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RESUMEN

La formacidn de biofilm en alimentos y otras superficies es una caracteristica
que aumenta el potencial de STEC como fuente de contaminacién, asi como
incrementar su resistencia a antibioticos. Los genes fimH, flu y csgA se han asociado a
la capacidad de formacion de biofilm en STEC. Lograr alternativas como aquellos
provenientes de plantas para combatir esta problematica podria tener un impacto
significativo. Este estudio experimental se realizd con el objetivo de evaluar la
actividad de 20 extractos vegetales frente al biofilm de 4 aislados STEC provenientes
de ganado bovino paraguayo. La deteccién de los genes csgA, fimH y flu se realizo6 por
PCR. La actividad inhibidora y removedora de biofilm se realiz6 mediante ensayo en
placa de poliestireno, ademas, se determind la huella cromatogréafica de extractos que
presentaron excelente actividad inhibidora y removedora de biofilm frente a los 4
aislados. Los aislados de serogrupos 054, 022 y O74 resultaron ser portadores de los
genes fimH, fluy csgA y el aislado de serogrupo O115 ser portador de los genes fimH
y csgA. Los extractos metandlicos de Sidastrum paniculatum, Ocotea diospyrifolia y
Aloysia virgata resultaron ser excelentes inhibidores como removedores de biofilm de
los 4 aislados STEC analizados. El andlisis de la huella cromatografica de O.
diospyrifolia arroj6 como principales metabolitos a la dicentrina, glaucina y
norisoboldina; para el S. paniculatum se indica la presencia de los metabolitos de
moupinamida, &cido coutarico y acido caftarico, y para el extracto de Aloysia virgata
se detect6 la presencia del &cido fertlico y la hoffmaniacetona. Los hallazgos son
prometedores para posteriores estudios orientados a purificar estos compuestos y
determinar si son responsables de excelente actividad antibiofilm y que podrian ser
aplicados en un futuro como alternativas validas a los agentes biocidas convencionales.

Palabras clave: Escherichia coli Shiga-Toxigénica, Biopeliculas, Bovinos, Extractos

vegetales
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TOXIN (STEC)

Gladys Melisa Florentin Candia*, Dra. Rosa Maria Guillén Fretes**, Dr. Nelson

Alvarenga***

*Estudiante de la Maestria en Ciencias Biomédicas, Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud,
Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncién
**Departamento de Microbiologia del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, Universidad
Nacional de Asuncién
*** Departamento de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Asuncion

ABSTRACT

Biofilm formation in food and other surfaces is a hallmark that increases the
potential of STEC as a source of contamination, as well as increasing its antibiotic
resistance. The fimH, flu and csgA genes have been associated with biofilm forming
capacity in STEC. Alternatives to combat this problem, such as those from plants,
could have a significant impact. This experimental study was carried out with the aim
of evaluating the activity of 20 plant extracts against the biofilm of 4 STEC isolates
from Paraguayan cattle. Detection of the csgA, fimH and flu genes was performed by
PCR. The inhibitory and remover activity of biofilm was performed by testing on
polystyrene plague. In addition, the chromatographic fingerprint of the extracts that
had excellent inhibitory and biofilm remover activity against the 4 isolates was
determined. The serogroup isolates 054, 022 and O74 turned out to be carriers of the
fimH, flu and csgA genes, whereas the serogroup isolate O115 only carried the fimH
and csgA genes. The methanolic extracts of Sidastrum paniculatum, Ocotea
diospyrifolia and Aloysia virgata turned out to be excellent inhibitors as biofilm
removers of the 4 STEC isolates analyzed. Analysis of the chromatographic fingerprint
of O. diospyrifolia yielded dicentrin, glaucine and norisoboldine as major metabolites
and for S. paniculatum the presence of the moupinamide, coutaric acid and caffeoyl
tartaric acid metabolites were detected, and for the extract of Aloysia virgata was
detected the presence of ferulic acid and hoffmaniacetone. The findings are promising
for further studies aimed at purifying these compounds and determining whether they
are responsible for excellent antibiofilm activity and that could be applied in the future
as valid alternatives to conventional biocidal agents.

Keyword: Escherichia coli Shiga-Toxigenic, Biofilms, Cattle, Plant Extracts
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1. MARCO TEORICO

1.1 Enfermedades transmitidas por alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) constituyen una de las
principales problematicas para la Salud Pablica, definidas por la Organizacion Panamericana
de la Salud como el sindrome originado por la ingestion de alimentos y/o agua, que contengan
agentes etioldgicos en cantidades tales que afecten la salud del consumidor a nivel individual

o grupal (1,2).

Se reconocen mas de 250 ETA en la actualidad cuya causa puede ser infecciosa o
toxica, pudiendo producir discapacidad persistente e incluso la muerte. En el caso de ser
infecciosa los agentes etioldgicos pueden ser parasitos, bacterias o virus; y en el caso de ser
toxica se deben a toxinas o compuestos quimicos que se incorporan a los alimentos. Los
patdgenos de transmisién alimentaria pueden causar diarrea grave o infecciones debilitantes
y la contaminacién por sustancias quimicas puede provocar intoxicaciones agudas o
enfermedades crdénicas como el cancer. Se han reportado brotes de ETA ocasionadas por
bacterias patdgenas emergentes como: Escherichia coli 0157 y no-O157 en carnes y
vegetales, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes en carnes Yy (uesos,
Campylobacter jejuni y Yersinia enterocolitica en carne de cerdo y aves, Shiguella

dysenteriae en agua y Enterobacter sakasaki en productos lacteos (1,3,4).

Desde el afio 2000, los Estados miembros de la OMS han publicado una resolucién
en la cual reconocen el papel fundamental de la inocuidad alimentaria para la Salud Publica
con el fin de garantizar la maxima seguridad de los alimentos y asumir politicas y actividades
que deben abarcar toda la cadena de elaboracién, desde la produccion hasta el consumo
debido a la constante aparicion de nuevas amenazas para la inocuidad de los alimentos. Tanto
los cambios en la produccion en los establecimientos agroganaderos, la globalizacion del
comercio de alimentos y el consumo de alimentos, los cambios medioambientales, la
aparicién de nuevas bacterias y toxinas, y la resistencia a los antimicrobianos y la capacidad
de estos de formar biofilm, potencian el riesgo de contaminacion de los alimentos. El
aumento de los viajes y del comercio son factores cruciales que incrementan la posibilidad

de propagacion de la contaminacién (5).



En el afio 2015 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha publicado que los
alimentos insalubres se encuentran relacionados con la muerte de 2 millones de personas al
afio, en su mayoria nifios, tanto en los paises en via de desarrollo como en los de primer
mundo. En el informe de 2018 del Banco Mundial sobre la carga econémica de las
enfermedades de transmision alimentaria se indicaba que el costo de la pérdida total de
productividad asociada con ese tipo de enfermedades en los paises de ingresos bajos y
medianos se estimaba en US$ 95 200 millones anuales, y que el costo anual del tratamiento

de estas enfermedades se estima en US$ 15 000 millones (6).

El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) reporta que en
EEUU se enferman 76 millones de personas por el consumo de alimentos contaminados,
325.000 son hospitalizados y 5.000 casos son fatales. Ademas de la morbilidad y mortalidad
aguda, algunas de estas infecciones pueden causar significativas secuelas a largo plazo,
principalmente se hace referencia a la patologia Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) que
presenta el cuadro de insuficiencia renal aguda o crénica como consecuencia de la infeccion

con Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) (7).

La carga que las enfermedades de transmision alimentaria imponen a la salud publica,
el bienestar social y las economias se ha subestimado a menudo debido a la infra notificacion
y la dificultad para establecer una relacion de causalidad entre las contaminaciones de

alimentos y las enfermedades o muertes por ellas provocadas (1,8-10).

1.2 Escherichia coli. Generalidades

E. coli es una bacteria Gram negativa de la familia de las Enterobacteriaceae que
forma parte de la microbiota intestinal de diferentes animales incluido el hombre. Esta y otras
bacterias que colonizan el intestino son necesarias para el funcionamiento correcto del
aparato digestivo; sin embargo algunas cepas de E. coli son patdgenas y pueden causar dafio
intestinal o extraintestinal a través de la sintesis de diversas toxinas y otros factores de
virulencia adquiridos por intercambio genético (11,12). Son importantes agentes causantes
de diarrea en humanos, su presencia en el agua es utilizada como un indicador de
contaminacion con materia fecal. Los bovinos son los principales reservorios de las E.coli

patogenas que infectan a los humanos (13-15).



Las cepas patdgenas con capacidad de causar enfermedades gastrointestinales son
denominadas E.coli diarrogenicas (DEC) y estan asociadas a factores de riesgo como el
consumo de agua o alimentos contaminados, incluyendo principalmente carnes mal cocidas,
productos lacteos no pasteurizados y vegetales que tuvieron contacto con materia fecal de los
bovinos o ambientes contaminados (13-15). La clasificacion de las DEC se da segun el tipo
de mecanismo patologico que las caracteriza e incluyen a las E. coli enteropatégenas (EPEC),
enterotoxigenica (ETEC), enteroinvasivas (EIEC), enteroagregativas (EAEC), de adhesion
difusa (DAEC) y productoras de toxina Shiga (STEC) (16).

1.3 E. coli productora de toxina Shiga (STEC)

Las STEC, también conocidas como E. coli verotoxigénicas (VTEC) o
enterohemorragicas (EHEC) se caracterizan por la produccion de dos potentes citotoxinas
Ilamadas toxinas Shiga 1 y 2, codificadas respectivamente por los genes stxl y stx2.
Constituyen un grupo importante dentro del conjunto de patdgenos emergentes trasmitidos
por alimentos. En los seres humanos estas bacterias se asocian con un amplio espectro de
manifestaciones clinicas que varia desde diarrea leve y autolimitada hasta procesos mas
graves, muchas veces con secuelas importantes, como colitis hemorragica (CH) o sindrome
urémico hemolitico (SUH) (17).

El sindrome urémico-hemolitico (SUH) es un sindrome clinico que se caracteriza por
la triada diagnodstica de: anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e
insuficiencia renal aguda (IRA). Es un sindrome que afecta principalmente a los nifios y que
se presenta fundamentalmente como casos esporadicos en los paises del Cono Sur,
especialmente Argentina ocupando el primer lugar en el mundo en incidencia del sindrome
que es alrededor de 200 a 400 casos por afo, o sea 7 a 12.5 pacientes por cada 100.000 nifios,
mientras en Chile y Uruguay la incidencia es de 4-5 casos por cada 100.000 nifios. En
Paraguay se describe un caso por primera vez en el afio 2009 del aislamiento de E. coli 0157
H7 productor de Stx2 como agente etioldgico de la gastroenteritis que causo6 el SUH (18,19).
Se calcula que un 10% de los pacientes infectados por estas bacterias pueden desarrollar
SUH, cuya, mortalidad puede llegar al 5%. Otras complicaciones pueden ser del tipo
neuroldgico (convulsiones, accidentes cerebrovasculares y coma) en el 25% de los casos, y
secuelas renales cronicas en aproximadamente un 50% de los supervivientes. Tipicamente,

STEC afecta a los nifios menores de 5 afios, ancianos y pacientes inmunocomprometidos.



Aunque la mayoria de los pacientes con SUH se recuperan, algunos mueren y algunos pueden

desarrollar insuficiencia renal aguda o crénica (20-26).

Las STEC pueden poseer otros factores de virulencia accesorios que aumentan su
patogenicidad como la intimina codificada por el gen eae que causa lesiones de adherenciay
borrado de las microvellosidades intestinales, las cepas portadoras de este gen se encuentran
estrechamente asociadas a cuadros de diarrea severa, CH y SUH. Los otros factores
accesorios son una enterohemolisina codificada por el gen hylA y la proteina de adhesion
autoaglutinante codificada por el gen saa, estos dos Gltimos genes estan contenidos en
plasmidos. La mayoria de los brotes de CH y de SUH se han atribuido a la cepa STEC del
serotipo O157:H7, sin embargo las cepas STEC de otros serotipos (no-0O157) también han

generado recientemente brotes a nivel mundial (20-25,27).

El origen principal de los brotes por STEC son los productos de carne picada cruda o
poco cocinada, la leche cruda y las hortalizas contaminadas por materia fecal. Sin embargo,
las toxinas Shiga son termolabiles y se destruyen cociendo los alimentos hasta que todas las
partes alcancen una temperatura de 70 °C o mas. E. coli O157: H7 es el serotipo de E. coli
productora de toxina Shiga mas importante por su impacto en la salud publica, pero hay

también otros serotipos frecuentemente implicados en brotes y casos esporadicos (28).

1.4 Biofilm como factor de virulencia

Algunos estudios previos han demostrado que ciertas cepas STEC tienen la capacidad
de unir, colonizar y formar biofilm en alimentos y otras superficies (29). Los biofilm son
comunidades complejas de microorganismos que crecen embebidos en una matriz organica
polimérica autoproducida y adherida a una superficie viva o inerte (30,31). Las bacterias que
forman el biofilm se hallan en forma sésil, exhibiendo un fenotipo diferente al de esas mismas
células en forma unicelular o libre (forma planctonica) con respecto a la tasa de crecimiento

y a la transcripcion de genes (32).

La formacion de biofilm es una estrategia adaptativa de los microorganismos, ya que
el crecimiento en biofilm ofrece ventajas importantes: protege a los microorganismos de la
accion de los agentes adversos, incrementa la disponibilidad de nutrientes para su

crecimiento, facilita el aprovechamiento del agua, reduciendo la posibilidad de



deshidratacion y posibilita la transferencia de material genético (ADN). Todas estas
circunstancias pueden incrementar sus capacidades de supervivencia. Como consecuencia,
los métodos habituales de desinfeccion o el uso de antibidticos se muestran a menudo

ineficaces contra las bacterias del biofilm (31,32).

Podemos encontrar biofilm en todos los medios donde existan bacterias: en el medio
natural, clinico o industrial. Solo se requiere la presencia de un entorno hidratado y una
minima cantidad de nutrientes, ya que pueden desarrollarse sobre todo tipo de superficies

(hidréfobas o hidrofilas, bidticas o abioticas)(33).

Aunque la composicion del biofilm es variable en funcién del sistema en estudio, en
general, el componente mayoritario del biofilm es el agua, que puede representar hasta un
97% del contenido total. Ademas de agua y de las células bacterianas, la matriz del biofilm
es un complejo formado principalmente por exopolisacaridos (34). En menor cantidad se
encuentran otras macromoléculas como proteinas, DNA y productos diversos procedentes de

la lisis de las bacterias (35).

Estudios realizados utilizando microscopia confocal han mostrado que la arquitectura
de la matriz del biofilm no es solida y presenta canales que permiten el flujo de agua,
nutrientes y oxigeno incluso hasta las zonas mas profundas del biofilm. La existencia de estos
canales no evita que dentro del biofilm podamos encontrarnos con ambientes diferentes en
los que la concentracion de nutrientes, pH u oxigeno es diferente. Esta circunstancia aumenta
la heterogeneidad sobre el estado fisiologico en el que se encuentra la bacteria dentro del
biofilm y dificulta su estudio (31,36,37).

1.4.1 Etapas en el proceso de formacion del biofilm

Se ha propuesto un modelo comun para la formacién de biofilm bacteriano
diferenciado y maduro, que generalmente se desarrolla en cinco etapas. Estos episodios
distintos en la formaciéon del biofilm se visualizan en la Figura 1 y comprenden
primeramente una union reversible inicial de bacterias planctonicas que se acercan a la
superficie solida por la corriente de fluido o a través de la motilidad y que han superado las
fuerzas de repulsion entre la celda y la superficie, luego la transicion de unién reversible a

irreversible mediante la produccion de polimeros extracelulares por la bacteriay / o adhesinas



especificas localizadas en pili y fimbrias, que interacttan con la superficie, seguidamente del
desarrollo temprano de la arquitectura de biofilm y el desarrollo de microcolonias en una
biofilm maduro. También durante esta etapa, se siguen produciendo sustancias poliméricas
extracelulares que sirven como matriz adhesiva y atrapan nutrientes del medio ambiente. Se
forman arquitecturas complejas con estructuras tipo pedestal, canales de agua y poros, en los
que las bacterias desarrollan patrones especificos de crecimiento y una fisiologia y
metabolismo diferentes de las células planctonicas. Como Ultimo paso se observa la
dispersion de las células del biofilm en el medio ambiente circundante y regreso al estado
plancténico (32,36-38).

