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RESUMEN.

El Quérum Sensing (QS) es un sistema de sefializacion presente en bacterias que
tiene influencia en una gran variedad de factores de virulencia. En el presente estudio se
investigd la habilidad de extractos de citricos para inhibir la actividad AI-2 del QS en
Campylobacter jejuni y su habilidad para inhibir la movilidad, la formacién de
biopeliculas, la capacidad de adhesién e invasion de Campylobacter a células Hela y el
efecto sobre la expresion de los genes: flaA, flaB (relacionados con la movilidad y
formacion de biopelicula), y ciaB y cadF (relacionados con adhesion e invasién). Se
prepararon extractos acuosos de cdscara y bagazo de diferentes citricos, se determind la
actividad antimicrobiana en pozo y la concentracién minima bactericida (CMB) contra C.
jejuni. Se eligieron los extractos de C. limon, C. aurantium, C. medica por presentar las
CMBs maéas bajas, oscilando entre 1.5 y 3mg/ml, utilizdindose para los estudios
posteriores. Se evalué también el efecto de estos extractos sobre la formacién de
biopelicula de C. jejuni en microplacas de 96 pozos, donde se cultivé C. jejuni con y sin
tratamiento con extracto. Se tifid la biopelicula con safranina, y se midi6 la absorbancia
en un lector de ELISA para determinar la cantidad de biopelicula formada, encontrandose
una reduccién concentracién-dependiente en la mayoria de los casos. Para determinar el
efecto sobre la movilidad de C. jejuni, se prepararon placas con 0.3% de agar Muller
Hinton, se sembrd en el centro una alicuota de C. jejuni previamente activada, se
incubaron a 42°C/48h en las mismas condiciones y se midieron los halos de migracién
encontrandose una reduccion por efecto de los extractos hasta en un 40%. Para relacionar
la influencia de los extractos sobre el QS, se obtuvieron sobrenadantes de cultivos de C.
jejuni 'y se mezclaron con los extractos. Se agregaron a los cultivos de V. harveyi BB170
y se midi6 la bioluminiscencia emitida. Se encontr6 que la actividad AI-2 del QS
disminuy6 significativamente comparado con el control después de la adicién de
extractos.

Al realizar los ensayos de adherencia e invasion a células se encontré que la
capacidad de adhesion de C. jejuni, no se redujo por efecto de los extractos; sin embargo,

la invasién disminuyé en células tratadas con extracto comparadas con las no tratadas.



Al determinar el efecto de la adicién de extractos sobre la expresién de los genes de
virulencia relacionados, se evidencié una disminucién en la expresion de los genes flaA,

flaB, cadF y ciaB en la mayoria de los casos.



ABSTRACT

Quorum Sensing (QS), a signaling system present in bacteria, is able to influence
the expression of a variety of virulence factors. Substances capable of interfering with
QS could be alternate mechanisms for targeting virulence, and as result, control of the
pathogenic microorganisms or the disease it causes. This study investigated the effect of
citrus extracts, and their influence on the activity of AI-2 molecules responsible of QS in
C. jejuni and their influence on virulence processes such as motility, biofilm formation,
adherence, invasion and expression of flaA-B, ciaB and cadF. Cultures of Campylobacter
Jejuni were exposed to various concentrations of citrus peel extracts (lime, citron and
bitter orange). To test swarm motility, concentrations lower than the MBC of the citrus
extracts, were mixed with Muller Hinton (0.3% agar). C. jejuni was placed in the center
of the plate and after incubation, the extent of swarming motility was determined by
measuring the diameter of migration and compared with control. Biofilm formation on
polystyrene microtiter plates with Brucella broth was quantified at O.D. 492nm after
staining with safranin. AI-2 activity was determined from supernatants of C. jejuni
cultured in Brucella broth, which were added into fresh culture of V.harveyi BB170 (on
AB medium) using a bioluminescence assay. Culture supernatants of V. harveyi BB152
were used as positive control. Adherence and invasion were measured using HeLa cells
assay and the levels of expression of flaA-B, ciaB and cadF were determined by qRT-
PCR before and after addition of citrus extracts. Results showed that swarm motility was
reduced 50% when treated with lime or citron extract, and 35 to 40% for bitter orange
extract. Citric extracts reduced by 60 to 75% biofilm formation depending on extract
concentration and/or Campylobacter strain tested. Citrus extracts decreased Al-2 activity
in most cases at levels of 90% Relative Light Units (RLU). All extracts at 75% of MBC
reduced (P<0.05) the expression of flaA-B, ciaB and cadF and invasion of C. jejuni to
HelL a cells. This study provides an insight of the effect of natural edible antimicrobials on

QS and virulence factors of Campylobacter jejuni.
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1. INTRODUCCION.

El Quérum Sensing (QS) es una forma de regulacién genética que se activa
por cambios en la poblacién bacteriana. Este sistema, estd mediado por moléculas
autoinductoras como acil-homoserin-lactonas o tipo “hormonas” (Al-1) y/o furanosil
borato diéster (Al-2). La acumulacién de estas moléculas sefializadoras (Al) regulan
la transcripcion de los genes. Muchos comportamientos bacterianos son regulados por
QS incluyendo produccion de antibioticos, formacion de biopeliculas y virulencia
(Shauder and Bassler 2001). Las bacterias Gram negativas normalmente producen las
moléculas Al-1 de tipo “hormonas” llamadas acil-homoserinlactonas clasificadas
como un tipo de sefializacion autoinductora- (Al-1) la cual monitorea la poblacion en
relaciéon con otras especies bacterianas. El QS mediado por la sefalizacion 2 (AI-2)
existe tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas y monitorea la
poblacién con otras especies bacterianas (Bassler et al., 1994). Esta tltima molécula
(AI-2) es mediada por furanosil borato diéster y se considera sumamente importante
por su distribucidn casi universal entre las bacterias analizadas (Roy et al. 2011). El
gen responsable de la produccién de este tipo de moléculas ha sido identificado como
luxS en Vibrio harveyi. Miltiples estudios muestran que homoélogos de [uxS estdn
presentes en mas de 30 especies bacterianas (Surette ef al., 1999).

Campylobacter jejuni es una de las principales causas de enteritis bacteriana
alrededor del mundo. A pesar de su importancia clinica, la genética, fisiologia y
virulencia del mismo no se han dilucidado completamente, impidiendo de esta manera
establecer estrategias efectivas para su prevencion (Byeonghwa et al., 2003). C. jejuni
se considera responsable de una enfermedad conocida como campilobacteriosis cuyos
sintomas incluyen: fiebre, ndusea, dolor abdominal e incluso diarrea severa y en
ocasiones sanguinolenta. La dosis infectiva para contraer campilobacteriosis se ha
reportado de 500 a 800 células, con un periodo de incubacién de 2 a 7 dias y
comunmente la enfermedad cede espontineamente (Black et al., 1988). Como
complicacién a una campylobacteriosis en aproximadamente el 1% de los pacientes,
se puede desarrollar del sindrome de Guillan Barré, el cual se presenta como una

polineuropatia desmielinizante, que causa, una paralisis flacida, que puede derivar en



la muerte (Nachamkin et al., 1998). Asi mismo otras complicaciones importantes
como el sindrome de Reiter o la artritis reactiva (Ganan et al., 2012) se han reportado.

Debido al uso indiscriminado de antibidticos, los microorganismos han
desarrollado resistencia a los mismos, por lo que actualmente se buscan alternativas
medicinales para su control. Es por esto que la utilizacién de la medicina natural
desde tiempos muy antiguos ha resultado en una estrategia actual.

Los extractos de citricos han sido frutas muy utilizadas en la industria debido a
la produccién de jugos de los mismos. Las propiedades benéficas de estos frutos han
sido conocidas desde tiempos antiguos, utilizdndose en la medicina tradicional en
muchos paises (Peixoto et al., 2012).

Tomando en cuenta la importancia de este microorganismo Yy la influencia del
QS para controlar sus factores de virulencia, es de vital importancia conocer el efecto
de extractos o compuestos de plantas sobre la sefializacion AI-2 que nos permita

ayudar a dilucidar el mecanismo de accion de extractos de plantas sobre C. jejuni



2. JUSTIFICACION.

Las enfermedades alimentarias siguen siendo un problema de salud mundial, por
lo que el control de los patégenos causantes de ellas es clave para asegurar la salud de
los consumidores. Debido a lo anterior se ha incrementado el interés en el desarrollo
de nuevos métodos para prevenir, reducir o eliminar este tipo de enfermedades.

Las enfermedades causadas por C. jejuni, constituyen un problema de salud a
nivel mundial, ya que un gran nimero de las gastroenteritis se relacionan con este
microorganismo. Actualmente se pretende buscar nuevas alternativas para controlar la
incidencia de este tipo de enfermedades debido a la alta incidencia de cepas
resistentes a antibidticos, tanto en la industria farmacéutica como alimentaria. Se
necesitan nuevos modelos de mecanismos de accién sobre los microorganismos y el
QS representa un blanco nuevo para las investigaciones cientificas, ya que al inhibir el
QS se evita la presion selectiva debido a que mas que actuar sobre el crecimiento
bacteriano se actda sobre las moléculas autoinductoras que al ser bloqueadas son
incapaces de desencadenar comportamientos virulentos

Sabemos que México cuenta con una floristica amplia y que desde mucho
tiempo atrds se han utilizado como "remedios" para enfermedades. Sin embargo, no
hay suficientes hallazgos cientificos. En nuestro trabajo, se pretende contribuir con la
comunidad cientifica proporcionando informacion de gran importancia para la

industria alimentaria y médica.



