0.0282d 0.0636 £ 0.0064b 0.0242 £ 0.0122ab 0.0024 £ 0.0012a 0.0027 £ 0.0008a
N N N N N N N N

STEC 026 2.7369 £ 0.1158¢ 0.0707 £ 0.0054ab 0.0120 £ 0.0021a 0.8045 £ 0.0124c¢ 2.4032 £ 0.0603d 0.0023 £ 0.0004a 0.0012 £ 0.0002a 0.1147 £0.0194b
F N N M F N N N

STEC O111 0.1012 £ 0.01484 0.2262 £ 0.0153¢ 0.0413 £ 0.0033¢ 0.8056 + 0.0065f 0.0207 £ 0.0038» 0.0014 £ 0.0005a 0.0013 £ 0.0002a 0.1034 +£0.01384
N N N M N N N N

EHEC 0O157:H7 0.0896 + 0.0052h 0.3300 £ 0.0464d 0.1991 £+ 0.0292¢ 0.0014 £ 0.0005“ 0.0205 + 0.0018a 0.0011 £ 0.0003a 0.0013 £ 0.0003a 0.0011 £ 0.0005a
N N N N N N N N

NPEC 0.7120 £ 0.1011d 0.0104 £ 0.0011a 0.1324 £ 0.0371b 0.1618 £ 0.0695h 0.3007 £ 0.0508¢ 0.0014 £ 0.0004a 0.0014 £ 0.0005a 0.0014 £ 0.0007a
M N N N N N N N

+ desviacién estdndar. Las mismas letras indican similitud estadistica (p<0.05). Indice de formacién de biopeliculas IFB. N = No formadora con un IFB = <0.35,
D = Débil con un IFB = 0.35 — 0.69, M = Moderado con un IFB = 0.70 — 1.09 y F = Fuerte con un IFB = > 1.10.
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Por otro lado, se procedid a determinar las diferencias entre las cepas evaluadas,
luego de su respectivo tratamiento (Tabla 5). Después de aplicar el tratamiento con citral,
se observo que NPEC ATCC 25922 (IFB=0.0104) presentaba una mayor susceptibilidad,
siendo el indice estadisticamente mds bajo determinado junto con en STEC 026
(IFB=0.0707) presentando diferencias entre estas dos cepas. En STEC OIl11
(IFB=0.2262) present6 una tasa significativamente mayor que los tratamientos antes
mencionados; caso no observado en comparacion con EHEC O157: H7 (IFB=0.3300) y
STEC 0103 (IFB=0.3404), que no mostraron diferencias entre ellos (p < 0.05). Como
resultado de la aplicaciéon de citral en combinacién con choque térmico, la STEC 0103
(IFB=0.0242) present6 el IFB mads alto significativamente que el resto de las cepas
tratadas, mostrando un IFB hasta 10 veces mds alto que el resto de los tratamientos. Es
importante mencionar que el 100% de las cepas tratadas bajo esta modalidad no formaron
biopelicula.

La determinacion de IFB después de la aplicacion de eugenol mostré que STEC
026 (IFB=0.0120), STEC 0103 (IFB=0.0243) y STEC Ol111 (IFB=0.0413) no
presentaron diferencias significativas entre ellos. Al igual que las cepas, NPEC ATCC
25922 (IFB=0.1324) y EHEC O157: H7 (IFB=0.1991), no formaron biopeliculas, sin
embargo, presentan diferencias significativas entre ellas, siendo EHEC O157: H7 present6
un IFB maés alto. Después de aplicar este tratamiento, se descubrié que todas las cepas no
forman biopeliculas. Cuando se combiné eugenol con choque térmico, todas las cepas no
formaron una biopelicula, ademds de no mostrar diferencias significativas entre ellas (p <
0.05). Es importante mencionar que esté tratamiento es 10 veces mas efectivo que el
tratamiento con eugenol, individualmente.

La evaluaciéon del tratamiento posterior al hexanal indic6 que STEC 026
(IFB=0.8045) y STEC Ol111 (IFB=0.8056) mostraron una formacién moderada de
biopelicula, siendo estadisticamente similares entre si. En orden descendente, NPEC
ATCC 25922 (IFB=0.1618) y STEC 0103 (IFB=0.2256) no formaron biopelicula, siendo
significativamente similares entre si y, a su vez, significativamente menos que los
tratamientos antes mencionados. Por ultimo, se encontré6 EC O157:H7 con el IFB mas
bajo (IFB=0.0014), en relacion con el determinado en el resto de las cepas tratadas (p <

0.05). Por otro lado, cuando se evalta el hexanal junto con el choque térmico, se observa
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que todas las cepas tratadas no muestran formacion de biopeliculas; determinado en EHEC
O157: H7 (IFB=0.0011), NPEC ATCC 25922 (IFB=0.0014) y STEC 0103 (IFB=0.0027)
mostraron indices significativamente mas bajos que los establecidos en STEC Ol111
(IFB=0.1034) y STEC 026 (IFB=0.1147).

Al someter las cepas a choque térmico, se determinaron los IFB donde STEC O26
era la tnica cepa que presentaba formacion de biopelicula (IFB=2.4032), caracterizando
una formacion fuerte. Este indice fue significativamente mayor que el determinado en
NPEC ATCC 25922 (IFB=0.3007), que, a su vez, fue mayor que los determinados en
EHEC O157: H7 (IFB=0.0205), STEC O111 (IFB=0.0207) y STEC 0103 (IFB=0.0636),
no se mostraron diferencias significativas entre ellas. En el caso del control, STEC 026
(IFB=2.7369) y NPEC ATCC 25922 (IFB=0.7120) presentaron tasas de formacién de
biopeliculas fuertes y moderadas, respectivamente; siendo significativamente diferente
entre ellos y del resto de las cepas. EHEC O157:H7 (IFB=0.0896), STEC O111
(IFB=0.1012) y STEC 0103 (IFB=0.1299) no formaron biopeliculas y no mostraron

diferencias significativas entre ellas (p < 0.05).

41



Tabla 5. Determinacién del uso de productos naturales y choque térmico sobre la formacién de biopelicula en las cepas de E. coli. Las

concentraciones de citral, eugenol y hexanal fueron de 0.1%, 0.25% y 0.5% respectivamente.