Figura 1: Esquema mostrando las etapas en el proceso de formacion del biofilm. Extraido de
Cogan-Keener, 2004 (39).

1.4.2 Regulacion del proceso de formacion del biofilm

Numerosas evidencias experimentales sugieren que el proceso de formacion del
biofilm esta regulado por una compleja cascada de reguladores (40). Un trabajo pionero con
Pseudomonas aeruginosa demostro que el proceso de formacion del biofilm esta regulado
por un proceso de quorum sensing o autoinduccion. El sistema de quorum sensing es un
mecanismo de regulacion dependiente de la acumulacion en el medio ambiente de una
molécula sefial, autoinductor, que permite a la bacteria sentir la densidad de poblacion
existente. En bacterias Gram negativas el principal autoinductor es acilhomoserina lactona

(AHL) (31). Cuando en el medio extracelular se acumula una suficiente cantidad del



autoinductor, éste activa un receptor especifico que altera la expresion de genes afectando a
distintos fenotipos (41,42).

Existen otros reguladores globales del quorum sensing, como el CsrA y el Al-2
(autoinductor-2) que se demostraron que son determinantes importantes para el desarrollo de
biofilm en E.coli, como también la existencia de una regulacion postranscripcional del

proceso de formaciéon del biofilm (43).

Finalmente, la formacién de biofilm se produce en respuesta a las condiciones
ambientales y por tanto existen sistemas de transferencia de componentes que transmiten la
sefial ambiental al interior de la bacteria para adecuar la expresion de genes a la nueva

situacion ambiental (44).

1.4.3 Determinantes superficiales de la formacién de biofilm en STEC

Flagelos y motilidad

Las cepas de E. coli son generalmente mdviles en virtud de multiples flagelos
peritricos. El papel de los filamentos flagelares, la motilidad y la quimiotaxis en la formacion
de biofilm se ha investigado mediante la induccién de mutaciones bien definidas (45). La
influencia de estas mutaciones permitio la conclusion que la quimiotaxis era prescindible y
la motilidad era critica para el inicio de la formacién del biofilm de E. coli. Las células no
quimiotacticas formaron biofilm pero de caracteristicas distintas a las células wild type o de
control, mientras que las células que carecian de flagelos o que poseian flagelos paralizados
se vieron seriamente obstaculizadas en las etapas iniciales de la formacion del biofilm (45).
Sugiriéndose por ende que la motilidad, pero no la quimiotaxis, promueve el contacto inicial
célula-superficie, posiblemente superando las fuerzas de repulsion entre ambas, y también la
contribucion a la propagacion de bacterias en crecimiento a lo largo de una superficie abidtica

como la dispersion del biofilm (46).

Fimbria

Las fimbrias se han asociado con la adhesion tisular de importantes cepas patogenas
de E. coli como las STEC (47). Las fimbrias de tipo 1 codificada por el gen fimH son las

adhesinas mas comunes que se encuentran en los aislamientos comensales y patdgenos de E.



coli, asi como en otras Enterobacteriaceae. Son organulos de superficie adhesiva de
aproximadamente 7 nm de ancho y 1 um de longitud. El analisis de la formacion de biofilm
en cepas de E.coli con fimH mutadas indicé que son drasticamente defectuosos en la union
inicial a superficies abioticas (45). Estas observaciones ilustran que las fimbrias de Tipo 1
son criticas para la union inicial estable de célula a superficie para varias cepas de E. coli.
Ademas, las interacciones fisicas entre las fimbrias Tipo 1y una superficie solida conducen
a cambios estructurales en las membranas externas de las células adheridas, reflejadas por

una reduccion en el nivel de proteinas de la membrana externa (48).

Proteinas autotransportadoras

Las proteinas autotransportadoras son proteinas secretoras que contienen todos los
requisitos para la secrecion a través de la membrana citoplasmatica y externa a la superficie
de la célula bacteriana. Pueden funcionar como adhesinas, toxinas, proteasas, invasinas,
factores de resistencia séricos 0 mediadores de la motilidad (49). Los fenotipos adhesivos se
han atribuido a una subfamilia de autotransportadores de E. coli, incluidos Ag43, AIDA y
TibA (50).

El antigeno 43 (Ag43) es una proteina de superficie prominente de E. coli
(aproximadamente 50.000 copias por célula) y es el producto del gen agn43 también llamado
flu. Esta proteina autotransportadora es una adhesina autorreconocible, que contiene tanto el
receptor como el sitio de reconocimiento del receptor. Sobresale aproximadamente 10 nm de
la membrana externa (50). El antigeno 43 establece la autoagregacion de las células mediante
interacciones Ag43-Ag43 por un mecanismo de enlace intercelular (51) y promueve la
formacion de biofilm bacteriano por su capacidad para inducir la formacion de microcolonias
(52,53). Cuando se producen polisacéridos capsulares, que pueden extenderse de 0.2 a 1.0
um desde la superficie bacteriana, la interaccion Ag43-Ag43 esta estéricamente bloqueada y
la formacion de biofilm en estas cepas encapsuladas es independiente de Ag43 (54). Ademas,
la presencia de fimbrias Tipo 1 anula la autoagregacion mediada por Ag43, aparentemente
porque estos organulos de aproximadamente 1 um de longitud bloquean el contacto celular
cercano requerido para la interaccion Ag43-Ag43 (51). Ambos operones se expresan
coordinadamente para que las células produzcan normalmente solo un tipo de estructura de

adherencia a la vez, lo que resulta en fenotipos mutuamente excluyentes (55).



Curli

Son apéndices filamentosos proteinaceos heteropoliméricos que se componen de una
subunidad mayor (CsgA) y menor (CsgB) e influyen en las propiedades de adherencia de
varias cepas de E. coli formadoras de biofilm (56), incluida la STEC (57). Los genes para la
produccion de curli estdn organizados en los operones ¢sgBAC y csgDEFG, pero solo la
funcién de algunos de estos genes ha sido completamente identificada. Curli es producido
por el gen csgA, mientras que la proteina CsgB se encuentra expuesto en la superficie
bacteriana actuando como catalizador para la formacion de curli insoluble (58). La
implicancia de curli en la formacion de biofilm se observd mediante la sobreexpresion del
gen csgA, que daba como resultado un fenotipo formador de biofilm, mientras que una
mutacion knockout causaba la pérdida de adherencia. Ademas, esta sobreexpresion dio como
resultado el desarrollo de un biofilm maduro y diferenciado en comparacion con una biofilm

indiferenciado formado por la cepa de tipo wild type (59).

Produccién de exopolisacaridos

La composicion del exopolisacarido es diferente en cada bacteria, el acido colanico o
antigeno M es un polisacarido extracelular producido por la mayoria de las cepas de E. coli
asi como por otras especies de Enterobacteriaceae, es importante para establecer la compleja
estructura tridimensional y la profundidad de los biofilm de E. coli. Ademas, estudios
recientes han puesto de manifiesto que incluso una misma bacteria, dependiendo de las
condiciones ambientales en las que se encuentre, puede producir distintos exopolisacaridos
como componentes de la matriz del biofilm. Recientemente, el polisacarido p-1,6-N-acetil-
D-glucosamina (PGA) no ramificado, un polimero involucrado en la adhesion por
estafilococos, también se demostré que estaba involucrado en la unién a superficies abidticas,

adhesion intercelular y formacion de biopeliculas en E .coli (60).

La presencia de STEC en una diversidad de productos alimenticios y superficies
inertes sugiere la expresion de diferentes tipos de estructuras adhesivas, lo que explica la
capacidad para unirse a varias superficies (29,61). De hecho, algunas adhesinas como la
proteina curli, tipo fimbria y el antigeno 43 han sido implicadas en la formacion de

microcolonias y biofilm. En estudios recientes han reportado la presencia de €stos genes en



aislados STEC provenientes de ganado bovino encontrdndose altas frecuencias de portacion,
100% para los genes csgA y fimH y 94% para el gen flu (29,62-64).

1.4.4 Biofilm en las industrias alimentarias

En la industria alimentaria es muy comun la presencia de biofilm en tuberias, equipos
y materiales ya que pueden formarse en cualquier tipo de superficie, incluyendo pléstico,
cristal, madera, metal y sobre los alimentos (65).

Puesto que estas formaciones pueden contener microorganismos patdgenos y
presentan una mayor resistencia a la desinfeccion, se incrementan las probabilidades de
contaminacion del producto y de provocar infecciones alimentarias, razén por la que se
considera que la presencia de biofilm en las superficies de contacto de la industria alimentaria
constituye un evidente riesgo para la salud. Uno de los principales problemas en la industria
alimentaria estd representado por la supervivencia de microorganismos patdégenos o
alterantes debido a una desinfeccion insuficiente de las superficies o de los instrumentos en

contacto con los alimentos (30).

La presencia de biofilm en estas superficies es la causa principal de contaminacion
del producto final. Las consecuencias de esta contaminacién pueden conducir a pérdidas
econOmicas debidas tanto al necesario rechazo del producto como, incluso, a el desarrollo de
enfermedades, si intervienen microorganismos patégenos. Los biofilm formados sobre las
carnes crudas y en el entorno del manipulador (superficies, utillaje, molinos, etc.) aumentan
considerablemente los problemas de contaminacion cruzada y de contaminaciones
posteriores en el procesado. Por este motivo es preciso eliminar todos los microorganismos
de las superficies en contacto con los alimentos, antes de que los contaminen y establezcan

un biofilm que les servira de reservorio (66).

Para la formacidn de biofilm, E. coli emplea flagelos, pilis y proteinas de membrana
para iniciar la adhesion. Cuando ya esta unida a la superficie pierde sus flagelos e incrementa
la produccion de sustancias poliméricas extracelulares. Algunos estudios han puesto de
manifiesto que cepas de E. coli O157:H7 pueden desarrollar biofilm como resultado de una
mayor produccion de expolisacaridos y curli (67). Ademas, se ha demostrado que la

formacion de biofilm proporciona una mayor resistencia a E. coli cuando se expone a
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soluciones de hipoclorito, uno de los desinfectantes de mayor uso en la industria alimentaria
(68).

1.5 Bovinos como reservorios de E. coli patdgenas

Numerosos trabajos sefialan al bovino como el principal reservorio natural de las
STEC. Esta especie es una fuente potencial para la diseminacion de la bacteria al ambiente,
tanto al suelo como al agua mediante la excreciéon de la materia fecal y la utilizacion del
estiércol como abono. Ademas, los alimentos crudos de origen animal son los que tienen mas
probabilidad de estar contaminados, en cuanto a los productos carnicos la principal via de
contaminacion con E.coli patdégenas ocurre durante el proceso de faenamiento en los
frigorificos cuando no se siguen las buenas précticas de higiene. Entre los numerosos cortes
de carne al por menor, la carne molida posee el mayor riesgo de que sea contaminada durante
el proceso de molienda, siendo un punto de riesgo para que produzca un brote
epidemioldgico. Cuando la carne contaminada es adquirida por el consumidor y en su
preparacion para el consumo no es cocida de forma completa y por largo tiempo, ésta

constituye la fuente de contaminacion (21,26).

La mayoria de los brotes se producen por el consumo de alimentos contaminados.
Carne mal cocida, vegetales de hoja y agua contaminados con materia fecal o estiércol
proveniente de bovinos, leche no pasteurizada, frutas, yogurt, entre otros, han sido
responsables de brotes y casos aislados de colitis hemorragica y SUH (19). La transmision
directa de persona a persona también ocurre y se observa, sobre todo, en jardines maternales

e infantiles, hogares para ancianos e instituciones para enfermos mentales (17).

1.6 Situacion en Paraguay

Paraguay es un pais agroganadero y la comercializacién de la carne bovina es una
actividad economica fundamental. Segun las estadisticas del Servicio Nacional de Calidad y
Salud Animal (SENACSA), las exportaciones de carne bovina del Paraguay, de enero a
diciembre de 2019 totalizaron 247.167 toneladas a un valor aproximado de US$ 1.107
millones. Los mayores compradores del producto fueron Chile, Rusia, Israel, Brasil, Taiwan,

Vietnam, Kuwait, Uruguay (69). La comercializacion de la carne paraguaya a diversos paises
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conlleva el cumplimiento de estandares internacionales de calidad en toda la cadena de
produccién. Mundialmente se considera al bovino como el reservorio méas importante de las
E. coli patdgenas que provocan patologias en humanos, siendo asi fuente de contaminacion
de los alimentos al diseminar la bacteria por la materia fecal en el campo o por transferencia

durante el procesamiento en frigorificos (70).

En Paraguay, SENACSA es el organismo encargado del control de calidad de la carne
de frigorificos destinada para la exportacion y el consumo de la poblacién nacional. Dicha
entidad cuenta con un programa de control microbioldgico en establecimientos frigorificos
que utiliza el recuento de E.coli como indicador de las buenas practicas de faena. Este
indicador es una muestra del total de carga bacteriana, siendo el valor permitido hasta
10ufc/cm?. Sin embargo, esta clase de métodos fenotipicos de cultivo convencional presenta
la limitacién de no permitir la identificacion especifica del tipo de E. coli presente, a fin de

conocer si es patdégena o no (71).

SENACSA reportd en el afio 2011 dos rechazos de cargamentos de carne bovina
paraguaya por parte de la delegacion regional del Servicio Federal de Vigilancia Veterinaria
de Rusia, mayor mercado de exportacion de carne tipo industrial para su reutilizacion en
hamburguesas o comidas preparadas. El primer decomiso obedeci6 a la deteccion de 100
toneladas de carne bovina contaminada con E.coli, cuyo costo de equivalia a un monto
aproximado de 937.500 USD. La medida resultante de estos hechos fue la suspension de
exportacion a Rusia por 6 meses. Al reiniciarse las negociaciones al mercado ruso redujo la
cotizacion de la carne de 6.250 USD a 4.819 USD por tonelada. En diciembre del afio 2013,
SENACSA volvio a confirmar la inhabilitacion temporal de 6 frigorificos nacionales por la
confederacion Rusa argumentando la contaminacion con bacterias; con estas plantas

sancionadas Paraguay perdio el 76% de su capacidad exportadora de carne a Rusia (72,73).

Resultados previos de estudios realizados en Paraguay demostraron que la frecuencia
de E.coli patdgenas en el ganado bovino de varios departamentos del pais fue elevada,
detectandose en mas del 90% de las muestras al menos un factor de virulencia, compatible
con el patotipo STEC (73,74). En otro estudio posterior realizado por el mismo grupo de
investigacion, se pudo observar que los aislados STEC del ganado bovino paraguayo fueron
capaces ademas de formar biofilm en superficies abidticas (75,76).
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1.7 Plantas como agentes antibiofilm.

El uso de la medicina tradicional se encuentra ampliamente distribuido en las areas
rurales y en paises con dificil acceso a la medicina moderna. Muchas de estas poblaciones
poseen la cultura y conocimiento sobre las plantas medicinales como terapia ante afecciones
a la salud, en este aspecto las culturas nativas son diversas y valiosas, lo que lo hace ideal
para el estudio inicial en busca de nuevos farmacos. La creciente aparicion de
microorganismos resistentes al amplio espectro de antibioticos disponibles hasta la fecha ha
renovado el interés en el estudio del potencial antimicrobiano de diversas especies de plantas
que nunca antes habian sido estudiadas (77—79).