3. HIPOTESIS:
Los extractos de cascara de limén, de cidra y de naranja agria poseen actividad
inhibitoria contra el QS mediado por moléculas AI-2 en C. jejuni asi como sobre la

expresion fenotipica y genotipica de algunos factores de virulencia.



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General
Determinar la actividad bioldgica de extractos de citricos asi como su efecto
sobre el QS mediado por sefalizacién AI-2 y sobre la expresién fenotipica y

genotipica de algunos factores de virulencia regulados por QS en C. jejuni.

4.1.1. Objetivos particulares:

1. Determinar mediante ensayos preliminares la actividad bioldogica de 6
extractos de citricos.

2. Establecer la concentracion minima bactericida de los extractos
seleccionados que presentaron la mejor actividad antimicrobiana y comparar su
actividad con algunos compuestos naturales comerciales.

3. Determinar la influencia de concentraciones subinhibitorias de los extractos
de citricos sobre el crecimiento de C. jejuni.

4. Determinar la capacidad de los extractos de citricos y tres productos
naturales comerciales para inhibir la actividad de la molécula auto-inductora AI-2
mediante el ensayo de bioluminiscencia con V. harveyi BB170.

5. Determinar la influencia de los extractos de citricos seleccionados sobre el
comportamiento fenotipico de C. jejuni particularmente:

b) movilidad

¢) formacion de biopeliculas
e) adhesion bacteriana

f) invasion a células

6. Determinar la influencia de los extractos de citricos sobre la expresion
relativa de los genes de virulencia relacionados: gly A (serinhidroximetil transferasa),
cad F (proteina de unién a fibronectina), fla A-B (flagelina), y ciaB (antigeno

invasivo B) mediante qRT- PCR tiempo real.



5. ANTECEDENTES.

5.1 Quorum Sensing (QS).

Una gran cantidad de especies bacterianas, regulan la expresion genética en
respuesta al incremento de la poblacién microbiana. Este fenémeno llamado QS
(Fuqua et al., 1994), ha llamado la atencion de los investigadores por su influencia en
una amplia gama de comportamientos microbianos (Yoon and Sofos, 2008). Este tipo
de comunicacion estd mediada por moléculas sefial de bajo peso molecular llamados
auto-inductores (AI) o feromonas (Smith er al., 2004). El sistema de QS se ha
estudiado en un gran nimero de especies bacterianas principalmente en aquellas
pertenecientes a los grupos a, [3 y subclases de proteobacteria (Deep er al., 2011). La
funcion basica del QS es muy probablemente conferir una ventaja nutricional,
particularmente en un ambiente altamente poblado de diferentes especies. Estas
sustancias (Al) son secretadas al medio extracelular y al alcanzar cierta concentracion
son detectadas por las bacterias y derivan en el inicio de una cascada de la
transcripcion provocando un cambio en la expresion genética y por lo tanto en el

comportamiento microbiano (Surette et al., 1999; Waters and Bassler, 2005).

Algunos estudios han demostrado que la bacterias utilizan QS para coordinar
actividades tales como conjugacion de pldsmidos, bioluminiscencia, produccion de
proteinas, virulencia y biopeliculas entre otros (Yoon and Sofos, 2008). Se ha visto
por ejemplo, que en varios casos cuando existe una alta densidad celular, se dispara el
sistema QS, y la transcripciéon de los factores de colonizacién se suprimen y se
remplazan por la expresion de factores de virulencia (Yoon and Sofos, 2008; Gobbetti
et al., 2007); En la actualidad, se ha demostrado que una gran porcién del genoma
bacteriano (4-10%) y proteoma (20%), puede ser influenciados por QS (Deep et al.,
2011).

Las moléculas de tipo oligopéptidos y N-acilhomoserina lactonas (AHL) son
las principales moléculas autoinductoras del tipo 1 (AI-1) involucradas en
comunicacion entre bacterias Gram positivas y Gram negativas respectivamente.
Mientras que moléculas borato-diester (autoinductores del tipo 2, Al-2) estdn

involucradas en comunicacion intra e inter especies tanto en Gram positivas como

6



Gram negativas (Girennavar et al., 2008, Galloway et al., 2012). Es por ello que estas
ultimas se consideran de distribucién universal entre las especies bacterianas (Roy et

al.,2011).

Las moléculas sefial N-acil-homoserin-lactonas (AHLs) fueron las primeras
moléculas encontradas en bacterias Gram negativas. Este mecanismo de QS mediado
por AHLs fue descrito por vez primera en V. fischeri, una bacteria marina
bioluminiscente que vive en simbiosis con otros organismos marinos (Gobbetti et al.,
2007). En otras bacterias Gram negativas, se han identificado varios tipos de
moléculas autoinductoras del tipo 1 (Al-1), las cuales difieren solo en modificaciones

menores.

El paradigma general del QS especifico entre especies en bacterias Gram-
negativas, mediado por moléculas acil homoserin lactonas (AHL’s), se ha
denominado sefializacién 1 (Al-1) (Fuqua et al., 2001). Se ha demostrado que este
sistema (Al-1) posee una comunicacién especifica y por lo tanto limitada entre
especies microbianas (Surette and Bassler 1998, Lu er al., 2004). Las moléculas
mediadoras de este sistema han sido identificadas como N-3-oxododecanoyl-
homoserina lactona y N-butyryl-homoserina lactona (Pearson et al., 1995, Deep et al.,

2011).

Existe otro tipo de sefializacion referida como tipo 2 que involucra una
molécula llamada Autoinductor 2 (AI-2), que ha sido considerada universal entre
bacterias (Roy et al., 2011). Se observd por primera vez en Vibrio harveyi, y se
demostré que el gen [uxS estaba directamente involucrado en la produccion de Al-2,
ademds de ser altamente conservado entre diferentes especies bacterianas (Gram
positivas y Gram negativas) incluyendo Escherichia coli (Xavier and Bassler 2005),
Salmonella ser. Typhimurium (Surette and Bassler 1998), Campylobacter jejuni
(Elvers and Simon 2002) entre méds de 30 especias microbianas (Byeonghwa et al.,
2003). Estudios previos demuestran que las moléculas implicadas en este sistema son
del tipo borato-diéster tal es el caso del furanosil borato diéster involucrado en la

bioluminiscencia de V. harveyi (Girennavar et al., 2008).



Existen varios estudios que describen la importancia del gen [uxS relacionada
con la expresion de algunos factores de virulencia en diferentes microorganismos. Se
ha comprobado que mutaciones en este gen reducen significativamente la

patogenicidad de algunas bacterias (Choi et al., 2007).

En el caso de E. coli, se ha demostrado que mediante la sefalizacion Al-2 se
modula la expresion de algunos genes de virulencia tales como los implicados en
movilidad, toxina Shiga, sintesis de sider6foros y formacién de biopeliculas entre

otros (Lee et al., 2008).

Choi et al (2007) demostraron que el gen [uxS juega un papel muy importante
para la virulencia en S. Typhimurium. Encontrando que cuando el gen /uxS no estaba
presente, disminuia la capacidad de invasion a células de esta bacteria. Asi mismo la
expresion del gen invF involucrado en la invasion se veia disminuido. En este mismo
estudio, también demostraron que en la presencia de moléculas Al-2 tanto la

capacidad de invasién como la expresion del gen invF aumentaban significativamente.

En otro estudio Elvers y Simon (2002) demostraron que cepas mutantes de C.
Jjejuni carentes del gen [uxS, mostraron un decremento importante en la capacidad de
movilidad mientras que Reeser et al., (2007) encontraron que estas cepas reducian su
habilidad para formar biopeliculas y determinaron que el flagelo jugaba un papel muy

importante en la formacion de los mismos.

Byeonghwa et al., (2003), demostraron que el QS mediado por AI-2 en C.
Jejuni, tiene influencia directa en la transcripcion de flaA (gen que codifica para la
flagelina), y que, mutantes de [uxS, inducian una reduccion en la movilidad de este

microorganismo.

Dada la estrecha relacion que existe entre el sistema QS y los mecanismos de
virulencia, no seria extrafio que las nuevas estrategias terapéuticas se centraran en la
destruccion o bloqueo de estas moléculas para el tratamiento de diversas infecciones

causadas por bacterias (Galloway et al., 2012).



5.2 Importancia de Campylobacter.

Dentro del género Campylobacter, existen 16 especies de las cuales C. jejuni, C.
coli, y C. fetus, son las mas frecuentemente aisladas en humanos (Dasti et al., 2010).
Estas bacterias, son bacilos Gram-negativos, con forma espiral y méviles por contar
con un flagelo polar 6 en ocasiones bipolar. Crecen Optimamente en atmdsfera

microaerofilica (10% CQO,), en temperaturas de entre 37 y 42°C (Konkel er al., 2001).

C. jejuni se considera responsable de la enfermedad conocida como
campylobacteriosis cuyos sintomas incluyen: fiebre, ndusea, dolor abdominal e
incluso diarrea severa la cual pudiera ser sanguinolenta. La dosis infectiva para
contraer campilobacteriosis se ha reportado de 400 a 800 células, esto, aunado a la
gran diversidad de campylobacterias y a su habilidad de entrar en un estado viable no
cultivable, hacen de Campylobacter una bacteria de creciente interés para el
desarrollo de nuevos métodos de control (Hwang et al., 2011). EI periodo de
incubacién es de 2 a 7 dias y aunque comunmente la enfermedad cede
espontaneamente, existen secuelas post-infeccion como el Sindrome de Guillain
Barre, el Sindrome de Reiter, la artritis reactiva, y el sindrome de colon irritable que

pueden derivar en la muerte (Iovine, 2013).