Tratamientos STEC 0103 STEC 026 STEC 0111 EHEC 0157:H7 NPEC ATCC 25922

Control 0.1299 £0.0403a  2.7369 +£0.1158¢  0.1012 +£0.0148a  0.0896 + 0.0052a 0.7120 £ 0.10115
N F N N M

Citral 0.3404 £0.03254  0.0707 £0.0054>  0.2262 £ 0.0153c  0.3300 + 0.0464d 0.0104 £0.0011a
D N N N N

Eugenol 0.0243 £0.0037a  0.0120 £0.0021a  0.0413 £0.0033a  0.1991 £ 0.0292¢ 0.1324 £0.0371b
N N N N N

Hexanal 0.2256 £0.0282b0  0.8045 +£0.0124c  0.8056 £ 0.0065¢  0.0014 + 0.0005a 0.1618 = 0.0695b
N M M N N

HS 0.0636 £ 0.0064a  2.4032 +0.0603¢  0.0207 £0.0038a  0.0205 £ 0.0018a 0.3007 = 0.0508b
N F N N N

Citral + HS 0.0242 £0.01220  0.0023 £0.0004a  0.0014 +0.0005¢  0.0011 + 0.0003a 0.0014 + 0.0004a
N N N N N

Eugenol + HS  0.0024 £0.0012¢  0.0012 £0.0002a  0.0013 +£0.0002a¢  0.0013 + 0.0003a 0.0014 % 0.0005a
N N N N N

Hexanal + HS  0.0027 £0.0008¢  0.1147 £0.0194>  0.1034 £0.0138»  0.0011 + 0.0005a 0.0014 £ 0.0007a
N N N N N

+ desviacion estandar. Las mismas letras indican similitud estadistica (p<0.05). Indice de formacién de biopeliculas IFB. N = No
formadora con un IFB = <0.35, D = Débil con un IFB = 0.35 — 0.69, M = Moderado con un IFB = 0.70 — 1.09, F = Fuerte con un

IFB =>1.10.
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b) Movilidad Swarming

Para establecer el efecto de los tratamientos sobre la movilidad swarming de las cepas, se
establecieron diferencias entre las medias de los centimetros del didmetro de migracion
bacteriana (Tabla 6).

En STEC 0103 se encontré que el hexanal combinado con el choque térmico (1.0
cm) influyé en las bacterias presentando una mayor movilidad que el resto de los
tratamientos, caso contrario a lo observado en el control (0.3 cm), el citral (0.3 cm), el
hexanal (0.3 cm) y el eugenol (0.3 cm), que no mostraron movilidad que el resto de los
tratamientos, sin mostrar diferencias entre ellos. El eugenol junto con el choque térmico
(0.6 cm) y el efecto de la temperatura individualmente (0.8 cm) presentaron diferencias
significativas entre ellos; el fendmeno no ocurrié con citral en combinacién con choque
térmico (0.7 cm), que fue estadisticamente similar a ambos (p < 0.05).

El efecto de los tratamientos en STEC 026 mostré que el eugenol (4.3 cm), el
citral con choque térmico (4.4 cm) y el control (4.5 cm) presentaron significativamente
didmetros mds pequeiios que los del resto de los tratamientos; que no presentaron
diferencias significativas entre si (Eugenol + choque térmico = 5.1 cm; hexanal = 5.1 cm;
choque térmico = 5.3 cm; hexanal + choque térmico = 5.3 cm; y citral = 5.4 cm).

El swarming analizado en STEC O111 mostré que el control (0.5 cm) y el
tratamiento de choque térmico (0.5 cm) no presentaron difusién en comparacién con el
resto de los tratamientos. Los centimetros medidos después de tratar la cepa con citral en
combinacién con choque térmico (1.0 cm) y el hexanal (1.5 cm) presentaron diferencias
significativas, siendo esta dltima donde la cepa migré mas centimetros. El resto de los
tratamientos fueron estadisticamente similares a este ultimo (Hexanal + choque térmico =
1.3 cm; eugenol = 1.4 cm; citral = 1.4 cm; y eugenol + choque térmico = 1.5 cm).

El efecto de los tratamientos sobre EHEC O157: H7 mostré que cuando se trata
con eugenol en combinacién con choque térmico (4.5 cm), la migracion fue menor que la
de los otros tratamientos; caso contrario al hexanal (7.0 cm) y el eugenol (7.4 cm), donde
la cepa migré la mayor cantidad de centimetros, significativamente mayor que el resto de
los tratamientos. El resto de los tratamientos son significativamente mads altos que el

eugenol en combinacién con choque térmico, y mas bajos que los dltimos tratamientos
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mencionados (citral = 5.4 cm; hexanal + choque térmico = 5.5 cm; choque térmico = 5.5
cm; control = 5.5 cm; citral + choque térmico = 5.6 cm).

Analizando el NPEC ATCC 25922, el efecto del choque térmico (1.7 cm) condujo
a una menor migracion significativamente similar al efecto de hexanal (1.9 cm) y eugenol
(2.0 cm), este ultimo sin mostrar diferencias significativas en relacion con el efecto de
citral (2.1 cm) y hexanal (2.3 cm), ambos en combinacién con choque térmico. La
movilidad obtenida del tratamiento con eugenol en combinacion con el choque térmico
(2.4 cm) es significativamente mayor que el obtenido con hexanal, un caso que no se
observé con los tratamientos antes mencionados. La migracién bacteriana de la cepa
tratada con citral (2.6 cm) es significativamente mayor que la obtenida después del
tratamiento con eugenol y citral en combinacién con choque térmico; didmetro que no
presenta diferencias significativas con el tratamiento de control (2.8 cm) y el eugenol

combinado con choque térmico (p < 0.05).
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Tabla 6. Efecto de los productos naturales, el choque térmico y su combinacién en cinco serotipos de E. coli STEC sobre el movimiento tipo swarming.

Cepas

STEC 0103

STEC 026

STEC 0111

EHEC O157:H7

NPEC ATCC

25922

Migracién Swarming (cm didmetro)

Control Citral Eugenol Hexanal HS Citral + HS  Eugenol + HS  Hexanal + HS
03+£0.05¢ 0.3+0.05a 0.3 £0.04a 0.3 +£0.03a 0.8+0.10c 0.7 +£0.03bc 0.6 £0.10b 1.3 £0.05d
13 +0.12a 5.4+0.13b 1.3 +£0.09a 5.1+£0.09 53+0.02b 1.3 £0.09a 5.1+£0.36b 5.3 +£0.06b
0.5+£0.06a 14+0.18bc 14+0.21bc 1.5+0.10c 0.5+£0.03a 1.0£0.15b 1.5£0.11bc 1.3 £0.29h¢
55+£021b 54+£0.07b 74+0.27c 7.0 £0.08¢ 55+0.16b  5.6+0.08b 45+0.11a 55+0.27b
28+0.05¢ 2.6+0.05de 2.0£029c 19%0.13ab 1.7+x0.09¢ 2.1+0.06bc  2.4+0.18cde 2.3 +£0.08bcd

+ desviacién estandar. Las mismas letras indican similitud estadistica (p<0.05).
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De manera complementaria, en el presente estudio, se determinaron las diferencias
y el efecto de los tratamientos para las cepas en la movilidad (Tabla 7), donde, después
de la aplicacion de citral, se observé que STEC O103 present6 una migracion
significativamente menor (0.3 cm) que el resto de las cepas. STEC 026 (5.4 cm) y EHEC
O157: H7 (5.4 cm) mostraron una mayor migraciéon en relaciéon con el resto de los
tratamientos, sin mostrar diferencias significativas entre ellos. En orden descendente, y
mostrando una movilidad significativamente menor, estdn los centimetros determinados
en NPEC ATCC 25922 (2.6 cm) y STEC O111 (1.4 cm), cepas que presentaron migracion
bacteriana con diferencias significativas entre ellos (p < 0.05).