Diversas plantas han sido ampliamente utilizadas debido a sus propiedades
antimicrobianas, la cual se relaciona con los fitoquimicos y metabolitos secundarios
sintetizados por las mismas. Las plantas son ricas en una gran variedad de metabolitos
secundarios tales como los taninos, compuestos fenoélicos, flavonoides, alcaloides, quinonas

y terpenoides, los cuales se encuentran distribuidos en todas las partes de la planta (80).

El estudio de la actividad antimicrobiana de extractos vegetales es una aproximacion
muy utilizada en busca de compuestos que puedan ser desarrollados como antibidticos. Los
mecanismos por los cuales estos extractos pueden ejercer la actividad antimicrobiana son
muy diversos, entre los cuales se encuentra la capacidad de inhibir la formacién de biofilm
bacteriano, lo cual ha sido estudiado por diversos autores utilizando plantas distribuidas
regionalmente o nativas de los paises en cuestion (81-83).

En Paraguay, el departamento de Fitoquimica de la FCQ-UNA cuenta con amplia
experiencia en la investigacion de actividades bioldgicas, composicion quimica y
fitoquimica, asi como también la actividad antimicrobiana de extractos de diversas plantas
nativas, tanto para bacterias Gram negativas como Gram positivas e incluso para
micobacterias (84-86). Sin embargo, la actividad inhibitoria de los extractos de plantas

nativas del pais sobre la formacion de biofilm bacteriano aiin no ha sido estudiada.

Este trabajo es posible gracias a la colaboracion de dos grupos de investigacion de
instituciones de referencia del pais, como lo son la FCQ y el IICS, permitiendo el acceso al

biobanco de aislados STEC provenientes del ganado bovino, asi como también a un banco
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de extractos de plantas nativas unico en el Paraguay. Este trabajo aporta los primeros datos
sobre la evaluacion del efecto inhibitorio de extractos de plantas nativas sobre la formacion
como remocion de biofilm de aislados STEC representativos, de 4 serogrupos diferentes, lo
que contribuird con la busqueda a futuro de nuevas biomoléculas que puedan ser
desarrolladas como agentes desinfectantes como también como agentes terapéuticos ante la
creciente preocupacion por el surgimiento de microorganismos con elevada resistencia a los

antibioticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Evaluar la actividad de extractos vegetales frente al biofilm de aislados E. coli productores
de toxina Shiga (STEC)

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar la presencia de genes asociados a la formacién de biofilm en aislados
STEC, mediante PCR.

e Evaluar la actividad de extractos vegetales como inhibidores tanto de la formacion de
biofilm como del biofilm ya formado en STEC, mediante el ensayo en placa de
poliestireno.

e Realizar la determinacion de huella dactilar cromatogréafica (fingerprinting) de los
extractos activos por medio de cromatografia liquida acoplada a arreglo de diodos y

a espectrometria de masas en tindem (LC-DAD-MS).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefo del estudio

En este estudio experimental se han estudiado aislados de E.coli provenientes de un
proyecto marco denominado ‘’Caracterizacion molecular de factores de virulencia de
Escherichia coli aislados del ganado bovino’’ con cddigo de aprobacion de comités
cientificos y de ética P06/2017 del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud. La
caracterizacion molecular y fenotipica del proyecto marco incluy6 la determinacion de
especie por PCR del gen 16S y pruebas bioquimicas, asi como la deteccion por PCR de los
genes stx1 y stx2 como de factores de virulencia accesorios codificados por los genes eae,
hylA 'y saa.

Las muestras fueron colectadas en el mes de agosto del afio 2016 de bovinos
aparentemente sanos pertenecientes a un establecimiento ganadero localizado en el
departamento de Cordillera (Region Oriental) de Paraguay. EI propietario del
establecimiento fue informado sobre los objetivos y el impacto del presente proyecto de
investigacion y accedio voluntariamente a colaborar. El establecimiento ganadero esta
orientado a la reproduccion y engorde de bovinos para su posterior venta a otros

establecimientos ganaderos o frigorificos ubicados en diversos puntos geograficos del pais.

3.2 Seleccidén de aislados

En el proyecto marco se analizaron un total de 1006 aislados de E. coli de los cuales
269 fueron identificados como STEC, éstos ademas fueron categorizados como formadores
de biofilm mediante ensayos en placas de poliestireno en el proyecto denominado™”
Formacion de biofilm en aislados STEC provenientes de muestras de materia fecal de ganado
bovino del Departamento de Cordillera del Paraguay en el afio 2016™" con codigo de

aprobacion de los comiteés cientifico y ética P10/2017 (Anexo 1).

Para el presente estudio se seleccionaron 4 aislados STEC representativos,
categorizados previamente como fuertes formadores de biofilm de serogrupos
representativos, determinados en la caracterizacion previa citada en los proyectos marco. La

seleccidon de los aislados STEC para el estudio se indica en la figura 2.
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Proyecto marco n° 1

““Caracterizacion molecular de factores de virulencia de E. coli aislados del ganado
bovino™ P06/2013 (CCE-IICS)

Caracterizacion Molecular
[

* Gen 16S

* Genesstx1 y stx2

* Genes eae, hylAy saa

1006 aislados E. coli Caracterizacién Fenotipica

[
l * Pruebas bioquimicas

Aislados

representativos 269 aislados clasificados como STEC

Determinacion de
Serogrupo

Proyecto marco n° 2
““Formacion de biofilm en aislados STEC provenientes de muestras
de materia fecal de ganado bovino del Departamento de Cordillera
del Paraguay en el aino 2016 (P10/2017)

Capacidad formadora de
biofilm

* Ensayo semicuantitativo en
microplacas de poliestireno

Proyecto Actual
“"Evaluacion de la actividad de extractos de plantas como inhibidores de formacion
de biofilm en aislados de E. coli productores de toxina Shiga (STEC)™

Seleccion de
]

4 aislados categorizados como “"Fuerte formador de Biofilm"" de
serogrupos representativos

| | |
STEC STEC STEC STEC
0115 074 054 022

Figura 2. Flujograma de seleccién de aislados STEC
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Los aislados seleccionados junto con sus caracteristicas se presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas de los aislados STEC estudiados.

Serogrupo Toxina Shiga? Factores de Virulencia ® Capacidad formadora de
biofilm
0115 stx1 saa Fuerte
054 stx1/stx2 hylA/saa Fuerte
022 stx2 saa Fuerte
074 stx1/stx2 hylA/saa Fuerte

2 stx1: gen codificante de la Toxina Shiga 1; stx2: gen codificante de la Toxina Shiga 2
® saa: gen codificante de adhesina autoaglutinante; hylA: gen codificante de enterohemolisina.

Dichos aislados se encuentran debidamente codificados y criopreservados a -80 °C
en medio BHI con glicerol en el biobanco del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la
Salud (I1CS).

3.3 Seleccidn de extractos vegetales

Los extractos naturales que fueron evaluados como inhibidores de biofilm, provienen
de un banco de extractos generados por el equipo de investigacion del departamento de
fitoquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Asuncidn,
constituido por un total de 70 extractos metandlicos provenientes de especies diferentes. Se
seleccionaron 20 extractos vegetales teniendo en cuenta aquellos géneros de plantas en los
cuales se encontraron referencias bibliograficas de actividad antimicrobiana o que
pertenecian a familias productoras de alcaloides con potencial actividad antimicrobiana, que
se listan en la tabla 2. Esta coleccion de extractos es Unica en el pais en su tipo y por tanto

corresponde a una fortaleza de este estudio.

La extraccion de los vegetales fue realizada con metanol como solvente de extraccion
por poseer el efecto de co-solvencia con los compuestos que se encuentran en el extracto
vegetal, logrando extraer una diversidad de metabolitos de caracter polares, medianamente
polares y apolares. Ademas, por tratarse de un solvente altamente volatil, se facilita el

concentrado del extracto en el equipo de evaporador rotatorio.

Los extractos se resuspendieron en dimetilsulfoxido (DMSO, AppliChem, Alemania)
utilizando vortex para su disolucion completa; para obtener soluciones madre de 400 mg/mL.

Las diluciones de los extractos empleadas en los ensayos se prepararon con DMSO, fueron
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conservadas a resguardo de la luz y congeladas a -20°C hasta su uso. Los extractos incluidos

en este trabajo se listan en la tabla 2.

Tabla 2. Nombre cientifico o comun, partes de las plantas utilizadas y familia a la que
ertenece

Pterocaulon alopecuroides (Lam.)DC. Toro ka'a moroti Aérea florida Asteraceae (87)

Eupatorium ivifolium L. Typycha pito Aérea florida Asteraceae (89)

Aegiphila brachiata Vell. Jaguara’yi Aérea Lamiaceae (91)

Hyptis mutabilis Kavara ka'd Aérea Lamiaceae (93)

Pterocaulon angustifolium Toro ka'd Aérea florida Asteraceae (95)

Serjania minutiflora Radlk. Ysypo timbo Aérea Sapindaceae (89)

Luehea divaricata Ka'a oveti Sumidad florida Tilaceae (84)

Genipa americana Nandypa Hoja Rubiaceae (98)

Aloysia gratissima Poleo'i Aérea Vebenaceae (99)

Solidago chilensis Mbu'y sa'yju Raiz Asteraceae (101)

[
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3.4 Flujograma general de trabajo

Primeramente, se realiz6 la deteccion de los genes fimH, flu y csgA mediante PCR en
los 4 aislados STEC de serogrupos diferentes, clasificados como fuertes formadores de

biofilm, detallado en el item 3.6.

Para la evaluacién de la actividad inhibidora o removedora de biofilm por parte de
los extractos vegetales, fue necesario emplear concentraciones sub-inhibitorias de los
mismos, de manera a garantizar que los efectos observados no se deban a una inhibicion del
crecimiento bacteriano sino de la actividad antibiofilm per se. Por este motivo se determino
de forma semicuantitativa la concentracion inhibitoria minima (CIM) para cada uno de los

20 extractos vegetales estudiados en los 4 aislados STEC, como se detalla en el item 3.7.

Luego de determinar la CMI de los extractos, fue seleccionada la concentracion sub-
inhibitoria de 10mg/mL como partida para la realizacion de los ensayos de inhibicién y
remocioén de biofilm frente a los 4 aislados STEC en pruebas individuales, detallada en el

apartado 3.8.

Para aquellos extractos vegetales que resultaron poseer actividad inhibidora o
removedora de biofilm en los 4 aislados STEC, se evalud ademas el efecto dosis- respuesta
de estos, para la cual se realizaron diluciones seriadas a concentraciones iguales a 2mg/mL,
1mg/mL, 0,2mg/mL y 0,1mg/mL.

Por altimo, fueron seleccionados los extractos que resultaron poseer tanto actividad
inhibidora como removedora de biofilm en los 4 aislados STEC para la determinacion de la
huella dactilar cromatografica por medio de cromatografia liquida acoplada a arreglo de
diodos y a espectrometria de masas en tindem (LC-DAD-MS) como se detalla en el item 3.9.
(Figura 3)
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Figura 3. Flujograma general de trabajo con 4 aislados STEC y 20 extractos vegetales.

3.5 Medios de cultivo, condiciones de crecimiento y conservacion

3.5.1 Medios de cultivo

El medio de cultivo LB-agar (Luria Bertani), se empleé como medio de crecimiento
y aislamiento de STEC. La composicion de este es 1% de triptona (Oxoid, Inglaterra), 0,5%
de extracto de levadura (BD, Francia),1% de NaCl (Merck, Alemania), ajustando el pH a 7
con NaOH (Biopack, Argentina).

Para el ensayo de inhibicion de biofilm en microplacas de poliestireno se emple6 el
medio de cultivo TSB (caldo de Triptona-Soja) (Becton, Dickinson and Company, USA).
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3.5.2 Condiciones de crecimiento

Las muestras cultivadas en el medio liquido o en placas con agar fueron crecidas

incubando en la estufa (Memmert, Alemania) a 37°C por 24 horas.

3.5.3 Conservacioén

Los aislados STEC fueron debidamente codificados y criopreservados a -80°C en
medio infusion cerebro corazén (BHI) con 15% de glicerol, en el biobanco del Instituto de

Investigaciones en Ciencias de la Salud (I1CS), como parte del proyecto marco.

3.6 Caracterizacion genotipica

3.6.1 Extraccion de ADN

La extraccién de ADN de los aislados crecidos en medio agar LB se realizd por el
método de ebullicidn, que consistid en resuspender las colonias crecidas, recolectados con el
ansa en 300uL de agua estéril y llevar a ebullicién por 10 minutos, luego se procedié a la
centrifugacion de estas por 5 minutos a 13.000 rpm. El sobrenadante que contuvo el ADN

fue conservado a -20°C.

3.6.2 PCR para la deteccidn de genes asociados a la formacion de biofilm

Se incluyeron genes asociados a la formacién de biofilm en E.coli, tales como el gen
fimH que codifica la proteina fimbria tipo 1 esencial para la unién del biofilm a la superficie,
el gen flu implicado en la autoagregacion entre las células bacterianas y por tltimo el gen
csgA que codifica la proteina Curli encargado de la formacion de un biofilm més complejo y
estable. La deteccion de estos genes fue realizada para los cuatro aislados incluidos en el

estudio.

a) Gen fimH
Se realizo la deteccion del gen fimH por medio de PCR convencional. Se utilizé el
protocolo descrito por Jhonson y colaboradores (103) con algunas modificaciones que se

describen a continuacion. El producto generado fue un fragmento de ADN de 508 pb.
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Las condiciones de la mezcla para cada reaccion de PCR fueron los siguientes:
solucion buffer 1X (Invitrogen, USA), MgCl2 4 mM (Invitrogen, USA), dNTP 0,2 mM
(Promega, USA), primers para el gen fimH 0,6 uM (Macrogen, Corea), Tag polimerasa 1U
(Invitrogen, USA). EIl volumen final de la reaccion fue de 25 pL conteniendo 2,5 pL de
muestra de ADN como molde.

Las condiciones de termociclado son las siguientes: 25 ciclos de 95°C por 4 minutos
inicialmente, luego 95°C por 30 segundos, 63°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto, un
paso final de 10 minutos a 72°C. Se empled el termociclador Veriti AppliedBiosystems
(Thermo Fischer Scientific, USA). Para cada tanda de reaccion de PCR se emplearon
controles positivos y negativos, los controles positivos consistieron en cepas STEC ya
identificadas como portadoras de dicho gen mediante secuenciacion, realizado en un estudio
previo (104). Los controles negativos consistieron en la mezcla de todos los componentes de

la reaccion, excepto el ADN molde.

b) Genflu
La deteccidon del gen flu se realiz6 por PCR convencional, utilizando la metodologia
descrita por Ristieri y colaboradores (62). El producto generado fue un fragmento de ADN
de 433 pb. Los reactivos utilizados y sus concentraciones fueron los siguientes: solucion
buffer 1X (Invitrogen, USA), MgCl> 2 mM (Invitrogen, USA), dNTP 0,2 mM (Promega,
USA), primers para el gen flu 0,25 uM (Macrogen, Corea), Taq polimerasa 1U (Invitrogen,
USA). El volumen final de la reaccion fue de 25 pL conteniendo 2,5 uL de muestra de ADN

como molde.

Las condiciones de termociclado fueron 30 ciclos de 95°C inicialmente por 1 minuto,
luego 95°C por 1 minuto, 58°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto 20 segundos, un paso final
de 10 minutos a 72 °C. Se empleo el termociclador Veriti AppliedBiosystems (Thermo
Fischer Scientific, USA). Para cada reaccion de PCR se emplearon controles positivos, que
para la reaccién descrita correspondié a la cepa de E. coli EDL933. El control negativo
consistié en la mezcla de todos los componentes de la reaccion, con excepcion del ADN

molde.
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c) GencsgA
Se realizo la deteccion del gen csgA por medio de PCR convencional. Se utilizo el
protocolo descrito por Maurer y colaboradores (63) con algunas modificaciones que se

describen a continuacién. El producto generado fue un fragmento de ADN de 200 pb.