La infeccion se adquiere en forma general, por mal manejo y consumo de pollo
contaminado, aunque también por consumo de leche no pasteurizada y por agua
contaminada entre otros alimentos (Friedman et al., 2000); aunque en ocasiones
puede ser debido al contacto directo o indirecto con heces contaminadas de algunos
animales como pollo, rumiantes o aves de vida libre (Bessell er al., 2012). Se
considera que cerca del 90% de los casos de campilobacteriosis son esporadicos y se
presentan durante el verano, sin embargo, Campylobacter es el responsable de la
mayoria de las infecciones intestinales alrededor del mundo afectando anualmente al
1.1% y 1% de la poblacién de Reino Unido y Estados Unidos respectivamente (Hong
et al., 2004, Hwang et al., 2011).

La incidencia real de casos, debido a los no reportados, se estima al menos 10
veces mayor a los casos documentados (Allos et al., 2001). Debido a esto, C. jejuni,

es considerada como la principal causa de diarreas a nivel mundial (Wassenar and
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Newel, 2000; Hwang et al., 2011).

Una de las caracteristicas mds notorias durante la enfermedad causada por
Campylobacter es la variabilidad de la severidad clinica. En un estudio realizado en
niflos, los datos clinicos variaron desde infecciones asintomaticas hasta diarrea

secretora y en unos cuantos casos, diarrea inflamatoria (Carvahlo et al., 2001).

Otras de las manifestaciones clinicas de la infeccion por Campylobacter incluyen,
meningitis, bacteremia, infecciones extraintestinales localizadas, asi como
complicaciones inmuno-reactivas como es el caso de artritis reumatoide y del
sindrome de Guillain Barré (Konkel et al, 1998), éste udltimo se presenta
aproximadamente en el 1% de los pacientes después de la infeccién gastrointestinal,
provocando una pardlisis fldcida, que puede derivar en la muerte (Nachamkin et al.,

1998).

Este amplio rango de manifestaciones clinicas, depende de la respuesta del
hospedero y de las caracteristicas del patégeno. Normalmente la infeccién no requiere
hospitalizacién, unicamente se ingieren electrolitos para mantener al paciente
hidratado (Allos et al., 2001), en situaciones especiales como pacientes con Sindrome
de Inmuno Deficiencia Adquirida (SIDA) o mujeres embarazadas, si se utilizan

antibidticos.

Factores como el abuso de antibiéticos en las dietas de aves de engorda o
animales, asi como la automedicacién, han contribuido a la emergencia de cepas de
Campylobacter resistentes a antimicrobianos (Nachamkin, 2002). El incremento en el
nimero de infecciones humanas, por este tipo de cepas, hace muy importante a la

campilobacteriosis (Fields and Swerdlow, 1999, Ganan et al., 2012).

5.3 Factores de virulencia y el papel de AI-2.

La identificacién y caracterizacion de los factores de virulencia producidos por
microorganismos patogenos resulta de gran importancia en la investigacion

microbioldgica; el conocimiento de la naturaleza, la regulaciéon y mecanismo de
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accion de estos factores de virulencia es indispensable para la prevenciéon y el
tratamiento de las enfermedades infecciosas (Wassenaar, 1997). Los mecanismos
especificos de virulencia en Campylobacter no han sido totalmente dilucidados, sin
embargo la movilidad mediada por el flagelo, la adhesién e invasién a mucosa, la
produccién de enterotoxina y citotoxina, asi como la expresion de genes, son
considerados factores de virulencia determinantes durante la infeccion (Ripabelli et
al., 2010). Asi mismo, Garcia y Heredia (2009), mencionaron que la adherencia e
invasién a las superficies mucosas son pasos cruciales en la patogénesis de
Campylobacter en donde la quimiotaxis, la movilidad, las adhesinas, la actividad
hemolitica, el lipopolisacérido, los antigenos capsulares y la toxina citoletal distensora

juegan un papel importante.

Campylobacter posee un lipopolisacdrido que le confiere cierta resistencia,
endotoxicidad y adhesion (Van-Vliet y Ketley, 2001). Varios estudios han demostrado
que el LPS de Campylobacter es similar al de Haemophilus y Neisseria spp (Logan y
Trust, 1984; Konkel et al., 2001).

El papel de la movilidad en la patogénesis estd bien definido (Morooka et al.,
1985). La movilidad esté ligada a dos proteinas FlaA y FlaB, pero especificamente a
la sintesis de FlaA, ya que los niveles de produccién de FlaB son muy bajos. Se ha
establecido que Campylobacter penetra la capa mucosa utilizando su flagelo polar,
que es el responsable del movimiento de sacacorcho del mismo (Szymanski et al.,
1995). Las mutantes carentes de flaA, el principal gen para la sintesis de la proteina
FlaA del flagelo, son incapaces de colonizar pollos de tres dias de nacidos asi como
células intestinales de humano in vitro (Fields y Swerdlow, 1999). Las flagelinas y el
Quorum Sensing (QS) juegan un papel importante en la movilidad y quimiotaxis que
son requeridas para la colonizacion de tejidos animales (Asakura et al., 2007). Es por
ello que se considera a la adhesién e invasién, como procesos dependientes de

movilidad y expresion flagelar de este microorganismo (Van-Vliet y Ketley, 2001).

La adhesién e invasion de C. jejuni/coli a lineas celulares, ha sido ampliamente
estudiada (Konkel et al., 1992). La adhesion de la bacteria a mucosas es necesaria
para la colonizacién y subsecuentemente la patogénesis (Mc Swegan y Walker, 1986).

Se ha demostrado que C. jejuni es capaz de adherirse a células humanas (INT407,
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Hep-2, HelLa, y 293), asi como a células de origen animal (VERO, CHO-KI y
MDCK) con la misma eficiencia (Konkel ef al., 2001). Se ha encontrado una relacion
entre la severidad de los sintomas y la capacidad de adhesi6on e invasion del

microorganismo (Dasti et al., 2010).

Se han identificado factores de adhesién que incluyen la proteina de unién a
fibronectina CadF codificada por cadF que interactia con la matriz extracelular del
hospedero y es requerida para la adhesion y colonizacién (Chansiripornchai y
Sasipreeyajan, 2009). Estudios han demostrado que diferencias en la expresion de este
gen puede derivar en variabilidad en la capacidad de adhesion e invasion (Krause-

Gruszcynska et al., 2007).

Otro de los principales genes involucrados en la invasion es ciaB (Antigeno B
invasivo de Campylobacter). Algunos estudios han demostrado que esta proteina
parece entrar a la célula hospedera durante la invasién. Se ha propuesto la funcién de
CiaB como una proteina secretora que inyecta, mediante el sistema de exportacién

flagelar, moléculas efectoras a la célula hospedera (Dasti ef al., 2010).

Desde el descubrimiento del sistema QS como un posible regulador en la
expresion de genes de virulencia que derivan en caracteristicas fenotipicas como la
movilidad, adhesion, formaciéon de biopeliculas, produccién de antibidticos entre
muchos otros, el interés de varios grupos de investigacion se ha centrado en definir el
mecanismo exacto por el cual ocurre este sistema, para poder bloquearlo y asi,
desarrollar nuevos terapéuticos con distintos blancos de acciéon que evadan la
resistencia antimicrobiana (Roy et al., 2011, Clatworthy et al., 2007). Uno de los

genes mds relacionados con el sistema QS AI-2 es [uxS.

Se ha demostrado la presencia del gen [uxS (relacionado con la actividad AI-2)
en C. jejuni (Orla et al., 2002). Por lo tanto se han realizado estudios para definir su
papel en la produccion de factores de virulencia y asi poder relacionarlos con la
actividad AI-2. Por ejemplo, en un estudio realizado por Elvers y Simon (2002),
demostraron que la sefializaciéon AI-2 en C. jejuni es dependiente de [uxS y que su
producciéon maxima fue a las 18 h de incubacién. Ellos compararon la capacidad de

crecimiento de campylobacterias normales contra mutantes /uxS, en donde
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encontraron que el crecimiento no era dependiente de este gen sin embargo,
demostraron que la movilidad de C. jejuni si estd regulada por Al-2, ya que cepas

mutantes [uxS mostraron una disminucion en la movilidad en medio semisélido.

Se ha relacionado a los genes flaA y flaB con la produccién de flagelina y por lo
tanto estdn involucrados tanto en la movilidad como en adherencia y la colonizacién
(Guerry et al. 1990). Segin Byeonghwa et al., (2003), al comparar la capacidad de
movilidad de cepas mutantes [uxS™ contra cepas nativas de Campylobacter, se observo
una disminucién de movilidad hasta en un 45% en las cepas mutantes comparada con
las cepas nativas. Al realizar el andlisis de expresion genética, se evidencid que la
expresion de flaA se disminuy6 hasta en un 43% en mutantes /uxS comparadas con

las cepas nativas.

5.4 Biopeliculas

La formacién de biopeliculas va de la mano con la patogenicidad (Ren et al.,
2005). Las biopeliculas bacterianas son comunidades adheridas a una superficie con
una alta densidad de células (Donlan, 2002) que se encuentran presentes en diferentes
ambientes y son de gran preocupacion para la industria alimentaria y para la salud
publica (Gilbert et al., 2003). La ocurrencia de biopeliculas en la industria no solo es
un problema de higiene sino que puede conllevar a pérdidas econdmicas fuertes ya
que, por encontrarse en una matriz de polisacdridos, las bacterias se encuentran
protegidas a la accién de antibidticos (Hu ez al., 2006) y desinfectantes (Gilbert et al.,
2003). Debido a que las biopeliculas son de vital importancia en la industria
alimentaria y en el dmbito clinico, se necesitan urgentemente métodos para su control

y su remocion (Yoon and Sofos 2008).