Después de tratar las cepas con citral en combinacidén con choque térmico, se
observé que STEC O103 (0.7 cm) presentaba menos migracién en relacion con el resto
de las cepas. En orden ascendente, y presentando diferencias significativas entre ellos (p
< 0.05), se establecen las migraciones de STEC O111 (1.0 cm), NPEC ATCC 25922 (2.1
cm), STEC 026 (4.4 cm) y EHEC O157:H7 (5.6 cm); fendmeno similar al observado
después del tratamiento con eugenol, donde la movilidad fue significativamente diferente
entre todas las cepas; expresado en orden ascendente de la siguiente manera: STEC 0103
(0.3 cm ), STEC O111 (1.4 cm), NPEC ATCC 25922 (2.0 cm), STEC 026 (4.3 cm) y
EHEC O157: H7 (7.4 cm).

Analizando los centimetros de migraciéon microbiana de las cepas después de su
tratamiento con eugenol mds choque térmico, se observan diferencias significativas entre
todas las cepas, donde STEC O26 (5.1 cm) present6 una mayor migracion, siguiendo en
orden descendente EHEC O157: H7 (4.5 cm), NPEC ATCC 25922 (2.4 cm), STEC O111
(1.5 cm) y STEC 0103 (0.5 cm) (p < 0.05).

Un fenémeno similar al mencionado anteriormente se describe en las cepas
tratadas con hexanal, donde todas las cepas mostraron diferencias significativas entre ellas
(p <0.05). La cepa con la mayor movilidad fue EHEC O157:H7 (7.0 cm), y la migracién
mas baja ocurri6 en STEC O103 (0.3 cm); en orden ascendente, teniendo en cuenta lo
ultimo, se observo la movilidad de STEC O111 (1.5 cm), NPEC ATCC 25922 (1.9 cm) y
STEC 026 (5.1 cm).

46



La combinacion de choque térmico con hexanal, STEC O103 (1.0 cm) y STEC
OI111 (1.3 cm) tuvieron menos migracidn, sin mostrar diferencias significativas entre
ellos. EHEC O157:H7 (5.5 cm) y STEC 026 (5.3 cm) presentaron un mayor movimiento,
sin ser significativamente diferentes entre si, en contraste con NPEC ATCC 25922 (2.3
cm), con un didmetro significativamente menor que las ultimas cepas mencionadas.

Se establecieron diferencias significativas en la movilidad de las cepas cultivadas
en condiciones normales; el control, donde STEC 0103 (0.3 cm) y STEC O111 (0.5 cm)
presentaron un menor movimiento bacteriano en relacién con el resto de las cepas, sin
mostrar diferencias significativas entre sus migraciones. De mayor a menor migracion, se
establecieron las de EHEC O157:H7 (5.5 cm), STEC 026 (4.5 cm) y NPEC ATCC 25922
(2.8 cm), que presentaron diferencias significativas entre ellas.

En el caso de las cepas tratadas con choque térmico, se observa que la migracion
de EHEC O157:H7 (5.5 cm) y STEC 026 (5.3 cm) fue significativamente mayor que la
del resto de las cepas, sin mostrar diferencias significativas entre ellas. El movimiento de
NPEC ATCC 25922 (1.7 cm) fue significativamente mayor que el de STEC 0103 (0.8
cm), que a su vez fue significativamente mayor que el observado en STEC O111 (0.5 cm)

(p <0.05).
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Tabla 7. Efecto de los productos naturales, el choque térmico y su combinacién en cinco serotipos de E. coli STEC

sobre el movimiento tipo swarming.

Migracién Swarming (cm)

Tratamientos  STEC 0103 STEC 026 STEC O111  EHEC O157:H7 NPEC ATCC 25922
Control 0.3 £0.05a 45+0.12¢ 0.5 £ 0.06a 5.5+0.21d 2.8 £0.05b
Citral 0.3 +£0.05a 54 +0.134 1.4 +0.18a 54 +0.07d 2.6 +0.29¢
Eugenol 0.3 £0.04a 4.3 +£0.094d 1.4£0.21b 7.4+£0.27e 2.0£0.09¢
Hexanal 0.3 +0.03a 5.1 £0.094 1.5+0.10b6 7.0 £0.08e 1.9 +0.13¢
HS 0.8 £0.10b 5.3+0.02d 0.5+0.03a 5.5+0.16d4 1.7 +0.09¢
Citral + HS 0.7 £0.03a 4.4 +£0.09d 1.0£0.15b 5.6 £0.08¢ 2.1 £0.06¢
Eugenol+HS  0.5+0.10a 5.1 +£0.36¢ 1.5+0.115 1.3 £0.114 24 +£0.18¢c
Hexanal + HS 1.3 £0.05a 5.3 £0.06c 1.3 £0.29a 5.5+0.27c 2.3+£0.08b

+ desviacién estdndar. Las mismas letras indican similitud estadistica (p<0.05).
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Expresion de genes relacionados con la virulencia STEC 026

a) Formacion de biopelicula

Para estimar la expresion de los genes relacionados con la formacion de biopeliculas, se
realiz6 una normalizacién de los datos con el gen GAPDH (gen de control) como
referencia, caracterizado por presentar una expresion constitutiva y constante, que se
definié como 1; en relacion con la expresion de este gen, la diferencia en la expresion (+)
o represion (-) de los genes se determind por el efecto de los tratamientos con un cambio
de pliegue resultante de la diferencia de la expresion del gen y la expresion del gen de
control (Tabla 8). A partir de estas medias, se establecieron diferencias significativas para
cada uno de los genes en STEC 026 (ANOVA, Tukey, p = 0.05).

La expresion del gen csgA de STEC 026 después de ser tratado con citral (0.2) fue de
-0.8 en relacion con el control, siendo significativamente similar al tratamiento con
eugenol (0.7), con una expresion de -0.3; el dltimo tratamiento sin mostrar diferencias
significativas con el control fue el hexanal en combinacion con el choque térmico (0.8),
con una expresion de -0.2. El choque térmico (5.5) condujo a una expresion de +4.5,
significativamente mads alta que la del resto de las expresiones genéticas. Las expresiones
resultantes del tratamiento con citral (3.7) y eugenol (3.7), ambos en combinacién con
choque térmico, presentaron una expresion de + 2.7, respectivamente; no presentando
diferencias significativas entre si. El tratamiento con hexanal (1.4) no fue estadisticamente
diferente del control, a pesar de tener una expresion de + 0.4.