Las condiciones de la mezcla para cada reaccion de PCR fueron los siguientes:
solucién buffer 1X (Invitrogen, USA), MgCI2 2 mM (Invitrogen, USA), dNTP 0,2 mM
(Promega, USA), primers para el gen csgA 0,5 uM (Macrogen, Corea), BSA 0,0025mg/mi
(Invitrogen, USA), Taq polimerasa 1U (Invitrogen, USA). El volumen final de la reaccion

fue de 25 pL conteniendo 2,5 pL de muestra de ADN como molde.

Las condiciones de termociclado son las siguientes: 30 ciclos de 94°C por 3 minutos
inicialmente, seguido de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por 30
segundos, un paso final de 5 minutos a 72°C. Se emple6 el termociclador Veriti
AppliedBiosystems (Thermo Fischer Scientific, USA). Para cada tanda de reaccion de PCR
se emplearon controles positivos y negativos. Los controles positivos consistieron en cepas
STEC vya identificadas como portadoras de dicho gen mediante secuenciacion, realizado en
un estudio previo. Los controles negativos consistieron en la mezcla de todos los

componentes de la reaccion, excepto el ADN molde.

3.6.3 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos amplificados se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2% (VWR Life Science, USA) con corridas de 30 minutos a 110 Volts; empleando un
marcador de peso molecular de 100 pb (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Fisher
Scientific, USA). Se utiliz6 SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen, USA), el cual se
intercala con las bases nitrogenadas del ADN y emite fluorescencia al ser expuesto a luz UV,
permitiendo asi la observacion de los amplicones. Las fotografias de los geles fueron tomadas
con una camara Canon Power Shot G16 (Canon Inc., Japén) en un transiluminador UV (mrc
Lab, USA).

24



3.7 Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de los 20

extractos vegetales.

Se empled el método de determinacion de CIM semicuantitativa colorimétrica en
microplacas de poliestireno de fondo plano, el cual se fundamenta en la capacidad de 6xido-
reduccion del indicador de viabilidad celular resazurina, el cual debido al microambiente
reducido generado por el crecimiento celular pasa de su estado oxidado (azul) a su forma
reducida (rosa); descrito por Sarker et al. (105), con algunas modificaciones que se detallan

a continuacion.

Para la preparacion del in6culo bacteriano se cultivaron los aislados de STEC en
medio LB agar y se incubaron a 37°C por 24 horas. Posteriormente se prepard una suspension
bacteriana de cada aislado en medio TSB (Becton, Dickinson and Company, USA)
equivalente a 0.5 en la escala de McFarland (1x10® UFC/mL) determinado con un
densitdmetro (Grant Bio, Fisher Scientific, USA). Estas suspensiones fueron diluidas en un
segundo paso en medio TSB hasta una concentracion de 5x10° UFC/mL, utilizandose esta

dilucién como in6culo bacteriano (Figura 4).

Concentracion del Inéculo bacteriano
para el ensayo de CIM

1
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Figura 4. Preparacion de indculo bacteriano para el ensayo de CIM
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Las concentraciones de los extractos vegetales testados partieron de 40 mg/mL y del
antibiotico gentamicina utilizado como control de inhibicion del crecimiento se partio de la
concentracion inicial de 2 mg/mL. Se realizaron diluciones seriadas al medio de los extractos
generando un rango de concentraciones desde 40 mg/mL hasta 0,15 mg/mL, para luego
agregar el indculo bacteriano hasta un volumen final de 100 pL en cada pocillo, seguido de

incubacion a 37°C por 24 hs.

Como controles se emplearon caldo tripticasa soya (TSB, Becton, Dickinson and
Company, USA) con 10% de DMSO (AppliChem, Alemania) tanto con inéculo (control de
crecimiento bacteriano) como sin indculo bacteriano (control de esterilidad); utilizados como
patrones para comparar los cambios de coloraciones en los grupos de ensayo y determinar
los puntos de corte. Ademas, se realizé como control un blanco de extracto que consistié en
el medio TSB mas DMSO con la concentracion mas alta testada del extracto vegetal
correspondiente para verificar el efecto que el mismo pueda tener en la coloracién de la

resazurina. Los ensayos fueron realizados por duplicado para cada extracto.

Luego de la incubacion se afiadieron 10 pL de resazurina (Sigma Aldrich, USA) a
cada pocillo y se volvié a incubar a 37°C por 24 hs, el cambio de coloracion de azul a rosa
fue interpretado como crecimiento bacteriano, la CIM asignada fue la concentracion mas baja

a la cual no ocurrié el cambio de coloracién (Figura 5)

26



. & yo @
@ & ¢

M
gi
o
e

=D / ;
J — \a.\ ) I
m—“?———— @
\/\j < ; & _
SR I
: ——'———__ i
- ﬁ\-—i:\-—éi_. o !
SO O e .
e G & 7 ' I
© © - [
T T T T A R q
= £
E s S EE,
moN 3§ o5 S s
o i d o‘ d )

Figura 5. Ensayo de determinacién de CIM para extractos vegetales metandlicos.
ATB: Gentamicina; CC: control de crecimiento; CE: control de esterilidad; Ex1,2,3:
Extracto vegetal 1, 2, 3 respectivamente.

3.8 Ensayo de inhibicién y remocion de biofilm

a. Ensayo de inhibicion de formacion de biofilm

Se empled el método descrito por Stepanovic et al. (106) fundamentado en la
formacion y fijacion del biofilm en los pocillos de la microplaca de poliestireno de fondo
plano, y la tincion del mismo con cristal violeta; con algunas modificaciones que se detallan

a continuacion.

A partir de cultivos en medio LB-agar de 24 horas se preparé el inoculo bacteriano
para cada aislado STEC, preparando una suspension bacteriana de 0.5 en la escala de
McFarland (1x108 UFC/mL) en medio TSB (Becton, Dickinson and Company, USA).
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Los pocillos de la placa de poliestireno fueron preparados previamente con medio
TSB fresco mas una dilucion de cada extracto a una concentracion final de 10 mg/mL en
cada pocillo, correspondiente a la concentracion sub-inhibitoria para los 20 extractos

testados.

Seguidamente se agrego el in6culo bacteriano a cada pocillo segln correspondia y se
incubo la placa a 37°C por 24 horas. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado para

cada extracto.

Posteriormente se realizaron tres pasos de lavado con PBS para eliminar las células
planctonicas (células libres que no formaron biofilm), un paso de fijacion del biofilm con
etanol al 96% (J.T.Baker, USA), seguido del secado de la placa y tincion con cristal violeta
al 0,1% (Anedra, Argentina) por 30 min, lo cual tifie el biofilm formado. Luego de tres pasos
de lavado con agua destilada para eliminar el exceso de cristal violeta, se procedio a la elucién
del colorante con una mezcla de etanol/acetona (70:30) (Cicarelli, Argentina) con agitacion

constante por 30 min en un agitador automatico (Nahita Blue, Espafia). (Figura 6)

Para cada ensayo se emplearon blanco de medio de cultivo sin indculo bacteriano
como control de esterilidad; blanco de medio TSB con DMSO al 10% para eliminar el efecto
de la absorbancia correspondiente al medio de cultivo con DMSO; un blanco de TSB con el
extracto a la concentracidn ensayada correspondiente, con el propdésito de contrarrestar el
efecto de la absorbancia producida por cada extracto; y un control negativo que consistio en
medio TSB con DMSO al 10% maés el indculo bacteriano (sin tratamiento con extracto)
(Tabla 3). La disposicion de la placa de poliestireno del ensayo se detalla en la figura 7.
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Figura 6. Flujograma de los ensayos de inhibicion y remocion de biofilm de STEC por actividad de extractos vegetales
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Figura 7. Ensayo de inhibicion de la formaciéon de biofilm utilizando extractos
vegetales. Para los grupos de ensayo y los blancos de extracto, cada fila por triplicado
corresponde a un extracto diferente.

La lectura de la densidad Optica (OD) fue realizada a 570 nm en un lector de placas
de ELISA (Multiskan GO, ThermoFisher Scientific, Finlandia).

El porcentaje de inhibicion de cada extracto fue calculado segun la siguiente formula:

0D570 nm (Control)-0D570nm(Muestra) x 100
0D570nm(Control)

Porcentaje de inhibicion _
0 remocion
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Tabla 3: Blancos utilizados en los ensayos de inhibicién y remocién de biofilm.

Tipo de blancos Descripcion Funcion

Blanco medio Medio de cultivo sin in6culo bacteriano Control de esterilidad

Blanco medio + Medio de cultivo con 10% de DMSO Eliminar el efecto de la absorbancia

DMSO (diluyente del extracto metandlico) correspondiente al medio de cultivo con el
DMSO

Blanco medio + Medio de cultivo con indculo bacteriano Control de formacion de biofilm sin

in6culo tratamiento inhibidor o removedor.

Blanco medio + Medio de cultivo con indculo bacterianoy Control de formaciéon de biofilm sin

inéculo + DMSO  10% de DMSO. tratamiento inhibidor o removedor.
Verificar el efecto del DMSO

Blanco de Medio de cultivo con el extracto Eliminar el efecto de la absorbancia

extractos metandlico a la concentracidn testada producida por cada extracto.

b. Ensayo de remocion de biofilm

Para el ensayo de remocién del biofilm ya formado se procedi6 de la misma manera
que lo descrito anteriormente para el ensayo de inhibicién de la formacién de biofilm en el
item 3.8.a, a diferencia que el agregado de los extractos naturales se realizé posterior a la
formacion del biofilm por las paredes de la placa de poliestireno en medio TSB no
suplementado con extractos naturales, para que el efecto observado sea sobre el biofilm ya

formado y no asi sobre el proceso de formacion del mismo (figura 6).

El promedio de las absorbancias correspondientes a los pocillos de control de
esterilidad fue sustraido tanto al promedio de las absorbancias del Control Negativo, como
al promedio de las absorbancias de los grupos experimentales, a fin de eliminar el efecto de
la absorbancia correspondiente al medio TSB. Asi mismo, el promedio de las absorbancias
de los pocillos del blanco de extracto fue sustraido al promedio de las absorbancias del grupo
experimental del extracto correspondiente, a fin de eliminar el efecto de la absorbancia
producida por cada extracto. Los datos obtenidos luego de este procesamiento fueron
utilizados para el calculo del porcentaje de inhibicion o remocién por medio de la formula

descrita.

Los porcentajes de inhibicidn o remocion con signo positivo indican una inhibicion o
remocion del biofilm, mientras que los porcentajes con signo negativo indican una induccion
o fijacion del biofilm. Se han descrito dos criterios para clasificar a los porcentajes de
inhibicién y remocién de biofilm, por una parte, segun Famuyide et al., los extractos que

presentan un porcentaje de inhibicién igual o superior al 50% se consideran extractos con
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una buena actividad inhibitoria, en tanto que los extractos con porcentaje inferiores se

consideran sin actividad inhibitoria (107).

Por otro lado, Yuyama et al., sefialan que la actividad inhibitoria de la formacion de
biofilm se considera como elevada en un rango de 70-100%, buena en el rango de 40-69% y
moderada en el rango de 20-39%, mientras que porcentajes inferiores al 20% se consideran
inactivos contra la formacion de biofilm (108).

En este trabajo hemos optado por emplear el criterio mas exigente, el cual considera
que los extractos poseen actividad inhibitoria sobre la formacion de biofilm a partir de
porcentajes del 50%, ademas hemos clasificado la actividad de estos extractos como buena
(50-69%) o elevada (70-100%). Este criterio fue también aplicado para clasificar los

porcentajes que demostraron una actividad inductora sobre la formacion de biofilm.

c. Ensayos de inhibicion y remocion de biofilm a diferentes concentraciones de
extracto

Para aquellos extractos que presentaron actividad inhibidora de formacién o
removedora de biofilm a la concentracion inicial testada (10mg/mL), se procedié a la
realizacion de diluciones seriadas al medio (1:2) de extractos y repeticion de los ensayos
tanto de inhibicion como remocién de biofilm frente a los 4 aislados en estudio, para describir
el efecto de la dosis sobre la actividad del extracto. Las concentraciones de las diluciones
seriadas testadas fueron de 2mg/mL, 1mg/mL, 0,2mg/mL y 0,1mg/mL.

3.9 Determinacion de la huella dactilar cromatografica de los extractos vegetales

con actividad inhibitoria y removedora de biofilm.

La determinacion de la huella dactilar cromatografica permite detectar los metabolitos
secundarios presentes en cada extracto en el momento que se obtuvieron las muestras
vegetales para su estudio, de manera a conocer la identidad de los compuestos que ejercen la
accion inhibitoria o removedora en el biofilm, en vista a estudios futuros que surjan de este

proyecto poder realizar un analisis adecuado.
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Los extractos fueron analizados por cromatografia liquida de ultra alta eficiencia
acoplada a espectrometria de masas y arreglo de diodos para la deteccion de los metabolitos

secundarios presentes.

Para ello se utilizaron una columna Kinetex EVO C18 de 100 x 2.1 mm X 1.7 um
(didmetro de particula) (Microclar, Argentina). Como fase mévil se emple6 un gradiente de
agua y acetonitrilo (0,1% HCOOH) (Merck, Alemania) y el flujo fue de 0,3 mL/min. La
ionizacion se realizo por electrospray en modo positivo y negativo y los voltajes de ajustaron
individualmente para cada extracto para tener la mejor respuesta posible. En cuanto al
detector de matriz de fotodiodos (PDA), se utilizé la region comprendida entre 200 y 800 nm

con monitoreo a 254 nm.

3.10 Asuntos estadisticos

Los datos obtenidos fueron almacenados en bases de datos utilizando planillas
electronicas Excel (Microsoft Office Standard 2016) y fueron procesados y analizados

mediante estadistica descriptiva.

3.11 Consideraciones éticas

El proyecto actual fue sometidos a consideracion de los Comités Cientifico y de Etica
del 1ICS, y fue aprobado con codigo P24/2019 (Anexo 2).

La manipulacion y desechos de los materiales biol6gicos como de los reactivos que
se utilizaron para dicho estudio se realizaron segin normas de bioseguridad establecidas en
los protocolos del laboratorio, velando siempre que dichos procedimientos no atenten contra

la salud del personal como del medio ambiente.

El banco de extractos naturales forma parte del trabajo de investigacion del grupo del
Dpto. de Fitoquimica de la FCQ y la evaluacion de la actividad inhibitoria o removedora de
biofilm no conlleva conflictos de interés respecto a los objetivos de la creacion del banco de

extractos.

Los aislados STEC criopreservados en el biobanco del 11CS fueron obtenidos en el

marco del proyecto titulado ““Caracterizacion molecular de factores de virulencia de
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Escherichia coli aislados del ganado bovino™ y cuentan con aprobacién de comiteés cientifico
y de ética de la institucion. Los trabajos publicados a partir del presente proyecto conllevaran

el respeto de la autoria y la posicion de acuerdo con la contribucién de cada investigador

participante.
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4. RESULTADOS

4.1 Portacion de genes asociados a la formacion de biofilm

Los aislados de STEC de serogrupos 054, 022 y O74 analizados mostraron portar de
forma simultanea los genes fimH, flu y csgA. Mientras que en el aislado de serogrupo 0115

se detectaron solo los genes fimH y csgA (Figura 8).

fimH
MM CN CP 0115 074 054 022

600pb
400pb
flu
MM CN CP 0115 074 054 022
500pb

CsgA
MM CN CP 0115 074 054 022

200pb
100pb

Figura 8. Deteccion de los genes fimH, flu y csgA. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Carril 1:

marcador de peso molecular de 100 pb (GeneRuler, ThermoFisher Scientific, USA). Carril 2: control

negativo. Carril 3: control positivo. Carril 4 al 7: aislados STEC.
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En la tabla 4 se resumen las caracteristicas de los aislados estudiados respecto a los

factores de virulencia que portan como también respecto a su capacidad formadora de

biofilm.