Algunas teorfas sugieren que la transicion a un estado de biopelicula es
dependiente del contenido nutricional del medio. En tanto que hay algunos trabajos
que sugieren que la formacién de biopeliculas se desarrolla en multiples pasos
(Costerton et al., 1995). En ambientes naturales, las bacterias son expuestas a estreses
ambientales incluyendo falta de nutrientes, cambios osmdticos, variaciones de
temperatura y tensiones de oxigeno y se ha determinado mediante algunos estudios,

que esto favorece la formacion de biopeliculas (Donlan, 2002).
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Se ha demostrado que el flagelo y el pili juegan un papel importante en las
primeras fases de formacion de biopeliculas (Bendinger et al., 1993). Un estudio
realizado por Reeser et al., (2007) demostré que cepas mutantes para la expresion del
flagelo, tenian una capacidad disminuida de adherencia a superficies asi como la

formacion de biopeliculas.

Existen multiples estudios que han demostrado la adherencia y formacién de
biopeliculas bacterianas en diferentes superficies tales como vidrio, acero inoxidable,
poliestireno y PVC entre otras (Yoon and Sofos 2008., Reeser et al., 2007). A este
respecto, se ha reportado la formacion de biopeliculas por algunas enterobacterias
como E. coli y Salmonella spp. en diferentes superficies tales como: plastico, metal,
vidrio y superficies rugosas (Austin et al., 1998). Ademds se ha demostrado que las
fimbrias y la celulosa producida por ciertas cepas de Salmonella tienen un efecto
significativo en favorecer la formacion de biopeliculas (Jain y Chen, 2007). La
identificacion de los factores ambientales que afectan la iniciacion de la formacién de
las biopeliculas es de suma importancia para el estudio del comportamiento de los

microorganismos cuando se encuentran fuera del hospedero (Reeser et al., 2007).

En el caso de E. coli 0157:H7 algunos estudios han demostrado que ciertas
cepas son capaces de producir un tipo de estructuras tipo fimbrias compuestas
principalmente por proteinas con un peso molecular de 15kDa, las cuales participan
en la capacidad de adherencia sobre superficies de poliestireno y acero inoxidable de
esta bacteria. La formacion de biopeliculas por este tipo de cepas, podria provocar que
las cepas fueran muy resistentes a saneadores comunmente utilizados en industria

alimentaria haciendo de esta manera muy dificil su remocion (Ryu et al., 2004).

Reeser et al, 2007 demostraron la capacidad de C. jejuni para formar
biopeliculas en superficies abidticas tales como plastico y PVC. Asi mismo se
demostré el importante papel que juega el flagelo en la formacién de biopeliculas de
esta bacteria, ya que experimentos con cepas de C. jejuni flaA-B mutantes, mostraron
una disminucién significativa para formar biopeliculas a las 48-72 h, asi como en la
adherencia a diferentes superficies al comprarse con cepas nativas. La influencia del
QS mediado por AI-2 en la formacion de biopeliculas quedé demostrada también en

este estudio, ya que cepas de Campylobacter mutantes en [uxS mostraron una
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disminucién en la capacidad para formar biopeliculas que pudo ser restaurada cuando

se incubaron con sobrenadantes de cepas nativas conteniendo AI-2.

Debido a la importancia de la formacién de biopeliculas y su posible relacion
con el QS, diversos estudios se han desarrollado para demostrar esta correlacion, por
ello la influencia de AI-2 en la formacién de biopeliculas, ha sido demostrada en
bacterias como Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Klebsiella pneumoniae y

Listeria monocytogenes entre otras (Yoon and Sofos 2008).

5.5. Actividad de plantas sobre enteropatogenos y AI-2.

En nuestro pais, la Secretaria de Salud ha demostrado que uno de los
principales problemas de salud que atafien a la poblacion son las enfermedades
gastrointestinales, las cuales son debidas principalmente al consumo de agua y
alimentos contaminados con microorganismos patdgenos. Una de las alternativas
actuales para la conservacién de los alimentos o el control de la proliferacién de
microorganismos patdgenos o deteriorantes, es el uso de antimicrobianos naturales,
los cuales van acordes con la tendencia mundial de volver a lo natural, asi como la
necesidad de encontrar nuevas alternativas a las cuales los microorganismos no hayan

establecido mecanismos de resistencia (McDevitt et al., 2002).

Se han reportado datos importantes sobre el efecto antimicrobiano de
diferentes compuestos. Entre ellos mencionaremos el realizado por Vanhoof et al.,
(1980) quienes probaron el efecto bacteriostitico y bactericida de 24 agentes
antimicrobianos (penicilina G, ampicilina, amoxicilina, entre otros) contra C. jejuni
aislada de heces humanas. En ese mismo trabajo se encontré un alto grado de
resistencia (23%) a estos antimicrobianos y la eritromicina fue la que presenté menor
resistencia contra estos microorganismos. Con este y otros antecedentes se puso de
manifiesto la gran necesidad actual de contar con alternativas para el control de estos

microorganismos.

Paulo er al. en 1994, demostraron la actividad antimicrobiana del extracto
alcohdlico de Cryptolepis sanguinolenta (una planta utilizada en la medicina
tradicional del este de Africa), contra Campylobacter spp. y V. cholerae. Un afio

después Tassou et al., (1995) reportaron el efecto antimicrobiano del aceite de menta
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(Menta piperita) contra S. enteritidis y L. monocytogenes. Asi mismo Jones et al.,
(1997) reportaron que la capsaicina, compuesto extraido del chile, tenia un efecto
inhibitorio contra Helicobacter pylori asi como contra Candida albicans.

Asi mismo se comprobd la susceptibilidad de algunas bacterias como
Pseudomonas spp. al extracto crudo de Myrtus communis, planta tradicional Irani
(Manssouri et al., 2001). Por otro lado, Lambert et al., (2001), reportaron la accién
bactericida del aceite esencial de orégano contra P. aeruginosa y S. aureus

encontrando que la primera fue més susceptible.

Ziwei y Gauri (2003) probaron los efectos de algunos extractos de plantas contra
microorganismos que pueden contaminar a la sidra de manzana, entre ellos E. coli
O157:H7. Encontraron que el clavo y la menta disminuian la cantidad de estos
microorganismos hasta en 2 y 3 logaritmos. Notaron ademds una disminucién de
hasta 6 logaritmos, cuando la sidra era sometida a un tratamiento previo de 45°C. Se
concluyd, de acuerdo a los resultados, que el clavo fue el que poseia el mayor efecto
antimicrobiano y cuando se sometia la muestra a un tratamiento previo se

incrementaba la actividad antimicrobiana de todos los extractos.

Smith-Palmer et al., (1998), reportaron la actividad antibacteriana de aceites
esenciales de canela, clavo y tomillo contra Campylobacter spp, S. enteritidis, E. coli,
S. aureus y Listeria monocytogenes, siendo Campylobacter el més resistente. Se
encontrd también que el clavo y tomillo fueron los aceites que ofrecieron mayor
inhibicién teniendo una concentracién bacteriostatica al 0.075% contra todas las

bacterias mencionadas.

Por su parte, Dadalioglu y Akademir (2004) evaluaron los efectos bactericidas de
los aceites esenciales del orégano, laurel y lavanda sobre E. coli O157:H7, L.
monocytogenes, S. Typhimurium y S. aureus; los estudios revelaron que el orégano
presenté una fuerte actividad antimicrobiana en concentraciones de Sul/ml para
Salmonella, 80ul/ml para Listeria, y 80ul/ml para E. coli. En esta mismo estudio, se
determiné por cromatografia de gases, que los componentes principales de estos
aceites eran carvacrol (68.23%), cinolona (60.72%), fencona (55.79%), y trans-
anetola (85.63%).
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Con respecto a los compuestos antimicrobianos de plantas, Ferndndes et al.,
(1972), demostraron que la fabitina (un péptido aislado del frijol que es muy
semejante a la tionina) inhibié el crecimiento de E. coli, P. aeruginosa y
Enterococcus hirae. Posteriormente, algunos experimentos mostraron que los
extractos de Prosopis juliflora, poseian actividad inhibitoria contra de

Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium 'y Bacillus (Aqgeel et al., 1989).

En el afio de 2002, Nagayama et al., examinaron la actividad bactericida de
algunos compuestos (fluorotaninos) extraidos de algas cafés en contra de
Staphylococcus meticilina-resistente, S. pyogenes y algunas otras bacterias causantes
de enfermedades gastrointestinales. Estos compuestos se compararon con el efecto
producido por las catequinas, donde se determiné que los fluorotaninos presentaron
mayor efectividad que las catequinas, siendo Campylobacter spp. la mas sensible,
inhibiendo el crecimiento a concentraciones de 0.003 pumol/ml, mientras que las otras
bacterias, aunque también presentaron susceptibilidad, lo hicieron a concentraciones
mayores. Estos estudios se suman a los resultados reportados por Tsuchya et al.,
(1996), en donde se encontré actividad antimicrobiana de flavonoides contra S.

aureus meticilina-resistente.

Fitzgerald et al., (2004) comprobaron que la vainillina (compuesto fendlico de la
vainilla) posee actividad inhibitoria contra el crecimiento de E. coli, Lactobacillus

plantarum y Listeria innocua.