El gen csgD se presentd a niveles significativamente diferentes del control, después
del tratamiento con eugenol (0.7) y citral (0.8), con expresiones de -0.3 y -0.2,
respectivamente; fendémeno similar al observado en la expresion del gen después de ser
tratado con hexanal (1.0), que, a pesar de no presentar diferencias estadisticas, tiene una
expresion de +0.035. El tratamiento de choque térmico (1.3), con una expresion de +0.3,
fue significativamente mayor que el observado en eugenol y citral; caso no observado en
comparacion con control y hexanal.

Para este gen, se determind una expresion de + 0.9 después del tratamiento de choque
térmico combinado de hexanal (1.9), y una expresion de + 1.1 del citral en combinacién

con choque térmico (2.1); Estos tratamientos no presentan diferencias significativas entre
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si. La expresion genética promovida por el eugenol combinado con choque térmico (4.5)
fue de +3.5 en relacion con el control, significativamente mayor que la del resto de los
tratamientos.

La expresion del gen rpoE fue significativamente mayor después de la aplicacién de
todos los tratamientos, esto en relacion con el control. El choque térmico (2.0), la
combinacién del choque térmico tanto con citral (2.5) como con hexanal (2.6) presentaron
una expresion de +1.0, +1.5 y +1.6, respectivamente, sin observar diferencias
significativas entre ellos; caso contrario al observado en la expresién después del
tratamiento con citral (2.9) y eugenol (3.0), presentando una expresion de +1.9 y +2.0,
respectivamente; estos son significativamente mads altos que la expresion debido al choque
térmico, y estadisticamente similares a las expresiones mencionadas anteriormente. Con
una expresion de +3.9, la determinacion resultante del tratamiento con hexanal (4.9) fue
significativamente mayor que los tratamientos mencionados anteriormente, observandose
el caso opuesto en comparacion con el producto de expresion del tratamiento con eugenol
combinado con choque térmico (5.8), con una cuantificacién de +4.8.

Después del tratamiento de la cepa con citral (0.5) y hexanal (0.8), no hubo diferencias
significativas en la expresion del gen rpoH, con expresiones determinadas en -0.5 y -0.2,
respectivamente; ambos sin mostrar diferencias significativas entre ellos, y el control. La
expresion determinada después del tratamiento con citral en combinacién con choque
térmico (1.7) fue +0.7, significativamente mayor que la obtenida con eugenol y hexanal
en combinacién con choque térmico; esto sin mostrar diferencias significativas con el
resto de las expresiones genéticas.

La expresion del gen rpoS se determind después de aplicar los tratamientos
individualmente (hexanal = 0.1; eugenol = 0.1; y citral = 0.2) presentaron expresiones de
-0.9, -0.9 y -0.8, en relacion con el control, siendo estos significativamente menor que el
resto de las expresiones obtenidas. La expresion influenciada por el citral en combinacion
con el choque térmico (0.8), y el obtenido después de aplicar el choque térmico (1.3), no
mostrd diferencias significativas con el control, a pesar de que el citral combinado con
choque térmico tenia una expresion de -0.2 y el tratamiento fisico +0.3. El hexanal (1.8)
y eugenol (2.1), ambos combinados con calor condujeron a una expresion de +0.8 y +1.1,

siendo estadisticamente diferentes entre si.
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Al analizar la expresion del gen stx/, se observa una expresion significativamente
mayor en tratamientos con eugenol (3.3) y citral (2.8), ambos en combinacién con choque
térmico, lo que resulta en expresiones de +2.3 y +1.8, respectivamente; lo anterior en
relacion con el resto de las expresiones, destacando que no hay una diferencia significativa
entre ellas. El tratamiento con eugenol (0.3) y con choque térmico (1.4) condujo a
expresiones (-0.7 y + 0.4, respectivamente) con diferencias significativas entre ellos, sin
observar el mismo fendémeno al compararlos por separado con el resto de las expresiones

obtenidas.
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Tabla 8. Efecto de los productos naturales, el choque térmico y su combinacién en la expresion de genes relacionados a biopelicula en STEC 026.

Genes Control Citral Eugenol Hexanal HS Citral + HS Eugenol + HS Hexanal + HS
cSgA 1.0 £0.0bc 0.2+0.1a 0.7 £0.0ab 1.4+£0.3c 5.5+04e¢ 3.7+£0.1d 3.7+£0.1d 0.8+0.15
csgD 1.0 £0.0ab 0.8+0.1a 0.7 £0.0a 1.0 £0.3ab 1.3£0.15 2.1£0.1c 4.5+0.0d 1.9+0.3¢
rpoE 1.0 £0.0a 29+0.2c 3.0+0.1c 49+0.1d 2.0+£0.3b 2.5+0.4bc 5.8+0.1e 2.6 £0.4bc
rpoH 1.0 £ 0.0abc 0.5+0.2a 1.5+£0.3bc 0.8+0.4ab 1.6 £0.0bc 1.7+0.3c 1.5 +0.3bc 1.4 £0.4bc
rpoS 1.0 £ 0.0bc 0.2 £0.0a 0.1 £0.0a 0.1 £0.0a 1.3+£0.3¢c 0.8 +£0.10 2.1 £0.0e 1.8 £0.2d
stxl 1.0 £0.0ab 1.3 £0.2ab 0.3 £0.0a 0.5 £0.0ab 1.4 £0.5b 2.8 +£0.9c 33+£0.3c 1.4 £0.2ab

Todos los genes fueron normalizados (GAPDH) y comparados con el control. Todos los experimentos se compararon el control ANOV A (p <0.05).
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Ademas del andlisis de la expresion génica en relacion con el control, analizamos las
diferencias entre la expresion de los seis genes cuando se tratan con el mismo tratamiento
(Tabla 9), de modo que sea posible dilucidar su comportamiento, al comparar entre si.
Después del tratamiento con citral, se observé que los genes con la expresion més baja
eran rpoS (0.2), csgA (0.2) y rpoH (0.5), este ultimo sin mostrar diferencias significativas
con lo que se determind en el gen csgD (0.8). Bajo este tratamiento, el gen de stx/ (1.3) y
rpoE (2.9) se expresaron en gran medida, mostrando diferencias significativas entre ellos.
El efecto de citral con el choque térmico condujo a que los genes rpoS (0.8) y rpoH (1.7)
mostraran menos expresion, no siendo significativamente diferentes entre si; caso no
observado con este tltimo gen, que no presentd diferencias estadisticas con la expresion
de csgD (2.1), rpoE (2.5) y stxI (2.8). El gen con la expresion determinada mads alta fue
csgA (3.7), siendo significativamente similar a szx/.