4.2 Portacion de factores de virulencia con respecto a los perfiles genéticos de biofilm

en aislados STEC.

Del andlisis genotipico de los aislados STEC proveniente de ganado bovino para los
genes fimH, flu y csgA se detectaron 2 perfiles genéticos distintos. Los hallazgos en relacion

con la portacion de los demas factores de virulencia han sido los siguientes: (Tabla 4).

Los aislados STEC de serogrupos O54 y O74 portan genes codificantes de ambas

toxinas Shiga y hemolisinas.

El aislado STEC de serogrupo O22 resulté ser portador de 5 de los 7 genes analizados.

El aislado STEC de serogrupo O115 resultdé ser portador de 4 de los 7 genes

analizados.

Tabla 4: Caracteristicas de los aislados STEC estudiados

Serogrupo Toxina Factores de Capacidad Genes de biofilm®
Shiga? Virulencia ® formadora de
biofilm
0115 stx1 saa Fuerte fimH - CSgA
054 stx1/stx2 hylA/saa Fuerte fimH flu  csgA
022 stx2 saa Fuerte fimH flu  csgA
074 stx1/stx2 hylA/saa Fuerte fimH flu  csgA

2 stx1: gen codificante de la Toxina Shiga 1; stx2: gen codificante de la Toxina Shiga 2
b saa: gen codificante de adhesina autoaglutinante; hylA: gen codificante de enterohemolisina.
°fimH: gen codificante de Fimbria tipo 1; flu: gen codificante de proteinas autoagregativas; csgA: gen codificante de la

proteina curli.
4.3 Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)

Los resultados de la determinacion de la CIM de los 20 extractos vegetales

metanolicos estudiados, para los cuatro aislados STEC seleccionados se resumen en la tabla

5.
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La CIM de los 20 extractos metanolicos frente a los 4 aislados STEC resultd
comprendida entre los valores de 20mg/mL y superior a 40mg/mL. Para los que resultaron
superiores a 40 mg/mL no fue necesario el valor exacto de la CIM debido a que el objetivo
principal de este ensayo era establecer una concentracion subinhibitoria de partida, con la

cual realizar los ensayos de inhibicién y remocion de biofilm.

En general se observo que la mayoria (77,5%) de los extractos resultd con valores de

CIM entre 40mg/mL y superior a 40mg/mL frente a los aislados en estudio.

Las variaciones en el efecto antimicrobiano de un mismo extracto frente a los 4
aislados STEC para los 20 extractos testados se mantuvieron en el orden de una a dos

diluciones

De acuerdo con los valores resultantes se eligio la concentracion de 10mg/mL como

concentracion sub-inhibitoria para todos los extractos en estudio.

Tabla 5. Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) en mg/mL de los extractos vegetales
metanolicos contra serogrupos de STEC.

Nombres Cientificos STEC STEC STEC STEC
0115 074 054 022
Pterocaulon alopecuroides (Lam.) DC. 40 >40 >40 >40
Ocotea diospyrifolia >40 20 >40 20
Eupatorium ivifolium L. 20 40 >40 40
Hyptis brevipes 20 >40 20 >40
Aegiphila brachiata Vell. 40 20 40 40
Tessaria dodoneifolia (Hook. & Arn.) >40 40 >40 40
Hyptis mutabilis 20 20 20 >40
Croton bonplandianum >40 20 40 40
Pterocaulon angustifolium 40 >40 >40 >40
Acanthospermun australe (Loef.) Kuntze >40 40 40 40
Serjania minutiflora Radlk. 20 >40 >40 >40
Cadiospermum grandiflorum Sw. >40 20 40 40
Luehea divaricata >40 20 40 40
Allophylus edulis >40 40 >40 40
Genipa americana 40 40 >40 40
Aloysia virgata var. Platiphylla 40 >40 20 20
Aloysia gratissima 40 >40 20 >40
Centratherum punctatum >40 40 40 40
Solidago chilensis >40 40 >40 40
Sidastrum paniculatum >40 20 40 20

Se determinaron CIM (mg/mL), con valores expresados como promedio de ensayos por
duplicado. CIM = la concentracion mas baja de metabolitos vegetales (mg/-mL) que inhibi¢ el
crecimiento bacteriano.
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4.4 Determinacion del efecto inhibitorio de los extractos vegetales sobre la formacion
de biofilm

La capacidad de los extractos vegetales metanolicos de inhibir la formacion de
biofilm fue determinada para los cuatro aislados STEC seleccionados (0115, O54, 022 y
O74) a la concentracion inicial de 10mg/mL. Los porcentajes de inhibicion calculados de
cada extracto para cada aislado y la actividad inhibitoria de la formacion de biofilm de los
extractos vegetales clasificada de acuerdo con los criterios que se describieron en el apartado

3.8 del apartado de Materiales y Métodos, se resume en la Tabla 6.

Tabla 6: Actividad inhibitoria de la formacién de biofilm en aislados STEC.

Extractos vegetales metandlicos 0115 074 054 022
Aloysia virgata var. Platiphylla 98% (E) 100%(E) 100%(E) 100%(E)
Sidastrum paniculatum 99% (E) 97% (E) 99% (E) 100%(E)
Ocotea diospyrifolia 98%(E) 96%(E) 100%(E) 93%(E)
Hyptis brevipes 99%(E) 65%(B) 35%(SE) 94%(E)
Pterocaulon alopecuroides (Lam.) DC. -13%(SE) 21%(SE) -26%(SE) 6%(SE)
Eupatorium ivifolium L. -6%(SE) -70%(E) 13%(SE) -26%(SE)
Aegiphila brachiata Vell. 40%(SE) -133%(E) -35%(SE) -230%(E)

Tessaria dodoneifolia (Hook. & Arn.) 14%(SE) -126%(E) -274%(E) -61%(E)
Hyptis metabilis 68%(B) -68%(E) -522%(E) 99%(E)
Croton bonplandianum 43%(SE) -63%(B) 64%(B) 97%(E)
Pterocaulon angustifolium -23%(SE)  -6%(SE) 49%(SE)
Acanthospermun australe (Loef.) Kuntze 33%(SE) 16%(SE) -605%(E) -153%(E)
Cadiospermum grandiflorum Sw. 7%(SE) -115%(E) -12%(E) -82%(E)
Luehea divaricata 35%(SE) -283%(E) -241%(E) -332%(E)
Allophylus edulis 16%(SE) 56%(B) -396%(E) -306%(E)
Aloysia gratissima 83%(E) -97%(E) -23%(SE) 100%(E)
Solidago chilensis -5%(SE) -415%(E) 41%(SE) 39%(SE)
Serjania minutiflora Radlk. -3%(SE) -42%(SE) -66%(B) -181%(E)

Genipa americana -15%(SE) -645%(E) -95%(E) -281%(E)

Centratherum punctatum BILAICISM -1098%(E)  -409%(E) -429%(E)
Referencia

E Excelente actividad inhibidora de la formacién de biofilm (70% a 100%)

B Buena actividad inhibidora de la formacién de biofilm (50% a 69%)

E Excelente actividad inductora de la formacion de biofilm (-70% a -100%)

B Buena actividad inductora de la formacion de biofilm (-50% a -69%)

SE Sin efecto sobre el biofilm (<50% o <-50%)
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Se observaron tres extractos con una excelente actividad inhibitoria de la formacion

de biofilm contra los cuatro aislados STEC en estudio.

El extracto de Aloysia virgata var. Platiphylla con porcentajes de inhibicion de 98%
contra el aislado STEC de serogrupo 0115y 100% contra los aislados STEC de serogrupos
074, 054y 022.

El extracto de Sidastrum paniculatum con porcentajes de inhibicién de 97% contra el
aislado STEC de serogrupo O74, 99% contra los aislados de serogrupos O54 y 0115, y el
100% contra el aislado STEC de serogrupo O22.

El extracto de Ocotea diospyrifolia con porcentajes de inhibicién de 93% contra el
aislado STEC de serogrupo 022, 96% para el aislado O74, 98% para el aislado 0115 y del
100% para el aislado O54.

El extracto de Hyptis brevipes exhibio excelente actividad inhibidora de biofilm
contra los aislados STEC 0115 y 022 con porcentajes de inhibicion de 99% y 94%,
respectivamente; sin embargo, para los aislados O74 y O54 el efecto inhibidor no fue tan
efectivo, con porcentajes de 65% catalogada como buen inhibidor y 35% correspondiente a

sin efecto en el biofilm, segun el criterio establecido.

En relacién con los extractos Tessaria dodoneifolia (Hook. & Arn.) Cabrera,
Cadiospermum grandiflorum Sw, Luehea divaricata, Genipa americana y Centratherum
punctatum presentaron excelente actividad inductora de biofilm en los aislados STEC O74,
054 y 022, pero resulto sin efecto sobre la formacion del aislado O115.

El extracto Pterocaulon alopecuroides (Lam.) DC fue el Gnico que resulté sin efecto

sobre la formacién de biofilm de los 4 aislados en estudio.

Los demas extractos estudiados, no han demostrado una predominancia ya sea del
efecto inhibitorio o del efecto inductor en la formacion de biofilm, ya que se presentaron

resultados muy variables en funcion a los aislados STEC que fueron expuestos a éstos.
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4.5 Determinacion del efecto dosis-respuesta de los extractos vegetales sobre la

formacién de biofilm

Para los extractos Aloysia virgata var. Platiphylla, Sidastrum paniculatum y Ocotea
diospyrifolia que resultaron inhibidores a la concentracion de 10mg/ml de la formacion de
biofilm en los 4 aislados STEC, fueron probados el efecto dosis respuesta de estos a las
concentraciones de 2mg/mL, 1mg/mL, 0,2mg/L y 0,1 mg/mL. Los resultados obtenidos se

muestran en la tabla 7.

El extracto Ocotea diospyrifolia presentd excelente actividad inhibidora de la
formacion de biofilm incluso a la menor concentracion testada para el aislado de serogrupo
022 y una buena actividad inhibidora de la formacion de biofilm a la concentracién de
2mg/mL para el aislado O74. Para los aislados O115 y O54 no se observaron efectos

inhibidores a concentraciones menores a 10mg/mL.

El extracto Aloysia virgata var. platiphylla presentd excelente y buena actividad
inhibidora de la formacion de biofilm incluso a la menor concentracion probada en los
aislados de serogrupos 022 y O74 respectivamente. Para el serogrupo O115 presentd buena
actividad inhibidora hasta la concentracion de 2mg/mL. En el aislado O54 sin embargo no se
observo algun efecto inhibidor de la formacion de biofilm a las concentraciones menores
testadas, incluso a la concentracion de 0,1 mg/mL se observo una buena actividad inductora

en la formacion de biofilm.

Respecto al Sidastrum paniculatum se observaron resultados similares al extracto
Aloysia virgata. Se puede observar que los aislados més sensibles a las concentraciones bajas
del extracto fueron el O74 y el O22. En los aislados 0115 y 022 no se observaron efectos
inhibidores ni inductores en la formacion de biofilm a las concentraciones inferiores a
10mg/mL (Tabla 7).
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Tabla 7. Efecto d03|s respuesta de inhibicion de la formacion de biofilm
% “2 % Ocotea diospyrifolia — Lauraceae (Laurel moroti)

10mg/mL 2mg/mL Img/mL 0,2mg/mL 0,img/mL
98% (E) 10% (SE) 7% (SE) 6% (SE) 7% (SE)
96% (E) 50% (B) 30% (SE) 44% (SE) 40% (SE)
93% (E) 10% (SE) 9% (SE) 1% (SE) -12% (SE)
100% (E) 100% (E) 100% (E) 98% (E) 97% (E)

10mg/mL 2mg/mL Img/mL 0,2mg/mL 0,img/mL
98% (E) 50% (B) 48% (SE) 42% (SE) 36% (SE)
100% (E) 92% (E) 71% (E) 69% (B) 68% (B) ‘
2 () 38% (SE) 26% (SE)  -21% (SE) | -57% (B)
100% (E) 76% (E) 74% (E) 72% (E) 71% (E)

2mg/mL 1mg/mL 0,2mg/mL 0,1mg/mL

33% (SE) 31% (SE) 21% (SE) 20% (SE)
97% (E) 83% (E) 83% (E) 83% (E) 80% (E) ‘
2 () 24% (SE) 20% (SE) 13% (SE) 3% (SE)
99% (E) 70% (E) 62% (B) 59% (B) 58% (B)

Referencia
E Excelente actividad inhibidora de la formacién de biofilm (70% a 100%)
2] Buena actividad inhibidora de la formacién de biofilm (50% a 69%)
E Excelente actividad inductora de la formacion de biofilm (-70% a -100%)
B Buena actividad inductora de la formacion de biofilm (-50% a -69%)
SE Sin efecto sobre el biofilm (<50% o <-50%)

4.6 Determinacion del efecto de remocion de biofilm por parte de los extractos

vegetales

Se determind la actividad removedora del biofilm de los 20 extractos vegetales
metandlicos contra 4 aislados STEC (0115, 054, 022 y O74) a la concentracion inicial de
10mg/mL. Los porcentajes de remocion calculados de cada extracto para cada aislado y la
actividad removedora de biofilm de los extractos vegetales clasificada de acuerdo con los
criterios descritos en el apartado 3.8 del apartado de Materiales y Métodos, se resume en la
Tabla 8.
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Tabla 8. Actividad removedora de biofilm en aislados STEC.

Extractos vegetales metandlicos 0115 074 054 022
Pterocaulon alopecuroides (Lam.) DC. 66%(B) 66%(B) 87%(E) 74%(E)
Ocotea diospyrifolia 98%(E) 100%(E) 100%(E) 90%(E)

Hyptis brevipes 99%(E) 79%(E) 99%(E) 100%(E)

Hyptis metabilis 97%(E) 100%(E) 100%(E) 100%(E)
Pterocaulon angustifolium 93%(E) 3%(SE) 100%(E) 100%(E)

Acanthospermun australe (Loef.) Kuntze 92%(E) 80%(E) 98%(E) 81%(E)
Serjania minutiflora Radlk. 33%(SE) 8%(SE) 78%(E) 61%(B)
Aloysia virgata var. Platiphylla b () 100%(E) 100%(E) 100%(E)

Aloysia gratissima 69%(B) 100%(E) 100%(E) 96%(E)

Sidastrum paniculatum 100%(E) 96%(E) 100%(E) 76%(E)
Eupatorium ivifolium L. CEVA(S) -28%(SE) 52%(B) 26%(SE)

Aegiphila brachiata Vell. 33%(SE) -219%(E) -116%(E) -216%(E)

Tessaria dodoneifolia (Hook. & Arn.) 4%(SE) -394%(E)  -112%(E) -113%(E)
Croton bonplandianum 96%(E) 69%(B) 31%(SE)
Cadiospermum grandiflorum Sw. 41%(SE) -455%(E) -60%(B) -79%(E)
Luehea divaricata 97%(E) -67%(B) -52%(B) -6%(SE)
Allophylus edulis 21%(SE) 100%(E) -100%(E) -67%(B)

Centratherum punctatum 17%(SE) -551%(E) -141%(E) -276%(E)

Solidago chilensis 37%(SE) -421(E) 48%(SE) -96%(E)

Genipa americana -22%(SE) -190%(E) -9%(SE) -216%(E)
Referencia

E Excelente actividad removedora de biofilm (70% a 100%)

2] Buena actividad removedora de biofilm (50% a 69%)

E Excelente actividad fijadora de biofilm (-70% a -100%)

B Buena actividad fijadora de biofilm (-50% a -69%)

SE Sin efecto sobre el biofilm (<50% o <-50%)

En lineas generales se observé un efecto removedor de biofilm predominante en 10

de los 20 extractos metandlicos frente a los 4 serogrupos de STEC.