Por su parte, Dadalioglu y Akademir (2004) evaluaron los efectos bactericidas de
los aceites esenciales del orégano, laurel y lavanda sobre E. coli O157:H7, L.
monocytogenes, S. Typhimurium y S. aureus; los estudios revelaron que el orégano
presentd una fuerte actividad antimicrobiana en concentraciones de Sul/ml para
Salmonella, 80ul/ml para Listeria, y 80ul/ml para E. coli. En esta mismo estudio, se
determiné por cromatografia de gases, que los componentes principales de estos
aceites eran carvacrol (68.23%), cinolona (60.72%), fencona (55.79%), y trans-
anetola (85.63%).

Kisko y Roller (2005) evaluaron la capacidad antimicrobiana de los compuestos

puros carvacrol y p-cymeno (tanto en forma individual como combinados) a muy
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bajas concentraciones (0.25-1.25mM) adiciondndolos a jugos frescos de manzana (no
pasteurizados) para medir su efecto sobre E. coli O157:H7 y asi poder contar con una
alternativa natural para eliminar a este patdgeno sin que el jugo fuera sometido al
proceso normal de pasteurizacion. Se encontré que la combinacién de ambos
compuestos redujo significativamente la carga microbiana e inhibié al patégeno

mencionado, y con ello aument6 la vida de anaquel del producto.

Tomando en consideracidn estos antecedentes, se ha evidenciado la necesidad de
nuevos blancos de control microbiano, y en donde las plantas pueden jugar un papel
crucial. Sin embargo, también se puso de manifiesto, que no siempre es necesario
buscar compuestos capaces de afectar el crecimiento microbiano, sino una cuestién
mads importante era que afectara algunas funciones fisiolégicas que provocaran como
consecuencia una alteracién en la capacidad patogénica de microorganismo, sin
necesariamente afectar su crecimiento (Clatworthy ez al., 2007). Uno de esos blancos
potenciales es el QS, por su relacion directa con el desencadenamiento en la expresion
de genes de virulencia. Por ello, se han realizado estudios para evaluar el efecto de
extractos de plantas o compuestos naturales sobre la senalizacion Al-2 y la
correlacion tanto en la formacion de biopeliculas, como en la movilidad y la expresion

de algunos genes de virulencia.

Un ejemplo de ello es la investigacion realizada por Persson et al., (2005) en
donde encontraron que compuestos sulfonados extraidos del ajo mostraron actividad
inhibitoria contra el QS AI-2 en P. aeruginosa, y aunque no presentaron actividad
antimicrobiana, disminuyeron la expresion de las proteinas LasR y LuxR implicadas

en el QS.

En el ano de 2006, Hu et al., aislaron por medio de procedimientos quimicos
naturales, 2-5 urseno-triterpenos de Diospyros dendo (planta originaria de Angola).
Ellos demostraron una potente actividad de este compuesto para inhibir la formacién

de biopeliculas de P. aeruginosa.

En un estudio realizado por Garo et al., (2007) se probaron diferentes
concentraciones de &dcido asidtico y corosdlico (productos derivados de las planta

asidticas del género Lagerstroemia sp. para inhibir la formacién de biopeliculas en P.
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aeruginosa. Ellos encontraron que no hubo disminuciéon en la formaciéon de
biopeliculas pero si aumento en la susceptibilidad a ciertos antibidticos como

tobramicina.

Widmer et al., (2007) demostraron que los &4cidos grasos derivados de pollo,
inhibfan la sefializacién QS AI-2 en E. coli. Ensayos con cromatografia de gases
evidencié que los dcidos grasos que poseian actividad antimicrobiana fueron ac.

linoléico, oléico, palmitico y estedrico.

Girennavar et al., (2008) demostraron que el jugo de uva y sus compuestos
bioactivos (furocoumarinas) inhibieron la sefializacién-2 (Al-2) y la formacién de

biopeliculas de S. Typhimurium, E. coli O157:H7 y P. aeruginosa.

En ese mismo ano, Joost er al., (2008) investigaron la influencia de borato-
furanonas sobre la formacién de biopeliculas en S. Typhimurium. Ellos encontraron
que estos compuestos inhibieron la formacién de biopeliculas, mas no asi el
crecimiento microbiano. Al realizar las pruebas de expresion genética se evidenciaron
que estos compuestos interfirieron con la sintesis del flagelo mds sin embargo, no se

encontrd evidencia de interferir con la sefializacion AI-2.

Adicionalmente se comprob6 que la oroidina y sus andlogos (alcaloides marinos
naturales) presentaron actividad anti-biopeliculas contra Acinetobacter spp.
microorganismo que ha repuntado en ultimos afios, causando enfermedades

nosocomiales (Richards et al., 2009).

Lee et al., (2009) demostraron las propiedades antimicrobianas del galato de
epigalocatequina (EGCG), un compuesto natural abundante en el té verde, sobre E.
coli O157:H7. En este estudio se demostré que tanto la movilidad como la formacion
de biopeliculas de esta bacteria se vieron afectadas significativamente al agregar
diferentes concentraciones de EGCG. También se comprob6 una disminucién de Al-2
y capacidad infectiva cuando la bacteria se incubaba con concentraciones

subinhibitorias de EGCG.

Khan et al., (2009) estudiaron la actividad de aceites esenciales y su influencia
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sobre el QS AI-2 en P. aeruginosa. Ellos encontraron que los aceites esenciales del
clavo, la canela, lavanda y la menta tuvieron un efecto inhibitorio sobre la actividad

Al-2, ademads de disminuir la movilidad por swarming.

A partir de estos estudios se dejaron entrever algunas sustancias naturales que son
antagonistas del QS y de ahi surgieron investigaciones para elucidar el mecanismo de
accion de las mismas y estudios para determinar su estructura molecular (Galloway et
al., 2012). Compuestos como las furanonas brominadas extraidas de algas,
flavonoides extraidos de citricos, y el EGCG extraido de té verde, son solo unos

cuantos considerados con actividad anti-QS.

A pesar de la diversidad de estudios realizados, muy pocos estidn dirigidos hacia
C. jejuni y debido los antecedentes aqui expuestos y quedando claro que el QS
constituye un blanco novel para combatir microorganismos, las investigaciones sobre
drogas y nuevas estrategias deben ir dirigidas a productos que conformen una nueva
generacion de agentes antimicrobianos mds naturales y con menores efectos
secundarios (Hentzer y Givskov, 2003; Galloway et al., 2012). Los compuestos
naturales pueden ser una alternativa real para atacar este tipo comunicacion célula-
célula, por lo que es de vital importancia continuar sumando esfuerzos en este tipo de

investigaciones.
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6. METODOS.

6.1. Cepas microbianas y condiciones de cultivo.
Se utilizaron las cepas: Campylobacter jejuni NADC 5653 donada por la Dra.

Irene Wesley, lowa E.U.A., C. jejuni ATCC 70019 (NCTC 11168) adquirida del
ATCC culture collection (Manassas, VA.), C. jejuni 238ip y 180ip ambas donadas por
el Dr. Guillermo Ruiz-Palacios del Instituto Raul Zubirdan (México, DF). Las cepas se
encontraron como cultivos de reserva a -80°C y fueron activadas en caldo Mueller
Hinton adicionado con 0.6% de extracto de levadura a 42°C/48h, para posteriormente
cultivarse en placas de agar Muller Hinton con 5% de sangre hemolizada a 42°C/48h
en una atmosfera microerofilica (10% CQO,). Una vez estando los cultivos crecidos, se
tomaron algunas colonias y se colocaron en tubos con solucién salina (0.85% p/v), y
fueron ajustados a una ODgpp de 0.5 (5-7 x 108 UFC/ml) para los ensayos preliminares
de actividad antimicrobiana y para la determinacién de la concentracién minima
bactericida (CMB). Para el ensayo de actividad Al-2 las cepas se activaron en caldo
Muller Hinton a 42°C/24h en condiciones microaerofilicas (Byeonghwa er al., 2005).

En este estudio también se utilizaron las cepas de Vibrio harveyi cepa reportera
BB170 (sensor AI-1" AI-2%) y V. harveyi BB152 (productor AI-2*) obtenidas del
ATCC culture collection, las cuales fueron mantenidas como cultivos de reserva a -
80°C, y fueron cultivadas en medio AB (“autoinducer assay”) a 30°C/ 16h (Orla et al.,
2002).

6.2 Obtencion de los extractos.

En este trabajo se utilizaron las cascaras y bagazos de 6 citricos Citrus x
medica (cidra), Citrus x aurantium (naranja agria), Citrus x limon (limén), Citrus x
paradisi (toronja), Citrus x aurantifolia (lima), Citrus x tangerina (mandarina). Se
pesaron 20g de las cdscaras secas y se trituraron en una licuadora (Osterizer mod.
Classic), después se agregaron 100 ml de etanol al 96% como solvente de extraccion.
Se dejo macerando por 48h a temperatura ambiente, se filtraron utilizando papel
Whatman #1 y se dejaron secar en platos de vidrio a temperatura ambiente hasta
sequedad; una vez evaporado totalmente el solvente, los extractos fueron

resuspendidos en 10 ml de agua miliQ estéril (Garcia et al., 2005).
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6.3 Compuestos naturales comerciales.

Los compuestos naturales comerciales utilizados en este trabajo fueron:
2(5H) furanona (Sigma Aldrich), galato de epigalocatequina (EGCG) Sigma Aldrich,
citrol ® K Ultra (Corpo Citrik México, SA de CV).