La expresion de los genes en STEC 026 después del tratamiento con eugenol mostrd
que rpoS (0.1) y stxI (0.3) mostraron una expresion significativamente menor en relacion
con el resto de los genes, sin diferencias significativas observadas entre ellos. Del mismo
modo, csgA (0.7) y ecsgD (0.7) no mostraron diferencias entre ellos, siendo
estadisticamente menores que las expresiones de rpoH (1.5) y rpoE (3.0),
significativamente diferentes entre si. Después del tratamiento de STEC O26 con eugenol
combinado con choque térmico, se determiné una mayor expresion, en relacién con el
resto de los genes, en rpoE (5.8) y csgD (4.5), significativamente diferentes entre si. Los
genes csgA (3.7) y stxI (3.3) no mostraron diferencias significativas entre ellos, caso
contrario en comparacion con rpoS (2.1) y rpoH (1.5), significativamente diferentes entre
si.

La expresion resultante del tratamiento con hexanal mostré que la expresion entre rpoS
(0.1) y stxI (0.5) no mostré diferencias significativas entre ellos, donde el dltimo gen fue
significativamente similar a la expresion de rpoH (0.8) y csgD (1.0). La expresion de csgA
(1.4) fue significativamente mayor que la de stx/, no se observaron diferencias con la
expresion de rpoH 'y csgD. El gen rpoE (4.9) presentd una expresion significativamente
mads alta que la del resto de los genes (p = 0.05).

Al complementar el hexanal con el choque térmico, el gen rpoE (2.6) se expreso de

manera significativamente similar a csgD (1.9), siendo estadisticamente més alto que el
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resto de los genes. La expresion de csgA (0.8), stxI (1.4) y rpoH (1.4) no presentaron
diferencias significativas entre ellos, la expresion de estos dos ultimos genes fue
estadisticamente similar a la de rpoS (1.8) y ¢sgD (1.9).

El tratamiento de STEC 026 con choque térmico condujo a una expresion
significativamente mayor, que la del resto de los genes, en csgA (5.5). La expresion de
rpoS (1.3), csgD (1.3), stxI (1.4), rpoH (1.6) y rpoE (2.0) no mostré diferencias

significativas entre ellos.
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Tabla 9. Efecto de los productos naturales, el choque térmico y su combinacién en la expresién de genes relacionados a biopelicula en

STEC 026.
Genes
Tratamientos
csgA csgD rpoE rpoH rpoS stx1
Control 1 1 1 1 1 1
Citral 0.2+0.1a 0.8+0.16 29+0.2d 0.5+0.2ab 0.2 +0.0a 1.3+0.2¢
Eugenol 0.7 £0.0b 0.7 £0.0b 3.0+0.1d 1.5+0.3¢ 0.1 £0.0a 0.3 £0.0a
Hexanal 1.4+£03c¢ 1.0 £0.3bc 49+0.1d 0.8 £0.4bc 0.1 £0.0a 0.5 £0.0ac
HS 5.5+0.4b 1.3£0.1a 2.0£0.3a 1.6 £0.0a 1.3+£0.3a 1.4 £0.5a
Citral + HS 3.7+0.1c 2.1+0.16 2.5+0.4b 1.7 £0.3ab 0.8+0.1a 2.8 £0.9b¢
Eugenol + HS 3.7+0.1¢ 4.5+0.0d 5.8+0.1e 1.5+0.3a 2.1+0.0b 33+0.3c¢
Hexanal + HS 0.8+0.1a 1.9 £0.3bc 2.6 +0.4c 1.4 £ 0.4ab 1.8+£0.2b 1.4 £0.2ab

Todos los genes fueron normalizados (GAPDH) y comparados con el control. Todos los experimentos se compararon el control

ANOVA (p <0,05).
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b) Movilidad Swarming

Bajo los mismos criterios de andlisis de la expresion de los genes de biopelicula, se
determinaron las diferencias y el cambio de pliegue de los genes relacionados con la
movilidad de STEC 026, como producto de la exposiciéon a los tratamientos antes
mencionados, en contraste con la expresion constitutiva y constante de GADPH gen
(tabla 10).

En el caso del gen flhC, se observa que las expresiones STEC 026 después del
tratamiento con hexanal (0.4) y citral (0.7), presentaron -0.6 y -0.3, respectivamente, esto
sin ser significativamente diferente de la expresion de control. El efecto del eugenol (4.5)
condujo a una expresion de +3.5, significativamente mayor que el resto de las expresiones.
El choque térmico (2.5) y el hexanal en combinacién con el choque térmico (2.2)
indujeron una expresion de +1.5 y +1.2, respectivamente, siendo significativamente
similares entre si; este Ultimo comparando con la expresién de +0.7 resultante del
tratamiento con citral combinado con choque térmico (1.7) no presentaron diferencias
significativas entre ellos; sin embargo, este dltimo fue significativamente similar a la
expresion de +0.5, producto del eugenol combinado con choque térmico (1.5).

La expresion del gen flhD observada después de tratar STEC O26 con choque térmico
combinado hexanal (0.2) y hexanal individualmente (0.2) fue -0.8, respectivamente,
siendo menor que la expresion de control y sin mostrar diferencias significativas entre
ellos. El citral combinado con choque térmico (1.0) e individualmente (1.0) presentd
expresiones de -0.027 y +0.006, sin mostrar diferencias significativas entre ellos y el
control. En orden ascendente, y mostrando diferencias significativas entre ellos, en
relacion con los tratamientos ya descritos, la cepa tratada con eugenol combinado choque
térmico (1.1), eugenol (1.4) y choque térmico (2.0) promovié expresiones de +0.1, + 0.4
y +1.0, respectivamente.

En el andlisis de las expresiones del gen rpoE, se observa que la expresion de — 0.7,
producto del tratamiento con hexanal combinado con choque térmico (0.3), es
significativamente menor que el control y el resto de las expresiones; caso contrario a la
expresion + 1.9 producto del tratamiento con choque térmico (2.9), significativamente

mayor que el control y el resto de los tratamientos. Las expresiones de + 0.7 y +0.8 de
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eugenol (1.7) y citral (1.8), respectivamente, no mostraron diferencias significativas entre
ellas, siendo, por otro lado, significativamente mayores que el resto de las expresiones que
no mostraron diferencias entre ellos y la expresion de control (p < 0.05).