Se observaron ocho extractos con una excelente o buena actividad removedora de
biofilm contra los cuatro aislados STEC en estudio, correspondiente a los siguientes:
Pterocaulon alopecuroides (Lam.) DC, Ocotea diospyrifolia, Hyptis brevipes, Hyptis
metabilis, Acanthospermun australe (Loef.) Kuntze, Aloysia virgata var. Platiphylla, Aloysia

gratissima y Sidastrum paniculatum.

El extracto Pterocaulon angustifolium mostrd excelente capacidad removedora de
biofilm en 3 de los aislados en estudio, sin embargo, no se observé efecto sobre el aislado
O74.

42



Los extractos, Serjania minutiflora Radlk, Eupatorium ivifolium L., Croton
bonplandianum presentaron excelente o buena actividad removedora de biofilm en 2 de los
4 aislados en estudio.

En algunos aislados como el Aegiphila brachiata Vell, Tessaria dodoneifolia (Hook.
& Arn.) Cabrera, Cadiospermum grandiflorum Sw, Centratherum punctatum, Solidago
chilensis y Genipa americana presentaron en su mayoria actividad fijadora de biofilm en los
aislados en estudio.

Para los demas extractos como el Luehea divaricata y Allophylus edulis no se observo
una predominancia ya sea del efecto removedor o del efecto fijador en el biofilm, ya que se
presentaron resultados muy variables en funcidn a los aislados STEC que fueron expuestos a

éstos.

4.7 Determinacion del efecto dosis-respuesta en la remocién de biofilm por parte de

los extractos vegetales

Para los extractos Pterocaulam alopecuroides (Lam.) DC., Ocotea diospyrifolia,
Hyptis brevipes, Hyptis metabilis, Acanthospermun australe (Loef.) Kuntze, Aloysia virgata
var. Platiphylla, Aloysia gratissima y Sidastrum paniculatum que resultaron removedores de
biofilm a la concentracion de 10mg/ml en los 4 aislados STEC, se probd el efecto dosis
respuesta de los mismos, a las concentraciones de 2mg/mL, 1mg/mL, 0,2mg/L y 0,1 mg/mL.
(Tabla 9).

El extracto metandlico de Pterocaulon alopecuroides (Lam.) presentd mayor
actividad removedora de biofilm del aislado 022, donde se observa que, a concentraciones
de 0,1mg/ml sigue presentando buena actividad. Para los aislados O74, 054 y 022 se observa
que la concentracion 6ptima de remocidn de biofilm se encuentra entre 2mg/ml y Img/mL.
Respecto a este extracto el aislado O115 demostrd ser mas resistente en cuanto a la remocion

de su biofilm ya formado, a las concentraciones probadas (Tabla 9).

El extracto de Sidastrum paniculatum presento excelente actividad removerodora de
biofilm a todas las concentraciones testadas para el aislados 022, en el cual ademas se
observa el aumento de la actividad removedora a medida que disminuye la concentracion del
extracto. En los aislados 0115 y O74 no se observaron efectos de remocion de biofilm a

concentraciones inferiores a 10mg/ml, pero en el aislado O74, a la concentracion de 0,1
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mg/ml se observa el efecto de fijacion de biofilm con un porcentaje igual a 99% catalogado

como excelente fijador (Tabla 9).

Para los extractos del género Hyptis, resultaron con el mismo comportamiento
respecto al efecto dosis respuesta. Para los 4 aislados, los extractos de Hyptis brevipes y
Hyptis mutabilis no presentaron actividad removedora de biofilm a concentraciones
inferiores a 10mg/mL (Tabla 9).

Para el extracto Acanthospermun australe se observé actividad removedora de
biofilm a la concentracion de 2mg/mL solamente en el aislado O74. Para los demés aislados
no se observo un efecto de remocion de biofilm a concentraciones inferiores de 10mg/mL.
Pero en el aislado 022 se observa el efecto de fijacion de biofilm a las concentraciones de

Img/mL, 0,2mg/mL y 0,1mg/mL del extracto (Tabla 9).

El extracto Ocotea diospyrifolia demostro tener excelente actividad removedora de
biofilm a la concentracion de 2mg/ml sobre el aislado O74, sin embargo, a las
concentraciones de 0,2mg/mL y 0,1mg/mL se observd excelente actividad fijadora de
biofilm. Para los aislados 0115, 054 y 022 no se observaron efecto de remocién o fijacion

de biofilm a las concentraciones testadas (Tabla 9).

Para los extractos del género Aloysia no se observan efecto de remocién de biofilm a
las concentraciones inferiores a 10mg/mL para los 4 aislados en estudio. Sin embargo, para
el serogrupo O74, bajo el efecto del extracto metandlico de Aloysia gratissima se puede
observar el resultado de fijacion de biofilm a las concentraciones de 2mg/mL, 1mg/mL,
0,2mg/mL y 0,1mg/mL con un comportamiento de aumento del efecto a medida que
disminuye la concentracion del extracto. El extracto de Aloysia virgata presenta el mismo
efecto sobre el aislado O74, donde a partir de la concentracion de 0,2mg/mL resulta en la
fijacién de biofilm (Tabla 9).
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osis- respuesta en la remocion de biofilm de STEC
Pterocaulon alopecuroides (Lam.) - Asteraceae (Toro ka'a moroti)

10mg/mL 0,2mg/mL 0,img/mL
66% (B) 53% (B) -5% (SE) -31% (SE) -31% (SE)
66% (B) NS CZY (S  -12% (SE)  -26% (SE)
87% (E) 100% (E) 94% (E) 23% (SE) 24% (SE)
74% (E) 100% (E) 100% (E) 58% (B) 51% (B)

Tabla 9. Efecto d

Img/mL

2mg/mL

Img/MI 0,2mg/mL
8% (SE) -44% (SE)  -19% (SE)
96% (E) -5% (SE)  -11%(SE)  -25% (SE)
100% (E) 23% (SE) 37% (SE)

0,1mg/mL
-35% (SE)

2mg/mL 1mg/mL

0,2mg/mL 0,1mg/MlI
-8% (SE) -25% (SE)  -26% (SE)  -28% (SE)
79% (E) 22% (SE) 11% (SE)  -33%(SE)  -42% (SE)
99% (E) -15% (SE)  -14% (SE) 3% (SE) 40% (SE)
9% (SE) 15% (SE) 48% (SE) 47% (SE)

10mg/mL 2mg/mL 1mg/mL

0,2mg/mL 0,1mg/mL
97% (E) -27% (SE) -7% (SE) -17% (SE)  -16% (SE)
o74 100% (E) 30% (SE) 5% (SE) -8% (SE) -49% (SE)
| O54 100% (E) 33% (SE) 12% (SE) 13% (SE) 0% (SE)
7% (SE) 39% (SE) 35% (SE)

. Aca ospe a ale (Loe e — Asteraceae
‘"".“’:;' 10mg/mL 2mg/mL 1mg/mL 0,2mg/mL 0,1mg/mL
“;*;* o115 92% -29% (SE)  -38% (SE)  -33% (SE)  -30% (SE)
.'{,‘;,;} o7z 80%% 9% (B 3% (SE)  -48% (SE)  -45% (SE)
e 054 98% 4% (SE) -7% (SE) -13% (SE) -28% (SE)
022 81% -29% (SE) -52% (B) -69% (B) -53% (B)

10mg/mL 2mg/mL 1mg/mL

0,2mg/mL 0,img/mL
98% (E) 36% (SE)  -36% (SE)  -23% (SE)  -21% (SE)
100% (E) 7N  -40% (SE) -85% (E) -849% (E)
NS  -26% (SE)  -42% (SE)  -19% (SE) -1% (SE)
90% (E) -18% (SE)  -19% (SE) 23% (SE)  -16% (SE)

Ueth
52 A

|
- e
<

N
8 7
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Aloysia gratissima— Verbenaceae (Poleo’i)
10mg/mL 2mg/mL Img/mL 0,2mg/mL 0,img/mL

0115 69% (B) 16% (SE)  30% (SE)  -4% (SE) -6% (SE)
I 100% (E)  -98% (E)  -96% (E)  -210% (E)  -238% (E)‘

LN 20% (SE)  12% (SE)  13%(SE)  -8% (SE)

15% (SE) 13% (SE) 48% (SE) 38% (SE)
10mg/mL Img/mL 0,2mg/mL 0,img/mL
60% (B) -9% (SE) -48% (SE) -35% (SE) -36% (SE)
100% (E) 96% (E) 8% (SE) -64% (B) -67% (B)
100% (E) 93% (E) 14% (SE) 13% (SE) -9% (SE)

XM  39% (SE)  43% (SE)  45% (SE)  48% (SE)

2mg/mL

Referencia
Excelente actividad removedora de biofilm (70% a 100%)
Buena actividad removedora de biofilm (50% a 69%)
Excelente actividad fijadora de biofilm (-70% a -100%)

B Buena actividad fijadora de biofilm (-50% a -69%)

SE Sin efecto sobre el biofilm (<50% o0 <-50%)

4.8 Determinacion de la huella dactilar cromatografica de los extractos vegetales con

actividad inhibitoria y removedora de biofilm.

Para el andlisis del perfil cromatografico se seleccionaron los extractos metanolicos
de Ocotea diospyrifolia, Sidastrum paniculatum y Aloysia virgata que resultaron tanto

inhibidores como removedores de biofilm en todos los aislados STEC analizados.

Por medio de la huella dactilar cromatografica se puede analizar el perfil de los
extractos, permitiendo seleccionar los compuestos mas prometedores de acuerdo con el

interés del trabajo.

La especie O. diospyrifolia pertenece a la familia Lauraceae, conocida por presentar
como marcador taxondémico la presencia de alcaloides. Del analisis del perfil cromatografico
para dicha especie se pudieron observar claramente iones moleculares para tres compuestos,

con pesos moleculares correspondientes a 314,3 g/mol, 356,4 g/mol y 340,4 g/mol.

En el andlisis de los iones correspondientes se pudo relacionar las masas moleculares
de los mismos con algunos compuestos registrados en la literatura. EIl ion de masa 314,3
g/mol corresponderia a la estructura de un alcaloide denominado Norisoboldina, el de 340,4
g/mol coincide con la masa molecular del alcaloide aporfinico Dicentrina y el de 356,4 g/mol

con el alcaloide aporfinico Glaucina o también conocido como Leucoxina.
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En la Figura 9 se muestran los cromatogramas correspondientes a los picos de los

iones mencionados para el extracto metanolico obtenido de O. diospyrifolia.

x7 1: Scan ES+
0.58 314.35 0.5000Da
100 9.68e7
- 1 . O
Norisoboldina -
C18H19 N
-624
~ O
2.17 2.56
7.72 OH
L T 1 g T T 1 J‘ T T T
-0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00
x7 1: Scan ES+
3.83 2R§.4 0.5000Da
“1 Glaucina |
N 0]
32_
41
-0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00
7 1: Scan ES+
3.49 340.4 0.5000Da
1009 1.39e8
Dicentrina
§.-
~
0.58 3.21
)/V -
. ‘ : T oy e - T i Time
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Figura 9. Cromatogramas correspondientes a los compuestos identificados para el extracto de

Ocotea diospyrifolia obtenidos por LC-DAD-MS. Las estructuras corresponden al pico principal.

47



Para la especie S. paniculatum, perteneciente a la familia Malvaceae, se pudieron
asignar tres iones moleculares de masas correspondientes a 295,4 g/mol, 311,2 g/mol y 314,3

g/mol (Figura 10).

Del analisis de los mismos con la literatura revisada, se sugiere que el compuesto de
295,4 g/mol de masa molecular corresponde al acido p-coutérico, el de 311,2 g/mol al &cido
caftarico o caffeoil tartarico y el de 314,3g/mol al compuesto Moupinamida. En los dos
primeros casos se han obtenidos varios picos con la misma masa, que corresponderian

probablemente a isomeros.

En la Figura 10 se muestran los cromatogramas correspondientes a los iones

analizados para el extracto metandlico obtenido de S. paniculatum.

La especie A. virgata pertenece a la familia Verbenaceae. Del analisis del perfil
cromatografico para dicha especie se pudieron asignar dos iones moleculares, con pesos
correspondientes a 363,0 g/mol y 192,9 g/mol.

En el analisis de dichos iones se pudo relacionar las masas moleculares de los mismos
con algunos compuestos registrados en la literatura. ElI ion de masa 363,0 g/mol
correspondiente a la estructura de Hoffmaniacetona-17-O-acetato y el de 192,9 g/mol con el

Acido ferulico.

En la Figura 11 se muestran los cromatogramas correspondientes a los iones

identificados para el extracto metandlico obtenido de A. virgata.

Como ya se ha mencionado mas arriba, en los cromatogramas correspondientes a los
metabolitos analizados también se observan picos adicionales de la misma masa molecular
con diferentes tiempos de retencion que corresponden posiblemente a isomeros de dichos

compuestos.

Debe resaltarse que la identificacion debe ser confirmada por estudios posteriores de
fragmentacion de los iones moleculares (MS/MS) asi como por otras técnicas

espectroscopicas que no se disponen aun en el pais como RMN.
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Figura 10. Cromatogramas correspondientes a los compuestos identificados para el
extracto de Sidastrum paniculatum. Perfiles obtenidos por LC-DAD-MS. En los dos
primeros casos hay méas de un isémero.
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Figura 11. Cromatogramas correspondientes a los picos analizados para el extracto de Aloysia
virgata. Perfiles obtenidos por LC-DAD-MS. Las estructuras corresponden al pico principal.
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5. DISCUSION

5.1 Deteccion de genes asociados a la formacidn de biofilm

El gen flu fue detectado en tres de los 4 aislados STEC en estudio, en los serotipos
054, 074, O22. Este gen ha sido identificado y caracterizado previamente por Henderson y
col. 1997 en cepas STEC de referencia, donde observaron que es el principal responsable de
la autoagregacion celular, el gen flu, codifica la proteina Agn43 que se encuentra muy
extendida entre las cepas E. coli patdgena. Se ha demostrado recientemente que esta proteina
ademas se sintetiza durante casos de enfermedad humana, lo que sugiere que desempefia un

papel importante en el desarrollo de SUH (49).

En este estudio los 4 aislados STEC de serotipos 0115, 054, 022 y O74, resultaron
ser portadores del gen csgA. Segun Biscola y col. 2011 la produccion de Curli no sélo varia
segun el serotipo, sino dentro de un mismo serotipo, siendo asi la produccién de esta
influenciada por varios factores ambientales, como temperatura, medios nutritivos, material

de las superficies, entre otras (29).

La produccion de Curli puede no ser un factor indispensable en la capacidad de una
cepa para formar biofilm, sin embargo, en varios estudios, se sugieren como uno de varios
factores contribuyentes (64), por ejemplo, se ha visto que, en superficies como poliestireno
y otras superficies hidrofobicas, la proteina Curli resultd tener mas protagonismo en la
adherencia (63).

Respecto a la portacion del gen fimH se observé que los 4 aislados STEC en estudio
resultaron ser portadores de dicho gen, dato interesante ya que ademas de favorecer el alto
potencial de formar biofilm, se encuentra relacionado con el potencial patogénico, ya que
datos recientes indican que el fimH activa directamente cascadas de sefializacion que
conducen a la internalizacion bacteriana (57). Las proteinas fimbrias tipo 1 también se
encuentran altamente implicadas en el establecimiento de biofilm en superficies
abioticas(109). En estudios previos se han descrito alta frecuencia de portacion y expresion
del gen fimH por la mayoria de las cepas STEC no-O157, curiosamente se ha visto que las
cepas O157 carecen de la capacidad de expresar fimbrias tipo 1 (109), lo que sugiere que en

las cepas STEC 0157, el gen fimH no participa en la formacion de biopeliculas.
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La portacion simultanea de algunos genes codificantes de estructuras importantes en
el biofilm de STEC, como los genes descritos en este estudio, son esenciales para la union
estable del biofilm a la superficie, la maduracion y la autoagregacion entre las células STEC
(45). Algunos autores han encontrado correlacion positiva entre la formacion de biofilm con
la presencia de fimbrias tipo 1, Curli, Agn43 en aislados de E. coli (45,52,54,110).