6.4 Ensayos preliminares de Susceptibilidad Antimicrobiana.

Para evaluar en forma preliminar el efecto antimicrobiano de los extractos de
citricos obtenidos, se utilizé el método de difusion del pozo en agar (Alarcon, 2002;
Garcia et al., 2005). El cual consistié en inocular 100 pl de la cepa de Campylobacter
activada y ajustada, sobre placas Petri con agar Mueller Hinton adicionado con 5% de
sangre hemolizada. Después de sembrar por extension con un asa de Driglasky, se
realizaron pozos en el agar, utilizando un tubo Durham invertido (5 mm de didmetro).
En cada pozo se agregaron 100 pl de los extractos o compuestos naturales
comerciales a probar; como controles se adicioné etanol o agua miliQ estéril. Las
placas se incubaron a 42°C por 48 h en condiciones de microaerofilia (10% CO,). El
efecto del extracto se determind mediante la presencia o ausencia de un halo de
inhibicion del crecimiento alrededor del pozo. De todos los extractos y compuestos
naturales comerciales probados se seleccionaron aquellos que presentaron dicha

inhibicién, para realizar los ensayos posteriores.

6.5 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Para determinar la CMB se utiliz6 el método propuesto por Valtierra et al.,
(2009) en el cual se utilizaron microplacas estériles de 96 pozos a las cuales se les
adicionaron 150ul de 2X caldo MH (Muller Hinton) a los cuales se les agregaron
150ul de los extractos o compuestos naturales comerciales con actividad bioldgica,
para posteriormente realizar diluciones seriadas. Posteriormente se le agregé a cada
pozo 1.5 ul del cultivo activado y ajustado a una concentracion aproximada de 5-
7x10° células/ml (ODgpo 0.5). Las microplacas se incubaron a 42°C/48h en
condiciones de microaerofilia. Trascurrido este tiempo, se tomaron 20 pl de cada pozo
y se realiz6 una siembra por goteo en placas de agar Muller Hinton (con 5% de sangre
hemolizada) segin el método mencionado por Lee et al (2009). Las placas se

incubaron a las mismas condiciones arriba mencionadas. Pasado el tiempo de
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incubacién se determiné la CMB la cual se definié como la concentracién mds baja

del extracto que inhibié completamente el crecimiento microbiano.

6.6 Determinacion del efecto de concentraciones subinhibitorias sobre el
crecimiento de C. jejuni.

Para determinar el efecto de concentraciones subinhibitorias de cada extracto
sobre el crecimiento microbiano se utilizaron concentraciones que correspondian al
25,50 y 75% de la CMB. Dichas concentraciones se sembraron en tubos con Mueller
Hinton adicionado con 0.6% de extracto de levadura. Una vez sembrado el cultivo
bacteriano con las concentraciones subinhibitorias de los extractos, se incubaron por
48h a 42°C en microaerofilia. Para el conteo microbiano se tomé una alicuota de
200ul y se realizaron diluciones decimales seriadas con solucion salina fisioldgica
estéril (0.85% NaCl) (Ravishankar et al., 2008); luego de cada dilucién se tomé una
alicuota y se sembro por extension en placas de agar Muller Hinton suplementado con
5% de sangre hemolizada. Las placas se incubaron a 42°C por 48h en microaerofilia.
Pasado el tiempo de incubacion se determinaron las unidades formadoras de colonias.
Como controles de crecimiento se utilizaron las cepas que no tuvieron contacto con el

extracto y agua miliQ esteril en vez del extracto.

6.7 Condiciones de cultivo para la obtencion de sobrenadantes para ensayos de
bioluminiscencia.

Los sobrenadantes se prepararon de acuerdo al método mencionado por
Surette y Bassler (1998) con algunas modificaciones. Se tomaron 50ul de los cultivos
previamente activados de C. jejuni NADC 5653, NCTC 11168, 180ip, 238ip y se
adicionaron a tubos conteniendo Sml de medio Brucella (Difco). Se incubaron durante
42°C/40h en condiciones microaerofilicas (Orla et al 2002). Pasado este tiempo, se
obtuvo el sobrenadante centrifugando la muestra a 15000 rpm/5min. Los
sobrenadantes obtenidos se filtraron a través de un poro de 0.2um en membranas de
nitrocelulosa (Millipore) y fueron congelados a -20°C. Estos se utilizaron
posteriormente para analizar la presencia de Al-2; (Lu et al 2004). Para V. harveyi
BB152, se procedié de la misma forma, sin embargo en este caso, se cultivd en medio

AB a30°C.
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6.8 Ensayo de Bioluminiscencia para detectar AI-2.

Los sobrenadantes obtenidos de los cultivos C. jejuni y V. harveyi BB152 se
analizaron para comprobar la presencia de moléculas AI-2 capaces de inducir
luminiscencia en V. harveyi BB170, de acuerdo al método mencionado por Surette y
Bassler (1998). En este ensayo, 10ul de los sobrenadantes de Campylobacter
obtenidos, fueron adicionados en placas de microtitulaciéon de 96 pozos. La cepa
reportera de V. harveyi BB170, fue cultivada por 16 h a 30°C en medio AB, bajo
condiciones de aeracion (100 rpm), al término de lo cual fue diluida 1:5000 en medio
fresco AB. Se tomaron 90ul de ésta solucion y se adicionaron a pozos de una placa de
microtitulacion de 96 pozos previamente inoculada con los sobrenadantes obtenidos.
El control positivo fue aquel que contenia sobrenadantes de V. harveyi BB152
mientras que como control negativo se adicionaron 10ul del medio de cultivo (AB).
Los valores de luminiscencia se midieron en un luminémetro (Victor X2, Perkin

Elmer, Walthman, MA). Cada experimento se hizo por triplicado.

6.9. Ensayo para determinar la actividad de extractos de citricos y compuestos
naturales comerciales sobre la actividad de AI-2.

Para determinar la influencia de los extractos de citricos y compuestos
naturales sobre la actividad AI-2 se procedié segtn la técnica de Girennavar et al
(2008). Una vez que los sobrenadantes fueron obtenidos como se mencioné en el
punto 6.7 y después que se comprobé la presencia de actividad Al-2, se procedi6 a
realizar el ensayo de bioluminiscencia con sobrenadantes mezclados con los extractos
de citricos o los compuestos comerciales. Para esto, 3.5ul del sobrenadante a probar
se mezclo con 1.5 ul del extracto o compuesto comercial y 5 pul de medio AB
(obteniendo una concentracién final de extracto del 75% de la CMB). Esto fue
agregado a la placa de 96 pozos conteniendo 90 ul de cultivo de V. harveyi BB170.
Las lecturas se tomaron como se especificd en el punto 6.8. El crecimiento de V.
harveyi BB170 fue monitoreado durante el desarrollo del ensayo para asegurar la

supervivencia del mismo.
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6.10. Ensayo para la determinacion de Biopeliculas.

Se utiliz6 la Técnica de Reeser et al., 2007 y Mortero et al., 2003 con algunas
modificaciones. En una microplaca de 96 pozos se colocaron 180ul de caldo Brucella
conteniendo C. jejuni al 1% v/v. Se agregaron volimenes de los extractos de citricos a
diferentes concentraciones para llegar a un volumen final de 200ul y finalmente las
placas se incubaron en condiciones de microaerofilia a 42°C por 48 y 72h. Para
cuantificar la biopelicula formada, la suspension celular fue removida y las placas se
lavaron tres veces con agua miliQ estéril. La biopelicula se tifié con 0.1% de safranina
por 20 min. Pasado este tiempo, se retird el colorante y se lavd tres veces con agua
miliQ estéril, para remover el exceso del mismo. Se dejo secar alrededor de media
hora, para posteriormente agregar 200ul de etanol al 95% y realizar las lecturas en un

lector de microplacas a una O.D de 496 nm.

6.11. Ensayo de movilidad.

Para este ensayo se utilizé el medio agar semis6lido MH, el cual contiene solo
0.3% de agar (MHB). Los cultivos de C. jejuni se sembraron (al 1% v/v en MHB y se
incubaron por 48h en microaerofilia a 42°C (Elvers y Simmon, 2002). Pasado este
tiempo se tomé una alicuota de 5 pl y se inoculd en el centro de cada placa
conteniendo el agar semisélido y se incubd por 48 h en condiciones de microaerofilia;
al término de lo cual se midieron los halos de migracion (Lee et al 2009). Para
determinar el efecto de los extractos sobre la movilidad, se adicionaron al agar

cantidades subinhibitorias de los extractos, para luego proceder como ya se menciono.

6.12. Ensayo para determinar la adhesion e invasion de Campylobacter a la linea
celular HelLa.

El método que se utiliz6 fue el mencionado por Elvers y Simon (2002) y
Boyle et al., (2007) con algunas modificaciones. Se utilizaron monocapas de la linea
celular HeLa (cédncer cervicouterino) donadas por la Dra. Rocio Ortiz de la Facultad
de Medicina de la UANL, las cuales fueron cultivadas en medio D-MEM (Invitrogen)
suplementado con 3% de suero fetal bovino (Invitrogen), 1% L-glutamina
(Invitrogen) y se incubaron en frascos F25 (Costar) en 5% de CO, a 37°C hasta
alcanzar confluencia. La monocapa fue disgregada por tripsinizacién (tripsina

0.25mM, Invitrogen). La suspension celular se ajust6 a una concentracion de 10°
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cel/ml aproximadamente; de esta suspension se tomaron 400ul que fueron agregados
a placas de 24 pozos para microtitulacion. Las células se incubaron por 48-72 h con
5% de CO, a 37°C, para permitir la adherencia y confluencia de las mismas antes de
agregar las células bacterianas. Posterior a esto, se agregd una concentracion
aproximada de 10”° células bacterianas (multiplicidad de infeccién de 10:1)
previamente incubadas con extractos de plantas a concentracion del 75% de la CMB.
Después de esto, las placas de 24 pozos, se incubaron en 5% de CO, a 37°C por 3h
para permitir su adherencia, al término de lo cual los pozos se lavaron dos veces con
PBS (0.1M, pH 7.4) para remover las bacterias no adheridas. Las bacterias adheridas
se recuperaron por la adicion de desoxicolato 0.5%, y se realizaron diluciones seriadas
(solucién salina 0.85%) para contar las bacterias adheridas en placas de MHS. Para el
caso de la determinacion de la invasion bacteriana a las células HeLa, se procedi6 del
mismo modo arriba mencionado, sin embargo, después de lavar con PBS, se adicion6
gentamicina (Sigma, Aldrich) a una concentracion de 150ug/ml disuelta en D-MEM a
fin de matar a las bacterias extracelulares, dejando de esta manera viables solo las
bacterias internalizadas en la linea celular. Después de incubar durante una hora, las
células HeLa fueron lavadas dos veces y se les agreg6 desoxicolato de sodio al 0.5% y

finalmente se procedi6 al conteo en placa como ya se menciond arriba.