Teniendo en cuenta la respuesta del gen rpoH, se observa que el efecto del choque
térmico (1.6) condujo a una expresion de + 0.6 mas alta que la del resto de las expresiones
resultantes. La expresion +0.1 producto del tratamiento con citral (1.1) fue
significativamente mayor que la expresion -0.4, -0.3 y -0.2 del producto de los
tratamientos con choque térmico combinado eugenol (0.6), hexanal combinado con
choque térmico (0.7) y esté individualmente (0.8), las dos ultimas expresiones son
estadisticamente similares a la expresion constitutiva del control.

En el caso de las expresiones del gen rpoS, se observa que la expresiéon de — 0.5
resultado de la exposicion a citral con choque térmico (0.5), fue significativamente menor
que el resto de los tratamientos y a la expresion de control, esta dltima sin mostrar
diferencias significativas con la expresion de +0.2 resultante del tratamiento con eugenol
choque térmico combinado (1.2), que fue estadisticamente similar a la expresion de +0.2
del tratamiento con choque térmico combinado hexanal (1.2) y +0.3 con choque térmico
(1.3). Las expresiones +0.7 y +0.8, resultantes de los tratamientos con citral (1.7) y
eugenol (1.8), no mostraron diferencias significativas entre ellas, un fendmeno observado
contrario con la expresion de +1.2, producto de exposicion al hexanal (2.2).

La expresion del gen stx/ de -0.8, producto de la exposicion de STEC 026 al citral
combinado con choque térmico (0.2) fue menor que la del resto de los tratamientos;
contrariamente a la expresion de + 1.3 resultante del tratamiento con eugenol combinado
de choque térmico (2.3), que fue significativamente mayor que la del resto de los
tratamientos. Las expresiones de +0.1, + 0.3 y +0.3, como resultado de la exposicién a
citral (1.1), hexanal combinado con choque térmico (1.3) y choque térmico (1.3)
respectivamente, no muestran diferencias significativas entre si y la expresion de control.
El tratamiento con eugenol (1.4) condujo a una expresion de +0.4, significativamente
similar a la expresion de +0.7 producida por de hexanal (1.7); Las expresiones de estos

ultimos no mostraron diferencias significativas entre ellos.
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Tabla 10. Efecto de los productos naturales, el choque térmico y su combinacion en la expresion de genes relacionados a swarming en STEC

(gfl;es Control Citral Eugenol Hexanal HS Citral + HS  Eugenol + HS Hexanal + HS
flhC 1.0+£0.0ab  0.7+0.1a 45+04f 0.4 +0.0a 25+0.2¢ 1.7+0.1cd 1.5 £ 0.4bc 22 +0.1de
flhD 1.0 +0.0p 1.0+ 0.0p 1.4+0.1d 0.2+0.0a 2.0 +0.0e 1.0 £ 0.0b 1.1+0.1¢ 0.2 +0.0a
rpoE 1.0 £0.0b 1.8 £0.0c¢ 1.7+£0.2¢ 1.0 £0.0b 29+0.2d 0.8+0.1b 0.8+0.1 0.3 £0.0a
rpoH  1.0+£0.0bcd 1.1£0.0d 1.1+0.0cd 0.8+0.0abc  1.6+£0.1e  1.0%0.3bcd 0.6+0.1a 0.7 +0.1ab
rpoS 1.0 £ 0.0p 1.7 £0.0d 1.8 +0.1d 22+0.1e 1.3+£0.0c 0.5+0.0a 1.2 £ 0.0bc 1.2 +£0.0c
stxl 1.0 £ 0.0p 1.1+£0.1» 1.4%0.lcd 1.7 £0.0d 1.3+0.1bc 0.2 +0.0a 23+0.3e 1.3+0.7bc

Todos los genes fueron normalizados (GAPDH) y comparados con el control. Todos los experimentos se compararon el control ANOVA

(p <0,05).

58



Por otro lado, se determinaron las diferencias significativas entre la expresion de los
genes, de modo que es posible determinar el gen que se expres6 en mayor o menor medida,
bajo exposicion a cada tratamiento (Tabla 11).

Se observé que después del tratamiento con citral, los genes rpoS (1.7) y rpoE (1.8)
no mostraron diferencias significativas en su expresion, siendo mayores que la del resto
de los genes. La expresion de rpoH (1.1), stxI (1.1) y flhD (1.0) fue significativamente
mayor que la de fThC (0.7), sin mostrar diferencias significativas entre ellos. Al combinar
el citral con el choque térmico, fIhC (1.7) se expreso significativamente mas que el resto
de los genes. La expresion de los genes rpoH (1.0), fIhD (1.0) y rpoE (0.8) no mostrd
diferencias significativas entre ellos, caso contrario en contraste con la expresion de stx/
(0.2). El gen rpoS (0.5) no mostré diferencias con la expresion de stx/ y rpoE.

El tratamiento con eugenol hizo que la expresion de flhC (4.5) fuera més alta que la
del resto de los genes. La expresion de rpoS (1.8) fue significativamente mayor que la de
rpoH (1.1), un fendmeno que no se presenta al comparar estos, individualmente, con la
expresion del resto de los genes. Después del efecto de eugenol con choque térmico, se
observoé una expresion significativamente mayor que la del resto de los genes en stx/ (2.3).
La expresion de fIhC (1.5) no presentd diferencias significativas con la de rpoS (1.2) y
flhD (1.1); observando la diferencia con la expresion de rpoE (0.8) y rpoH (0.6). La
expresion de flhD no mostré diferencias en relacion con el resto de los genes, excepto
stxl.

Laexpresion de flhD (0.2) y flhC (0.4), después del tratamiento con hexanal, no mostrd
diferencias significativas cuando se comparé entre ellos, caso contrario en comparacion
con el resto de los genes. La expresion de rpoH (0.8), rpoE (1.0), stxI (1.7) y rpoS (2.2)
present6 diferencias significativas comparados entre si. La expresion de genes resultantes
del tratamiento de hexanal con choque térmico, se observé que flhC (2.2) fue,
significativamente mayor que la del resto de los tratamientos, la expresion de los genes de
stxI (1.3) y rpoS (1.2) no difieren entre si. La expresion de rpoH (0.7) fue
significativamente mayor que la de rpoE (0.3) y flhD (0.2), lo que no mostré diferencias
significativas entre los ultimos dos.

La expresion resultante como consecuencia de la exposicion al choque térmico indujo

la expresion de rpoE (2.9) y flhC (2.5) fue significativamente mayor que la del resto de
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los tratamientos, sin mostrar diferencias entre ellos. El gen flhD (2.0) presenté una
expresion mayor que la de rpoH (1.6), stxI (1.3) y rpoS (1.3), que no mostré diferencias

significativas entre ellos.
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Tabla 11. Efecto de los productos naturales, el choque térmico y su combinacién en la expresién de genes
relacionados a swarming en STEC O26.