Las diferencias entre la portacion de ciertos genes relacionados con el biofilm y la
expresion del fenotipo fuerte formador de biofilm se relaciona principalmente al background
genético de los aislados STEC, como lo evidencian los datos de Céceres y col en el afio 2019,

ademas del rol de las condiciones ambientales (111).

En el ambito de la industria carnica, el biofilm bacteriano adherido a los equipos de
manipulacion alimentaria, pueden presentar una mayor resistencia a los desinfectantes y
convertirse en fuentes de contaminacion cruzada durante el procesamiento de los alimentos
(65).

Los estudios sobre la formacion de biofilm en STEC estan relacionados
principalmente con el serotipo O157:H7 que es el principal serotipo STEC implicado en
casos esporadicos y brotes de Colitis Hemorragica y SUH en todo el mundo (18). Sin
embargo, se han reportado otros serotipos que se aislan con frecuencia de enfermedades

graves o infecciones por STEC en humanos, también llamados como STEC no-0157 (112).

En Paraguay, segun reportes de Rojas y col. 2016 (76), se observé que el 100% de los
11 establecimientos en estudio poseian bovinos portadores de STEC, sin embargo, no fue
detectado la presencia de STEC del serogrupo O157. Otros estudios anteriores enfocados en
portacion en bovinos en Paraguay tampoco han detectado aislados O157, mostrando un
predominio de aislamientos no-O157 y debido a este hecho nos hemos centrado en el anélisis
de 4 aislados STEC no-O157 representativos, aislados de ganados bovinos paraguayos,
incluidos los serogrupos 0115, 054, 022 y O74 caracterizado en un estudio previo como

fuertes formadores de biofilm (104).

La portacion de los genes en los aislados STEC en estudio sefiala posibles
mecanismos de formacion de biofilm. Por tanto, sienta bases importantes para plantear

estudios a futuro que permitan analizar factores importantes como los patrones de expresion
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de estos genes en condiciones de formacion de biofilm, asi mismo no deja de ser importante
poder analizar otros aislamientos STEC provenientes de ganado bovino, o incluso
proveniente de otras fuentes que nos permitan ahondar la comprension de este fendmeno

complejo y con tanta importancia desde el punto de vista sanitario y econémico.

5.2 Determinacién de concentracion inhibitoria minima

La determinacion de la CIM fue realizada para hallar las concentraciones de los
extractos a emplear en los ensayos de inhibicién de formacién y de remocion de biofilm de
STEC. Es importante resaltar que para 7 extractos de 20, los resultados obtenidos aportan los
primeros datos de su tipo, como lo son las especies de Pterocaulon alopecuroides, Ocotea
diospyrifolia, Eupatorium ivifolium, Aegiphila brachiata, Tessaria dodoneifolia, Serjania

minutiflora y Sidastrum paniculatum.

Para los demas extractos vegetales en estudio, a pesar de hallarse datos reportados de
CIM sobre cepas de E. coli, los resultados obtenidos en este trabajo representan los primeros
de su tipo sobre cepas STEC de serogrupos 0115, 054, 022 y O74 aislados de ganado bovino
paraguayo, en especies como Hyptis brevipes, Hyptis mutabilis, Croton bonplandianum,
Pterocaulon angustifolium, Acanthospermum australe, Cardiosperum grandiflorum,
Allophylus edulis, Genipa americana, Solidago chilensis, Luehea divaricata, Aloysia virgata,

Aloysia gratissima y Centratherum punctatum.

Los valores de CIM determinados en este estudio presentaron rangos variables de
20mg/mL a mayor de 40mg/mL, en respuesta al tipo de extracto y al tipo de aislado al que
se estudio. Varios autores describen que los extractos con CIM inferiores o iguales a 0,25
mg/mL son considerados como extractos con elevada actividad antimicrobiana, en tanto que
los extractos con CIM superior a 2 mg/mL son considerados como inactivos en lo referente

a actividad antimicrobiana (113).

Los 20 extractos estudiados no presentaron actividad antimicrobiana frente a los 4
serotipos STEC, por presentar valores de CIM superiores a 2mg/mL. Algunos autores
consideran dicho resultado como favorable respecto a la busqueda de un agente antibiofilm

potencial, ya que de esta manera se disminuiria la posibilidad de generar resistencia
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antimicrobiana frente a los compuestos de los extractos, ademas de disminuir el riesgo de

actividad biocida frente a las bacterias benéficas (114,115).

La variabilidad de las CIM entre los extractos vegetales puede deberse principalmente
a la variacion de sus constituyentes quimicos, lo que determina los compuestos con actividad
antimicrobiana que puedan estar presentes. Ademas, existen de otras variables como el tipo
de solvente, métodos de extraccion empleados, estacion o periodo de recoleccion de las
plantas, entre otras condiciones que influyen en la composicion del extracto de una planta,
pudiendo presentarse diferencias en las actividades observadas para una misma planta en

funcién a los distintos compuestos extraidos segin la metodologia empleada (81).

Las variaciones que se observan de la CIM para cada extracto también se encuentran
sujeta al tipo de aislado STEC, ya que esta asociada a la variabilidad genética presente entre
los diferentes serotipos, lo cual afecta la susceptibilidad de los aislados a los diversos agentes
antimicrobianos que se encuentran presentes en los extractos por medio de diferentes
mecanismos (45). Estas variaciones se asocian a la gran variabilidad de los mecanismos de
accion o procesos involucrados en la actividad de los extractos vegetales, que incluyen la
regulacion de expresion de proteinas de la membrana celular, bombas de eflujo, regulacion
en la expresion de factores de virulencia, como en la tasa de crecimiento diferencial de los
distintos aislados (116-118).

Por otra parte, algunos autores describen actividad antimicrobiana de varios de los
extractos estudiados contra otras especies bacterianas Gram positivas, cuya actividad
diferencial puede estar relacionado a mecanismos de accion en donde se involucre a la pared
bacteriana como blanco (100,119), por ejemplo, para el género Eupatorium se describe
actividad antimicrobiana contra Gram positivos como Staphylococcus aureus, pero no contra

Gram negativos (89).

En el caso del género Hyptis se ha descrito una excelente actividad antimicrobiana de
H. suaveolens contra patégenos como E. coli, S. aureus y Aspergillus Niger. (Mozhiyarasi y
col. 2016). Asi tambien se ha descrito para el aceite esencial de H. brevipes, una elevada
actividad contra Gram negativos como E. coli, con CIM del orden de 3 pg/mL, a diferencia

de nuestro estudio donde se obtuvo una CIM mucho mas elevada para el extracto metanélico
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de esta planta frente a los 4 aislados STEC en estudio (120). Sin embargo, para el aceite
esencial de H. mutabilis se ha descrito ser inactivo contra Gram negativos como E. coli

ATCC, Klebsiella spp. 0 Pseudomonas aeruginosa (93).

Para el extracto metandlico de C. bonplandianum, un grupo de investigacion
demostrd en el afio 2015, que éste posee actividad antimicrobiana contra E. coli a diferencia
con los hallazgos presentados en este estudio (94).

En cuanto a C. grandiflorum, se ha reportado una CIM que oscilaba entre 35 a 50
mg/mL del extracto metanodlico de esta planta contra E. coli, este dato es congruente con los

resultados obtenido en este estudio (121).

Se ha reportado que tanto el extracto acuoso como el extracto etandlico de A. edulis
son inactivos contra E. coli y frente a especies bacterianas Gram positivas, datos también

congruentes con lo obtenido en este estudio (122).

En un estudio realizado en 2006 sobre el extracto de las frutas de G. americana se
observé que presentaba actividad antimicrobiana contra E. coli, sin embargo, el extracto de
las hojas de esta planta result6 ser inactivo para la misma, tal y como se reporta en el presente
estudio donde también fue utilizada la hoja de la planta para obtener el extracto metanolico.
(98,123).

En un estudio realizado en el 2009, se observo actividad antimicrobiana importante
contra E.coli y otras especies bacterianas del extracto acuoso del S. chilensis. La diferencia
de actividad antimicrobiana con los resultados de este estudio probablemente se deba al
solvente de extraccion, donde los principales compuestos que manifiestan dicha actividad se

favorecen con la extraccion acuosa que con la metandlica (101).

Sobre extractos metandlicos del género Tessaria, se ha reportado actividad contra
bacterias Gram positivas, pero no asi para Gram negativas como E. coli, en congruencia con

lo observado en este estudio, a pesar de no tratarse de la misma especie de este género (92).
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Fueron realizados estudios sobre extractos con diferentes solventes de A. australe y
L. divaricata, en ambas investigaciones ninguno resulto ser activo frente a las bacterias Gram

negativas ensayadas, entre ellas E. coli (124).

Por ultimo, en lo que respecta al género Aloysia, existen varios trabajos sobre la
actividad antimicrobiana y antifngica de sus aceites esenciales, donde se reportan buena
actividad frente el género E.coli y otras especies bacterianas y fangicas (99,125). Sin
embargo, estos resultados difieren a los descritos en nuestro estudio, pudiendo deberse a las
diferencias en los métodos y solventes de extraccion empleados, asi como también de las

partes de las plantas empleadas.

5.3 Determinacion del efecto inhibitorio de la formacion de biofilm y la actividad

removedora de los extractos vegetales sobre el biofilm

La inhibicion o remocién de biofilm por extractos de plantas, se puede dar mediante
la accion de diversos compuestos y metabolitos secundarios que contienen los extractos
vegetales en distintas proporciones. Los mecanismos por los cuales estos compuestos pueden
actuar para inhibir o remover el biofilm a nivel de la adhesion celular bacteriana son
extremadamente diversos, ya sea de manera independiente, o bien por el efecto sinérgico

entre los compuestos presentes en los extractos (107).

a) Extractos vegetales con excelente actividad inhibidora y removedora de biofilm

Los extractos metandlicos de Sidastrum paniculatum, Aloysia virgata y Ocotea
diospyrifolia se destacan entre los 20 extractos empleados en este estudio, por presentar tanto
excelente actividad inhibidora de la formacion de biofilm, como excelente actividad
removedora de biofilm frente a los 4 aislados STEC analizados a la concentracion de
10mg/mL.

En el caso de Sidastrum paniculatum, un arbusto perteneciente a la familia
Malvaceae, se distribuye desde México hasta Argentina. En Paraguay es conocida como
“Malva hii” y se emplea popularmente como digestivo, antidiarreico y contra afecciones
ovaricas (126). Estudios llevados a cabo en Brasil revelan que los principales constituyentes

del extracto etanolico de las partes aéreas de esta planta son los triterpenos, aislandose
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también compuestos fendlicos y esteroides a partir del extracto etandlico de la planta entera
(83,102,127), pero hasta la fecha, no se hallaron referencias respecto a la actividad inhibitoria
o removedora de biofilm de los extractos de S. paniculatum, para ninguna especie bacteriana,

por lo que los datos reportados en este estudio serian los primeros de su tipo.

Por otra parte algunos acidos orgénicos de estructuras quimicas similares a los
reportados para el género Sidastrum, inhiben bombas de eflujo en cepas de E. coli que
sobreexpresan estas proteinas y por tanto presentan capacidad de inhibir la formacion de

biofilm a concentraciones sub-inhibitorias, similar a lo observado en este estudio (114,128).

La actividad removedora del S. paniculatum puede estar influenciada por el
mecanismo de dispersion activa de biofilm, que conduce a la produccién de enzimas que
degradan la matriz exopolisacarida o por dispersién pasiva que se refiere a los
desencadenantes nutritivos o ambientales que liberan directamente las células bacterianas del
biofilm (129).

Por su parte el extracto de Aloysia virgata, también conocida como almendra dulce,
es una planta perenne perteneciente a la familia Verbenacea nativa de Argentina. En
Paraguay se le da el uso popular de expectorante y antireumatico (126). En la literatura se la
describe con actividad antimicrobiana frente a E.coli y otros géneros (130), sin embargo su
actividad antibiofilm aun no fue descrita, por lo cual los resultados de este estudio son los

primeros.

Vandresen y col (2010) estudiaron los compuestos fitoquimicos del extracto de dicha
planta y observaron la presencia de triterpenos, flavonoides glicosidicos y feniletanoides. La
posible presencia de dichos metabolitos en el extracto metandlico de A. virgata utilizado para
este estudio, pueden justificar las actividades antibiofilm observadas, ya que existen

publicaciones que reportan la actividad antibiofilm de estos compuestos (114,127,130).

Por ejemplo, los flavonoides, que son metabolitos secundarios polifenélicos, son
capaces de actuar sobre las proteinas de superficies bacterianas que participan de la adhesion
de éstas a la superficie o la adhesion intercelular. Otros, como los terpenos, que actlan
inhibiendo bombas de eflujo y modificando la integridad celular, impidiendo asi procesos de

transporte como de adhesion celular (114,127). Ademas, se encuentra la regulacién en la
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expresion de genes criticos involucrados en la formacion del biofilm por ciertos compuestos
bioactivos, presentando actividad sobre el sistema quorum sensing bacteriano, inhibiendo asi

las expresiones fenotipicas dependientes de dicho sistema. (131-134).

La planta de Ocotea diospyrifolia, perteneciente a la familia Lauraceae, es nativa de
Brasil y se la ha estudiado ampliamente por sus actividades biologicas comprobadas,
destacando su actividad antioxidante, antiinflamatoria, insecticida, antibacteriana y
antifingica, entre otras. En Paraguay se la conoce como laurel morotiy su uso popular es de
diuretico y antiflatulento (126). A pesar de gue su actividad antibiofilm no fue descrita hasta
la fecha, se han analizado los metabolitos secundarios presentes en las hojas de Ocotea
diospyrifolia, detectandose la presencia de esteroides y alcaloides, lo que puede justificar el

potencial antibiofilm encontrado en el presente estudio (88).

Los extractos metandlicos de Hyptis brevipes, Hyptis mutabilis y Aloysia gratissima
presentaron excelente actividad inhibidora y removedera de biofilm para los aislados 0115
y 022, y buena actividad o sin efecto inhibitorio para los aislados O74 y O54. La variabilidad
en el efecto antibiofilm evidenciado entre los distintos aislados puede deberse a la
variabilidad genética presente entre cada serogrupo, que puede influir en la susceptibilidad
de cada aislado a los compuestos presentes en un mismo extracto. Ademas, los mecanismos
responsables de la inhibicidén y remocion de biofilm por estos extractos no se conocen con
certeza, y por lo tanto, pueden afectar de manera distinta a diversos niveles del biofilm de
los aislados STEC analizados (90,93,99). Sin embargo, se han descrito para el género Hyptis
compuestos activos como el limoneno, espatulenol y cariofileno, terpenos descrito con
actividad antibiofilm (135).

b) Extractos vegetales que presentaron solo actividad removedora de biofilm

Los extractos metandlicos de Pterocaulon alopecuroides y Acanthospermun australe
presentaron excelente actividad removedora de biofilm en los 4 aislados STEC analizados a
la concentracion de 10mg/mL. El Pterocaulon angustifolium presentd excelente actividad

removedora en los aislados 0115, 054 y 022 en estudio y sin efecto para el aislado O74.

P. alopecuroides es una hierba perenne, perteneciente a la familia Asteraceae, se

distribuye por todo Sudameéricay el Caribe. En Paraguay es conocida con el nombre de “Toro
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ka'a moroti” y es empleada popularmente como purificador de la sangre y como
tranquilizante (126). Los principales componentes del extracto de la parte aérea de esta planta

reportados en la literatura son los flavonoides y cumarinas (136,137).

P. angustifolium es una hierba perenne, perteneciente a la familia Asteraceae, se
distribuye por Sudamérica, principalmente el Nordeste de Argentina, Paraguay, Uruguay y
Brasil. En Paraguay es conocida con el nombre de “Toro ka'a” y se emplea popularmente
para el tratamiento del acné, para limpiar heridas, contra las picaduras de mosquitos y en el
tratamiento de la artritis (126). Al igual que las demas especies del género Pterocaulon, los

principales constituyentes de los extractos de esta planta son las cumarinas (95,138).