6.13. Ensayo para determinar la influencia de extractos de citricos en la expresion
de algunos genes de virulencia.

La influencia de los extractos de citricos sobre la expresion de algunos genes
de virulencia se realizé de acuerdo al método reportado por Soni et al (2008) y Preeti
et al., 2009). De las cepas activadas de Campylobacter se tom6 una alicuota (1% v/v)
y se colocd en 5 ml de medio fresco de MH con o sin extractos de citricos (a
concentraciones subletales), se dejo crecer hasta alcanzar una O.Dgy de 0.5, al
término de lo cual las células fueron centrifugadas (3500 x g a 4°C) y finalmente se
les retird el sobrenadante. A las células bacterianas, se les hizo una extraccién de
RNA (Trizol-Sigma) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI RNA obtenido,
se tratd dos veces con DNasa a 37°C/30 min para remover el DNA genémico (Preeti

et al., 2009) y fue guardado a -80°C hasta su uso.
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Para determinar la expresion de los genes se realizé una PCR transcriptasa
reversa en tiempo real cuantitativo. Tomando como base el RNA extraido, se realiz6
la prueba utilizando un sistema de un solo paso qRT-PCR (BioRad), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. El andlisis del RT-PCR en tiempo real se realizé
utilizando un termociclador 1Q5 minicycler (BioRad), con las siguientes condiciones:
10min a 50°C, (1x), 95°C a 5min (1x) mds 30 ciclos de tres pasos: 95°C/30s, 50/1min,
72°C/30s. Para determinar los valores de expresion (C,) se utilizé el software Prism
SDS. Se utiliz6 un método comparativo con el gen gly A para normalizar los valores
(Preeti et al., 2009), segun la guia de aplicacion del PCR tiempo real de la Compafiia

BioRad, con la siguiente formula:

Ratio (test/calibrator) = 2 AcT where ACT = CT (catibrator) - CT (test).

Se analiz6 la expresion del gen de la proteina flagelar flaA y flaB (flaA-B)
involucrada en movilidad y formacion de biopeliculas en C. jejuni, asi como la
expresion de cadF y ciaB involucrados en adhesion e invasidon tomando como
referencia el gen glyA con los siguientes primers: (Byeonghwa et al, 2003;

Byeonghwa et al.,2005)

flaAB-F  5"ATATACTTGACATTTTATAACAGTGGCTTG-3’
flaAB-R 5°GAGTTAATTCTAAGACCTGAACTAAGTC-3"
ciaB-R 5> TGC GAG ATT TTT CGA GAA TG 3’

ciaB-F 5> TGCCCGCCTTAGAACTTACA 3’

cadF °F 5' TTGAAGGTAATTTAGATATG 3’

cadF R 5' CTAATACCTAAAGTTGAAAC 3'

glyA F 5' CGATGGAACGGATAATCACC 3'

glyA R5' ATACCTGCATTTCCAAGAGC 3'

6.14. Analisis Estadistico.
Para realizar los andlisis estadisticos, se realiz6 una comparacién multiple de
medias utilizando el programa Statistical Package for the Social Science (SPSS),

version 14.
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7. RESULTADOS

7.1. Ensayos preliminares de Susceptibilidad Antimicrobiana.

Se obtuvieron los extractos de cdscara y bagazo de varios citricos tales como
la mandarina, naranja agria, lima, limén, cidra y toronja. Al realizarse la prueba de
pozo para cada uno de los extractos de citricos, destaco la actividad antimicrobiana de
la céscara de lim6n, de cidra y de naranja agria obteniendo halos de inhibicién en un
rango de 1.8 a 2.4 cm (Tabla I) por lo que se seleccionaron estos extractos para los
ensayos posteriores.

Al analizar la actividad antimicrobiana de los compuestos de furanona, galato
de epigalocatequina (EGCG), y citrol® K ultra se pudo observar igual o mayor
actividad antimicrobiana que el extracto de limén (rangos de 2.1 a 4.6 cm), siendo la

furanona el compuesto mas activo en estos ensayos (Tabla II).

7.2 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Después de comprobar el efecto bactericida de los extractos de cdscara de
lim6n, naranja agria y cidra, ademdas de los compuestos naturales comerciales, se
procedié a determinar la CMB de los mismos. Al obtener los valores de CMB
observamos que para el caso de los extractos, el limén tuvo una mejor actividad
antimicrobiana, seguida de la cidra y posteriormente la naranja con valores fluctuando
de 1.3 —3.25 mg/ml (Tabla II). Cuando se determinaron las CMBs de furanona, galato
de epigalocatequina (EGCG), y citrol® K ultra pudimos apreciar que las
concentraciones de CMB para estos compuestos resultaron mucho menores que las de
los extractos crudos, fluctuando en rangos de 0.3 a 310 ug/ml siendo el citrol® K
ultra el que mejor actividad antimicrobiana presentd seguido del EGCG y finalmente

la furanona (Tabla II).

28



Tabla I. Pruebas preliminares de actividad antimicrobiana de varios extractos de citricos. Como control se utilizé el citrol® K ultra. Las zonas de

inhibicién estan dadas en centimetros.

Zona de inhibicién en cm para cada cepa de Campylobacter

Nombre comun Parte utilizada Nombre cientifico NCTC 11168 5653 238ip 180ip
Cidra Céscara Citrus medica 1.9+0.1 1.8+0.1 2.240.1 2.1£0.2
Naranja agria Céscara, semilla, bagazo Citrus x aurantium 2.1+0.1 2.0 +0.1 2.2+0.2 2.3+0.2
Limén Céscara, semilla, bagazo Citrus x limon L. 2.4+0.1 2.4+0.2 2.3+0.2 2.440.1
Toronja Céscara, semilla, bagazo Citrus x paradisi NI NI 0.8+0.01 NI
Lima Céscara Citrus x aurantifolia NI NI NI NI
Mandarina Céscara Citrus x tangerina NI NI NI NI
citrol® K ultra 2.840.2 2.7+0.2 3.0+0.4 2.9+0.3
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Tabla II. Inhibicién y concentracién minima bactericida (CMB) de los extractos de citricos seleccionados y los compuestos naturales comerciales

sobre cuatro especies de C. jejuni.

Campylobacter jejuni
Extracto o compuesto
utilizado NCTC 11168 NADC 5653 238ip 180ip
Zona de
Zona de Zona de CMB Inhibicién CMB Zona de
Inhibicién (cm) CMB (mg/ml) Inhibicién (cm) (mg/ml) (cm) (mg/ml) Inhibicién (cm) CMB(mg/ml)
Limén 2.4+0.1 2.25+0.2 2.4+0.2 2.25+0.2 2.3+0.2 1.3£0.2 2.440.1 2.1+0.2
Cidra 1.9+0.1 2.5+0.4 1.8+0.1 2.3+£0.4 2.2+0.1 1.5+£0.4 2.1+£0.2 2.5+0.4
Naranja Agria 2.1+0.1 3.25+0.2 2.0 £0.1 3.25+0.2 2.2+0.2 2.75+0.28 2.3+0.2 3.15£0.4
NCTC 11168 NADC 5653 238ip 180ip
Zona de
Zona de Zona de CMB Inhibicién CMB Zona de
Inhibicién (cm) CMB (ug/ml) Inhibicién (cm) (ug/ml) (cm) (ug/ml) Inhibicién (cm) CMB(ug/ml)
EGCG 2.1+0.15 87+0.08 2.25+0.2 125+0.1 2.3740.15 31+0.2 2.3+0.14 75+0.07
2 (5H) Furanona 4.6+0.44 230+0.08 4.6+0.53 310+0.01 4.5+0.57 150£0.01 4.5+0.52 270£0.06
Citrol® K ultra 2.8+0.21 0.35+0.0008 2.7+£189  0.3x0.0008 2.8+0.05 0.3£0.0005 2.9+0.082 0.3+£0.0001
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7.3 Efecto de concentraciones subinhibitorias sobre el crecimiento de C. jejuni.

Las concentraciones subinhibitorias (25, 50 75% de la CMB) de los extractos de
citricos aplicados a los cultivos de las diferentes cepas de C. jejuni, no disminuyeron
significativamente la poblacién de las mismas (P> 0.05), ya que durante los
tratamientos con diferentes concentraciones de los extractos, la poblacion bacteriana se
mantuvo siempre en los mismos logaritmos que los controles, (1 x10"® UFC/ml, Fig. 1).
Esto nos permitié realizar los ensayos posteriores utilizando concentraciones mas bajas
de la CMB teniendo la certeza de que no provocarian una disminucién en la poblacion
bacteriana. Para algunos ensayos se utilizaron las tres concentraciones, para otros solo
la del 75%, concentracion ya que fue la que mostré mayor efectividad en los ensayos de

movilidad y formacién de biopelicula.