Genes
Tratamientos
JIhC flhD rpoE rpoH rpoS stxl

Control 1 1 1 1 1 1
Citral 0.7 +0.1a 1.0 £ 0.0 1.8 +0.0c 1.1 £0.0b 1.7 £0.0c 1.1+0.1b
Eugenol 4.5+0.4c 1.4 +£0.1ab 1.7 £0.2ab 1.1 £0.0a 1.8 +0.1b 1.4 +0.1ab
Hexanal 0.4 +0.0a 0.2 +0.0a 1.0 £0.0c 0.8 +0.0b 22+0.1e 1.7 +£0.0d
Heat Shock 2.5+02¢ 2.0+0.0b 29+02c 1.6 £0.1a 1.3 £0.0a 1.3+0.1a
Citral + HS 1.7+0.1d 1.0 £0.0c 0.8 £0.1bc 1.0+0.3¢ 0.5 +0.0ab 0.2 +0.0a
Eugenol + HS 1.5+0.4c 1.1 £0.1abc 0.8 +0.1ab 0.6 +0.1a 1.2 +0.0bc 23+03d
Hexanal + HS 22+0.1d 0.2 +0.0a 0.3 +0.0a 0.7+0.1b 1.2 +0.0c 1.3+0.1¢

Todos los genes fueron normalizados (GAPDH) y comparados con el control. Todos los experimentos se
compararon el control ANOVA (p <0,05).

61



DISCUSION

Los antimicrobianos de origen natural han demostrado afectar varios procesos
bacterianos. El eugenol es un aceite esencial extraido del clavo, conocido por su capacidad
antioxidante (Jirovetz et. al., 2006). En estudios anteriores, el eugenol mostré actividad
bacteriostética y bactericida contra bacterias Gram negativas (E. coli y Salmonella) y
bacterias Gram positivas (Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes) (Filgueiras et. al., 2006). Las propiedades antimicrobianas pueden
deberse a la alteracion de la membrana celular; el eugenol es hidrofébico e interactia con
la membrana celular, lo que provoca fugas de componentes intracelulares debido a la
permeabilidad no especifica (Gili y Holley 2006, Burt 2004). En nuestro estudio, el
eugenol fue el compuesto con el mayor efecto inhibitorio del crecimiento de las bacterias.
Aunque Pei et. al., (2009) reportaron un CMB de 1.6 mg/mL para EHEC O157:H7 ATCC
43895, la CMB en nuestro estudio para todas las cepas fue menor (0.58 — 0.73 mg/mL),
estas diferencias pueden deberse a variaciones en la fisiologia de los aislamientos de
serotipos, medios de cultivo y pureza de compuestos quimicos.

La eficacia de citral se ha demostrado previamente contra diversas bacterias,
incluidos varios patotipos de E. coli EHEC serotipo O157:H7, EAEC 042,) EAEC
0O104:H4 con CMB de 0.12 a 0.20, mg/mL). El aceite esencial contiene citral y otros
terpenos (Iris et. al., 2020) que causan dafio y ruptura de la membrana celular bacteriana
(Zhang et. al., 2020).

El hexanal, un aldehido de C6 derivado de hojas verdes, es un componente del
aroma de una gran cantidad de frutas, incluidas las manzanas con propiedades
antimicrobianas y con inhibicién de la fosfolipasa D, 1til para la conservacion de frutas y
productos frescos después de la cosecha. Se ha informado que este compuesto estd casi
inactivo a E. coli (ATCC 10538) a una concentracién de 500 pg/mL (Bisignano et. al.,
2001), en nuestro estudio con una CMB entre 2.24-2.52 mg/ml mostré6 un efecto
antimicrobiano en las cepas analizadas. La actividad antimicrobiana podria deberse a la
actividad de bloqueo de la superéxido dismutasa (SOD); sin embargo, sus efectos parecen

depender de sus propiedades especificas en el sitio (volatilidad y liposolubilidad) y pueden
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cambiar cuando las células estdn bajo estrés oxidativo (Matos et. al., 2020). El hexanal
fue el compuesto con la CMB mas alta para las cepas de E. coli analizadas.

Las biopeliculas son comunidades microbianas de superficie con propiedades
distintas que tienen un tremendo impacto en la salud publica y la seguridad alimentaria
(Vélez et. al., 2019). Las biopeliculas podrian estar constituidas por multiples especies de
microorganismos e interacciones complejas dentro de la comunidad que influyen en la
arquitectura, la actividad y la resistencia a los antimicrobianos (Wang 2019). Vélez et. al.,
(2019) demostraron que la exposicion al hipoclorito (<5%) durante menos de 20 minutos
indujo cambios en la biopelicula, como se observé en algunos casos en nuestro estudio el
efecto de productos naturales solos o en combinacién con HS suprimian la capacidad de
formacién de biopeliculas en las cepas 026 y NPEC, asi como en el resto de las cepas
STEC no se indujo la formacién de biopelicula, estos hallazgos son de interés para la
industria y las autoridades sanitarias, dado que estos antimicrobianos podrian reducir los
problemas de contaminacion y las enfermedades relacionadas con estas bacterias. En otros
estudios se han reportado que muchos antimicrobianos naturales inducen la formacién de
biopeliculas (Garcia-Heredia et. al., 2016), lo que los hace inapropiados para su uso en el
control de la contaminacién microbiana. Es importante elegir el antimicrobiano adecuado
para reducir el riesgo de este factor de virulencia en industrias de alimentos, superficies,
utensilios, material quirdrgico, catéteres, etc.

El efecto de los productos naturales en la movilidad se ha informado en cepas
EHEC O157:H7, EAEH 042 y E. coli serotipo O104: H4, lo que demuestra que el extracto
de carvacrol promovi6 la motilidad de dos de las cepas probadas (Garcia-Heredia et. al.,
2016), el efecto es similar a la motilidad obtenida en el presente estudio, observando que
en cepas STEC O26 tratadas con citral, eugenol, hexanal y calor choque promueven la
motilidad, el mismo fenémeno se observa en EHEC O157:H7 con los compuestos eugenol
y hexanal. La promocién del swarming en nuestro estudio puede estar relacionada con la
resistencia a los antibidticos que presentan las bacterias, como se ha demostrado en
estudios anteriores donde observaron cudntas variantes influyen en cémo los antibidticos
afectan la natacién y la motilidad del swarming en S. Typhimurium MDR, incluido el tipo
de antibidtico, su concentracidn, gen de resistencia a antibiticos y factores de aislamiento

especificos. Identificar estos factores de aislamiento especificos y cémo interactdan serd
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importante para comprender mejor como los antibidticos influyen en la motilidad
(Brunelle et. al., 2017).