Los compuestos cumarinicos son capaces de inhibir el biofilm de diversos patdgenos
humanos, interfiriendo con los sistemas de quorum sensing de las bacterias. Siendo este
grupo de compuestos los hallados en mayor proporcion en las plantas de este género, los
mismos podrian ser responsables de la inhibicion de la formacion de biofilm evidenciada en
este estudio (139,140).

Hasta la fecha no se hallaron referencias respecto a la actividad antibiofilm de
ninguno de los extractos de las especies del género Pterocaulon empleados en este estudio,
ni de ninguna otra especie de este género, por lo que los datos reportados en este estudio

serian los primeros de su tipo.

Acanthospermun australe, conocida en Paraguay como “Tapekue”,es una planta
empleada en la medicina popular para tratar afecciones de la piel y para la curacién de heridas
(126). Por lo tanto, los datos obtenidos en este trabajo podrian servir de argumento para su
uso popular ya que podria evitar la persistencia del biofilm de bacterias como E.coli en
entornos de las heridas, sin embargo, se necesitan estudios complementarios que aseguren el

efecto antibiofilm en la superficie de la piel y también sobre otras especies bacterianas.

Una de las teorias que podria explicar el efecto removedor de los extractos esta sujeto
a la actividad de dispersion activa o pasiva por parte de los metabolitos o grupos de ellos. Ya
que la dispersion activa del biofilm es inducida por un cambio ambiental, que pueden ser el
aumento repentino o disminucion de la concentracion de carbono en el medio, la variacion

de pH del medio y el aumento en la concentracion de especies reactivas de oxigeno (141).
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Por ejemplo, las células que se dispersan del biofilm espontaneamente se desencadenan por
la falta de oxigeno y nutrientes en el centro del biofilm, por medio de la matriz, que sirve
como barrera de difusion (142). Sin embargo, la dispersion pasiva estd basado en
desencadenantes que permiten la liberacion directa de las células del biofilm, por medio de
activacion de la expresion de genes implicados en la motilidad bacteriana, como también

genes implicados en la degradacion de la matriz extracelular (142).

c) Extractos vegetales que presentaron actividad inductora y fijadora de biofilm.

Algunos extractos metandlicos presentaron efectos inductores o fijadores de biofilm
con uno o mas de dos aislados STEC, en concordancia con lo reportado por Famuyide y
colaboradores, quienes describen porcentajes de inhibicion de la formacion de biofilm con
valores negativos, que se corresponden a un efecto inductor o fijador de acuerdo con el tipo

ensayo (107).

Uno de los extractos que presentd excelente actividad fijadora como inductora de
biofilm en 3 de los 4 aislados STEC fue el Centratherum puctatum conocida en Paraguay
como “Typycha botd”, una planta de uso popular para tratar afecciones de la piel, como para
curacion de heridas (126). Por lo tanto, puede contribuir al efecto indeseado de aumentar la
persistencia de bacterias como biofilm, posibilitando el desarrollo de infecciones cronicas y

SEveras.

A pesar de que el efecto inductor o fijador de biofilm sea indeseable o genere
complicaciones en las industrias de alimentos y el ambito clinico, posee potenciales
aplicaciones para las especies bacterianas que son utilizadas como bioremediadores, en
ingenieria ambiental, ya que el aumento de la biomasa y las caracteristicas inherentes a los
biofilm pueden ser aprovechadas. Por ejemplo, el Micrococcus denitrificans y Bacillus
utilizados para el tratamiento de aguas residuales o ecosistemas que sufren de eutrofizacion
y para la eliminacién de hidrocarburos en suelos contaminados utilizando bacterias capaces

de degradarlos, respectivamente (143,144).

Los resultados obtenidos con los extractos inductores o fijadores son prometedores

desde el punto de vista industrial, medioambiental y su uso biotecnologico. Generan un
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amplio horizonte de perspectivas experimentales con objeto de evaluar el efecto de estos con

las especies bacterianas de interés.

d) Efecto dosis-respuesta en la actividad inhibidora y removedora de biofilm.

De los extractos que resultaron con excelente actividad inhibidora de la formacion de
biofilm frente a los 4 aislados STEC, el extracto de A. virgata fue el mas activo ya que en
comparacion del efecto, presentd actividad inhibidora incluso a menores concentraciones en
3 de los aislados STEC, a diferencia de otros estudios donde observa la disminucion o
ausencia de la actividad a menores concentraciones (145). Siguiendo en orden decreciente el
extracto de S. paniculatum que presentd actividad incluso a concentraciones de 0,1mg/mL
frente a dos de los aislados y por ultimo O. diospyrifolia que present6 excelente actividad
dosis independiente solo para el aislado O22. La concentracién efectiva de la actividad

evaluada es dependiente del efecto buscado, como también del patdgeno empleado.

En cuanto al efecto dosis-respuesta en la remocion de biofilm, el P. alopecuroides
mostro actividad a diferentes concentraciones en los serogrupos de STEC analizados y el S.

paniculatum presento actividad a menores dosis principalmente sobre el serogrupo 022.

Para los demas extractos analizados practicamente no se observé actividad
removedora a menores dosis de 10mg/mL, incluso en algunos casos se observo que a menores
concentraciones se veia favorecido el efecto fijador de biofilm. A diluciones bajas el efecto
de los extractos puede variar, debido a que se favorecen acciones de algunos compuestos
respecto a otros. Es importante mencionar que no siempre el compuesto mayoritario del
extracto es el que presenta accion inhibidora o removedora, ya que este efecto podria deberse
a la accion conjunta de varios metabolitos que posee el extracto, incluso el efecto podria

potenciarse a la proporcion correcta (143).

e) Variabilidad del efecto antibiofilm sobre los aislados STEC estudiados

Fue notable que el aislado STEC de serogrupo O22 result6 el mas sensible en cuanto
a la actividad inhibidora de biofilm de los extractos vegetales de O. diospyrifolia, A. virgata
y S. paniculatum y en cuanto a la actividad removedora de biofilm de los extractos P.
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alopecuroides y S. paniculatum, ya que incluso a la concentracion més baja testada se

observo el efecto inhibidor y removedor respectivamente.

E. coli 022 es un serogrupo cuya frecuencia como causante de enfermedades
humanas es relativamente bajo, sin embargo, el aislado STEC 022 analizado en este estudio,
porta importantes genes de virulencia, lo que representa una potencial amenaza para la salud

publica del pais ya que la misma fue aislada de ganado bovino paraguayo.

No obstante, en un estudio realizado por Martorelli y col (2017) se demostré que el
serogrupo 022 es capaz de interferir sobre la colonizacion y adherencia en forma de biofilm
de la E. coli O157:H7 en ganado bovino, favorecida por su mayor tasa de crecimiento y
mayor capacidad de adherencia (146). Este fendmeno podria favorecer que el ganado bovino
sea menos susceptible a la colonizacion del serotipo O157:H7, como también al
desprendimiento de dicha bacteria al medio ambiente.

Para los serogrupos 0115, O74 y 054 no se han reportado hasta la fecha estudios de
la capacidad de formacidon de biofilm, sin embargo, ya se las ha descrito como causante de
importantes brotes de intoxicacion alimentaria masiva a nivel mundial (147,148). La
portacion de factores de virulencia y la capacidad de formar biofilm por parte de los aislados
STEC de dichos serogrupos, resaltan la importancia de los hallazgos de nuestro estudio, ya
que el biofilm formado por estos aislados resultaron ser sensibles a una gran cantidad de

extractos, hecho que merece ser abarcado con mas profundidad en futuras investigaciones.

La variabilidad en el efecto antibiofilm evidenciado entre los distintos aislados STEC
puede deberse a la variabilidad genética presente entre ellos, como también la susceptibilidad
de cada aislado a los compuestos presentes en un mismo extracto. Los mecanismos
responsables de la inhibicién como remocion de biofilm por estos extractos no se conocen
con certeza, y por lo tanto, pueden afectar de manera distinta a diversos niveles en cada paso

del proceso del biofilm de los aislados (45).
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5.4 Perfil cromatogréfico de los extractos de O. diospyrifolia, S. paniculatum y Aloysia

virgata

La huella dactilar cromatografica nos permitio la separacion de los compuestos que
integraban los extractos de O. diospyrifolia, S. paniculatum y A. virgata, y relacionar los
posibles metabolitos con la actividad antibiofilm observada para dichos extractos.

Respecto al extracto de O. diospyrifolia el analisis realizado muestra como
compuestos principales los alcaloides aporfinicos dicentrina, glaucina y norisoboldine, sin
embargo, en los cromatogramas también fueron detectados varios isdmeros de la misma masa
molecular, por lo tanto, la actividad antibiofilm registrada de este extracto puede deberse al
efecto de los alcaloides identificados o sus isdmeros. La presencia de alcaloides en el género
Ocotea es descrito frecuentemente, de las cuales las aporfinicas son las estructuras quimicas

mas abundantes, ya que son encontrados en un numero considerable de especies (88).

Algunos de los alcaloides aporfinicos detectados en la especie O. diospyrifolia de este
trabajo, como la dicentrina, fue reportada recientemente en la especie Ocotea puberulan,

demostrando actividad antiparasitaria de dicho alcaloide (149).

Existen ademas, otros estudios que describen la actividad antimicrobiana de los
alcaloides aporfinicos (150), mientras que la actividad antibiofilm de dichos compuestos aun
no fueron descritos, por lo cual una perspectiva de este trabajo seria evaluar la actividad
antibiofilm de la fraccion o metabolito aislado del extracto con miras a dilucidar los posibles
mecanismos de accidn, ya que los alcaloides son conocidos por presentar actividad bioldgica
pronunciada (151). Es importante mencionar que la concentracion de estos compuestos puede
variar entre diferentes extractos de la misma planta, por tanto, esta sujeto a variaciones en el

efecto de la actividad observada.

La huella dactilar cromatografica del S. paniculatum sugiere que los iones
moleculares detectados corresponden a los compuestos de moupinamida, acido coutarico y
acido caftarico. Asi como lo observado en el cromatograma del extracto de O. diospyrifolia,
se vieron mas de un pico con la misma masa molecular correspondientes a isomeros de los
compuestos identificados, con lo cual se resalta que la accion antibiofilm puede estar sujeta

no solo a los compuestos citados, sino también a sus isomeros.
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En Brasil (2015) se realizd un estudio de S. paniculatum, donde se describi6
metabolitos similares estructuralmente a lo encontrado en este estudio, y que presentaron

actividad antiparasitaria (152).

Si bien no existen estudios de los mecanismos de accion antibiofilm de los
compuestos especificos identificados para el S. paniculatum, se conoce que los &cidos
orgénicos presentan actividad antibiofilm por mecanismos relacionados a la interrupcién de
la superficie celular bacteriana, inhibiendo sintesis de adhesinas relacionadas a la formacion
de biofilm, aumentando la permeabilidad celular y actuando sobre la bomba de eflujo
bacteriano, por lo cual puede pensarse que uno de estos mecanismos pueda estar implicado
en la regulacion del biofilm del extracto analizado en este estudio, sin embargo, deben
realizarse los respectivos experimentos a profundidad para dilucidar el mecanismo de accion
real (77,114,128).

Para el extracto de A. virgata el andlisis realizado muestra como compuestos
principales a la hoffmaniacetona-17-O-acetato y el acido ferulico, sin embargo, en los
cromatogramas también fueron detectados alguno isémeros de la misma masa molecular que
la hoffmaniacetona-17-O-acetato, por lo tanto, la actividad antibiofilm registrada de este
extracto puede deberse al efecto de los compuestos identificados o sus isomeros. La presencia
de hoffmaniacetona ya fue descrita en la especie de A. virgata, como también su actividad
antimicrobiana frente a la especie bacteriana Staphylococcus aureus, pero alin no existen

reportes en cuanto a su actividad antibiofilm (153).

El acido ferulico ya fue reportado como uno de los compuestos de la especie Aloysia
polystachya. Existen estudios respecto a la actividad antibiofilm del &cido ferdlico, donde se
describe con excelente actividad sobre el biofilm de especies bacterianas Gram negativa
como Gram positiva y que su principal mecanismo de accion se deba a los cambios
irreversibles en la membrana celular respecto a la carga como permeabilidad, por lo que se
supone que sea unos de los mecanismos de accién antibiofilm implicados para el extracto de
A. virgata en estudio (154,155).

La huella dactilar cromatografica es utilizada generalmente de manera preliminar, ya

gue no puede relacionar con certeza los picos detectados a los metabolitos indicados (156).
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El paso siguiente a nivel de andlisis instrumental para determinar con certeza dicha
composicion debe realizarse un analisis espectral del extracto con la metodologia de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), siendo esta una perspectiva del trabajo a futuro
cuando se pueda contar con este equipo a nivel pais. Aun, asi los resultados obtenidos en este
trabajo son de un gran valor desde el punto de vista de dejar datos de base para el analisis de
los posibles compuestos activos y por ende de donde se debera continuar con los analisis

apropiados hasta la caracterizacion completa de los compuestos activos.

El principal interés de identificar los posibles genes implicados en la formacion de biofilm
de los patdgenos estudiados, radica en la intencion de utilizarlos como diana para una terapia
antibiofilm, comprender posibles mecanismos o vias de accion, ya sea en la inhibicién o
modulacion de esta, como también para predecir el comportamiento de los aislados

bacterianos que los portan, en relacion con su potencial formador.

Los resultados reportados en este trabajo presentan datos preliminares acerca de la eficacia
de los extractos provenientes de plantas nativas del Paraguay como fuente de compuestos
antibiofilm, y que permiten abrir horizontes sumamente amplios de posibilidades para
abarcar mas investigaciones con el objeto de la identificacion, aislamiento y caracterizacion
de los compuestos que estan involucrados en los efectos observados, ademas de realizar
estudios a fin de elucidar los mecanismos moleculares implicados de forma a tener un mejor
entendimiento de como combatir a estos patdgenos y encontrar soluciones a la creciente

problematica de los mecanismos de resistencia a los biocidas.
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6. CONCLUSION

Los tres genes implicados en la formacion de biofilm fueron detectados en los aislados

estudiados, siendo portados de forma simultanea en 3 de los 4 aislados STEC analizados.

Los extractos de Sidastrum paniculatum, Aloysia virgata y Ocotea diospyrifolia,
demostraron excelente actividad inhibitoria y removedora de biofilm sobre los 4 aislados

STEC analizados, con respuesta dosis dependiente.

Algunos extractos como el Centratherum puctatum, Aegiphila brachiata, Tessaria
dodoneifolia, Solidago chilensis y Genipa americana presentaron el efecto inductor como

fijador de biofilm en STEC, con variaciones del efecto segun el aislado analizado.

Fueron identificados como parte del analisis de la huella dactilar cromatografica los
metabolitos moupinamida, acido coutarico y el &cido caftarico en el extracto de Sidastrum
paniculatum. Los alcaloides aporfinicos dicentrina, glaucina y norisoboldina en el extracto
de Ocotea diospyrifolia y los metabolitos acido ferulico y hoffmaniacetona en el extracto de
Aloysia virgata. El rol de estos metabolitos en el efecto sobre el biofilm constituye un punto

importante para futuros trabajos de investigacion.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Informe de aceptacion del protocolo de Investigacion del proyecto marco
denominado “Formacién de biofilm en aislados STEC provenientes de ganado bovino del

Departamento de Cordillera del Paraguay en el afio 2016 “por los Comités Cientifico y de
Etica del IICS.
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Anexo 2. Informe de aceptacion del protocolo de Investigacion denominado ~“Evaluacion de
la actividad de extractos de plantas como inhibidores de biofilm en aislados STEC™" por los

Comités Cientifico y de Etica del 1ICS.
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