Aunque los productos naturales redujeron la expresiéon de la formacién de
biopeliculas, no tuvieron un efecto importante en la expresion de los genes csgA y csgD
que estan relacionados con la regulacion de fimbria, curli y biopelicula respectivamente.
Su expresion aument6 cuando los compuestos se combinaron con choque térmico, pero
ninguno aument6 la biopelicula. Los genes relacionados con el choque térmico se
comportan de manera diferente bajo la exposicion de E. coli a los tratamientos. El gen
rpoE estd involucrado en la respuesta al estrés especificamente a nivel de membrana, su
expresion aumento por la exposicion a todos los tratamientos, por otro lado, la expresion
de rpoH permaneci6 sin cambios y rpoS permaneci6 sin cambios solo con los compuestos
quimicos, pero el choque térmico solo o combinado con compuestos (excepto con citral)
aumentaron su expresion.

La toxina Shiga se considera un factor de virulencia de STEC muy importante,
Yang et., al., (2018) cuando se trat6 E. coli O157: H7 con galato de epigalocatequina y
acido citrico, se observ una disminucion de la expresion del gen stx/. En nuestro estudio,
la mayoria de los tratamientos que no produjeron cambios significativos se observaron
por efecto de productos naturales solos o en combinacién con HS; con excepcion del
tratamiento con eugenol, donde se detecté una reduccion de expresion de este gen. Kim
et, al., (2015) informaron que el tratamiento con aceite de corteza de canela reduce la
expresion del gen stx en EHEC, el efecto observado con este aceite esencial podria
atribuirse al eugenol.

En general, las bacterias exhiben swarming en movimientos mads largos y
velocidades mds altas que las bacterias que nadan individualmente en un medio liquido.
El swarming se ve facilitado por varias alteraciones, como el aumento del nimero de
flagelos, las proteinas especiales del estator o los tensoactivos secretados, y estd asociado
con la resistencia a los antimicrobianos (Partridge et. al., 2019).

El efecto inhibidor de varios aceites esenciales como el carvacrol sobre la
movilidad swarming se ha informado en cepas de E. coli (serotipos O157: H7, 042y O104:
H4), (Garcia-Heredia et al., 2016). En nuestro estudio, este efecto inhibitorio se observé

principalmente en la cepa NPEC en la mayoria de los tratamientos estudiados, sin
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embargo, la mayoria de los tratamientos aplicados a las cepas patdgenas provoco la
estimulacién de la movilidad swarming. Se ha observado la promocién de la movilidad
swarming por los antibidticos en S. Typhimurium multirresistente, lo que indica que
muchos factores pueden modificar los patrones de motilidad, como el tipo de antibidtico,
la concentracion de antibidticos, la resistencia a los antibidticos, los genes presentes y
factores de aislamiento especificos. Identificar estos factores puede ayudar a comprender
como las bacterias pueden ser influenciadas por compuestos externos (Brunelle et. al.,
2017).

La expresion de genes durante la movilidad swarming exhibe diferentes
comportamientos. flhC un gen relacionado con flagelos exhibe un comportamiento
variable bajo la exposicion de los compuestos; sin embargo, HS aumento su expresion y
también cuando se combind con los compuestos. Ademads, otro gen relacionado con
flagelos también exhibe una expresion variable bajo la exposicién de compuestos, y HS
lo sobreexpresa, aunque no cuando se combina con compuestos. El gen rpoE relacionado
con el choque térmico se sobreexpreso por citral, eugenol con HS, cuando se combinaron
citral y eugenol con HS, no se observo ningun efecto importante. Aunque, los compuestos
y HS sobreexpresaron rpoS, cuando se combinaron se observd una baja expresién o
ningun efecto. Fue interesante observar que HS solo, sobreexpres6 todos los genes
estudiados durante la formacién de biopelicula y la movilidad. El tratamiento térmico es
una intervencién comin para reducir el nimero de células vegetativas, sin embargo,
algunas cepas de E. coli son extremadamente resistentes al calor, el calor induce a E. coli
a actuar contra estas alteraciones, principalmente a través de las regulaciones genéticas de
la respuesta al calor, incluidas las proteinas de choque térmico, ¢F y oS, para volver a
plegar las proteinas mal plegadas y lograr el antagonismo al estrés por calor (Liy Génzle,

2016), nuestros resultados muestran esta respuesta.
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CONCLUSIONES

Se demostré que la formacion de biopelicula y la movilidad tipo swarming tienen
una gran variabilidad entre las cepas STEC.

Se determiné que el eugenol, citral y hexanal mostraron actividad bactericida
contra las cepas STEC en diferentes concentraciones.

El HS influye en la formacién de biopelicula y movilidad tipo swarming, asi como
a los genes relacionados con biopelicula ¢sgA y csgD, a movilidad swarming flhC
y flhD, a los reguladores de choque térmico y tensiones en membrana rpoH, rpoS,
rpoE, respectivamente, asi como al gen stx/ de las STEC.

Eugenol, citral y hexanal en concentraciones subletales permiten el crecimiento y
modulacién de factores de virulencia de las STEC.

La combinacién de eugenol con HS, citral con HS y hexanal con HS tienen efecto
en procesos fisioldgicos relacionados con la formacion de biopelicula y movilidad
swarming de STEC.

Cuando se combinaron los productos naturales con HS se observé como afectaban
al fenotipo en la formacién de biopelicula y la movilidad de swarming, y el
genotipo en la expresion de genes relacionados con factores de virulencia.

Se demostré que los genes de virulencia analizados son afectados por los
compuestos naturales o el HS, pero no influyen significativamente en la formacion
de biopelicula y movilidad swarming

Estos compuestos en sinergia con HS son candidatos para uso en la industria
alimentaria como aditivos prometedores que ayuden en el control de bacterias

patdgenas relacionadas con los alimentos.
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PERSPECTIVAS

Seria interesante estudiar en el futuro compuestos naturales en alimentos que tienen
tratamientos térmicos en su proceso y analizar el comportamiento de las bacterias y sus
factores de virulencia, tanto fenotipicos como genotipicos.

También es importante hacer ensayos in vivo de estos tratamientos propuestos para
evaluar, adherencia en células y toxicidad. Proponiendo hacer estos andlisis tanto en lineas
celulares como en alimentos poco procesados y/o con un proceso térmico o quimico para
su conservacion. El hacer un andlisis de cuantificacion de la toxina Shiga con diferentes
modelos, ademds de los genotipos, seria una complementacion para este estudio pudiendo
enriquecer el comportamiento de las STEC al estar produciendo la toxina Shiga en
diferentes condiciones e incluso con diferentes modelos de anélisis, ya que en este estudio

el fenotipo no incluy6 el estudio propio de la toxina Shiga.
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