7.4. Efecto de los extractos de citricos y compuestos naturales comerciales sobre la

actividad de AI-2.

Al agregar los sobrenadantes no tratados de C. jejuni al cultivo de V. harveyi
BB170, se detecté bioluminiscencia a niveles muy semejantes a los que presentd el
control utilizado (V. harveyi BB152 productor de moléculas Al-2). Esto nos indic6 la
presencia de moléculas Al-2 en los sobrenadantes de C. jejuni los cuales al ser
mezclados con los extractos y/o compuestos comerciales naturales, provocaron un
decremento significativo en la emisién de bioluminiscencia comparados con el control y
los sobrenadantes no tratados de C. jejuni. (Fig.2).

La poblacion de V. harveyi BB170, fue monitoreada durante este ensayo y los
resultados mostraron que la poblacion no disminuyé por el efecto de los sobrenadantes
agregados incluso cuando estos se mezclaron con los extractos de citricos (Fig. 3), o los
compuestos naturales comerciales. Cabe sefialar que en el caso de los compuestos
naturales comerciales, el monitoreo de la poblacion de V. harveyi BB170, se analiz6 a la
mitad de la fase logaritmica, momento en el que se tomo la lectura de bioluminiscencia
(Fig. 4). Debido a lo anterior, podemos asumir que la disminucién de bioluminiscencia
no fue debida a la una baja poblacién de V. harveyi sino a un posible efecto sobre las
moléculas sefializadoras. La mayor disminucién en bioluminiscencia fue en los

sobrenadantes tratados con extractos de limén, aunque los demds extractos mostraron
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también una disminucidn significativa p > 0.05 (respecto al control); para el caso de los
compuestos naturales comerciales, el que presenté mayor actividad inhibitoria sobre la
actividad AI-2 fue el citrol® K ultra seguido del EGCG y finalmente la 2 (5H) furanona
(Fig. 2) mostrando también una disminucién significativa comparados con los controles
no tratados. Al hacer un comparativo entre los compuestos comerciales naturales y los
extractos de citricos, pudimos notar que la actividad AI-2 disminuyd en niveles
comparables tanto en los compuestos naturales como en los extractos de citricos no
habiendo diferencia significativa (p > 0.05) entre ellos, a excepciéon de la 2(5H)

furanona en donde la disminucién fue significativamente menor (Fig. 2).
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Fig. 1. Efecto de concentraciones menores a la CMB (25, 50 y 75%) de extractos de citricos sobre el
crecimiento de C. jejuni
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Figura 2. Porcentaje de unidades relativas de luz mediadas por AI-2, determinados mediante el ensayo de bioluminiscencia con V. harveyi

BB170, antes y después del tratamiento con extractos y/o compuestos comerciales naturales. Como control positivo se utilizaron los
sobrenadantes de V. harveyi BB152.
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Fig. 3. Curva de crecimiento de V. harveyi BB170 después de la adicion de extractos de citricos mezclados con sobrenadantes.
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Figura 4. Poblacion de V. harveyi presente a las 4h de incubacién con sobrenadantes tratados con compuestos naturales comerciales
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7.5. Efecto de los extractos de citricos sobre la movilidad de C. jejuni.

En este trabajo establecimos que la movilidad de C. jejuni vari6 de acuerdo a la
cepa analizada (Fig. 5), siendo la NCTC 11168 y NADC 5653 las que presentaron
mayor movilidad. La cepa 238ip mostré una movilidad menor mientras que la 180ip no
fue movil, por lo que esta ultima, se utilizé6 como control negativo.

El comportamiento de todas las cepas de C. jejuni al agregar los extractos de
citricos y/o los compuestos naturales comerciales fue similar, ya que la movilidad se vio
disminuida significativamente (p> 0.05) al compararse con su control respectivo. En
todos los casos, la movilidad se afect6 al agregar el 50 y 75% de la CMB. La mayor
inhibicién fue causada por el EGCG, variando entre las cepas mientras que la menor
inhibicion correspondié al limén en algunos casos (Tabla III). Solo los compuestos
comerciales naturales presentaron una inhibicién sobre la movilidad de C. jejuni a
concentraciones del 25% de la CMB ya que los extractos de citricos no presentaron
disminucién significativa comparada con su control. En todos los casos, se pudo
observar un efecto dependiente de concentracion, ya que a mayor concentracion de
extracto o compuesto comercial, menor movilidad de C. jejuni. En la Tabla III se
muestra el porcentaje de inhibicién en la movilidad de C. jejuni después de la adicién
de extractos o compuestos naturales comerciales, mientras que la Figura 6 se puede
apreciar la disminucién causada por la adicién de concentraciones subinhibitorias de

lim6n en la cepa NCTC 11168.
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Figura 5. Movilidad de cuatro cepas de C. jejuni
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Tabla III. Porcentaje de reduccién en movilidad de tres cepas de C. jejuni en presencia de extracto de citricos y/o compuestos naturales

comerciales.

Reduccién de la movilidad (%)

Extracto

citrol®K ultra
2(5H) furanona
EGCG

Limén

Cidra

Naranja
Control

C. jejuni 11168

C. jejuni 5653

C. jejuni 238ip

Concentracion subinhibitoria

Concentracion subinhibitoria

Concentracion subinhibitoria

75% 50% 25%
4442 40+1.9 33+3.1
54+2.2 19+1.5 0
51+3.4 41+1.6 27+1.7

27+2 19+2.2 0
33+ 1.1 17+£3.4 0
59+£2.9 30£2.8 0

0 0 0

75% 50% 25%
34+2.6 28+2.4 15+1.1
30£1.0 23+2.1  23.1+£34
45+3.0 38+1.8 20£3.6
42+2.5 17+1.8 0
40+2.6 3442.8 0
40+3.9 24+4.1 0

0 0 0

75% 50% 25%
57£1.9 38+1.6 26£2.6
513+2.6  269+3.6 21.1£24
62+3.0 49+3.1 20+3.7
50+4.7 31+£3.8 23%1.5
44+4.3 21+4.2 0
38+4.1 14+4.9 0

0 0 0
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Figura 6. Movilidad de C. jejuni cepa NCTC 11168 con y sin concentraciones
subinhibitorias de extracto de limén. A) Control, B) 75% de la CMB y C) 50% de la
CMB.

7.6. Efecto de los extractos sobre la formacion de Biopelicula.

El efecto de las concentraciones subinhibitorias (25, 50, 75% CMB) de los
extractos de citricos y/o compuestos comerciales sobre la formacion de biopelicula, se
evalud después de 72 h de incubacidn en las diferentes cepas de C. jejuni. La cepa de C.
Jjejuni 180ip no formé biopelicula en las condiciones analizadas. Como control positivo
se utilizd6 cada cepa de C. jejuni sin adicion de los extractos y/o compuestos
comerciales.

En cuanto a las demds cepas, al adicionar los extractos de citricos y/o

compuestos comerciales se observé una disminucion significativa en la formacién de
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biopelicula comparada con el control en las concentraciones de 50 y 75% de la CMB.
La disminucién observada en todos los casos fue dependiente de concentracidn, es
decir, a mayor concentracion de extracto menor formacion de biopelicula, sin embargo
las diferencias significativas se encontraron solo a concentraciones de 75 y 50% de la
CMB ya que la concentraciéon de 25% no presentd diferencia significativa en
comparacion con el control. En la Figura 7 se muestran las disminuciones causadas por
los extractos de citricos y los compuestos comerciales a concentraciones del 75% de la
CMB.

Debido a que la concentracion mds efectiva en el decremento en movilidad y
biopelicula fue la del 75% solo esta concentracion se siguié utilizando en los ensayos

posteriores.

Figura 7. Formacién de biopelicula en tres cepas de C. jejuni a concentraciones

subinhibitorias (75% de la CMB) de los extractos naturales
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7.7. Efecto de los extractos de citricos sobre la adhesion e invasion a células HeLa.

Al realizar los ensayos de adhesion a células y analizar los resultados, se pudo
apreciar la capacidad de adhesion de todas las cepas al adicionar un indculo de entre 7-8
log/UFC, encontrandose que las cepas de C. jejuni en general presentaron una
adherencia de entre 5-6 log/UFC (Fig. 8). Cuando las cepas de C. jejuni fueron
sometidas a tratamientos con extractos no hubo diferencia significativa entre la
recuperacion celular de los controles adheridos y sus respectivos tratamientos. Al
realizar la prueba de invasion, se evidencidé la capacidad invasiva de C. jejuni
encontrandose en las cepas mdviles (NCTC 11168, 5653, 238ip) una mayor capacidad
de invasion (4-5 log/UFC) al comparase con la cepa no movil (180ip, 3 log/UFC). En
todos los casos, después del tratamiento con extractos de citricos, se observd una
disminucién significativa en la capacidad de invasioén de C. jejuni en comparacién con

los controles no tratados (Fig.8).
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Fig. 8. Células de C. jejuni adheridas a células HeLa antes y después del tratamiento
con extractos de citricos. Las barras azules muestran las UFC inoculadas mientras que

las barras naranjas muestran las UFC/ml adheridas recuperadas
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7.8. Efecto de los extractos de citricos sobre la expresion de genes relacionados.

Al realizar el andlisis de expresion de los genes flaA-B relacionado con la
movilidad, ciaB y cadF relacionados con la adhesién e invasion, tanto en células
tratadas con extractos como en no tratadas, se pudo observar una variaciéon en la
expresion de estos genes tomando como base el gen de referencia de una sola copia
glyA. En el caso de flaA-B, las cuatro cepas presentaron expresion del mismo, y a pesar
de que la cepa 180ip no presentdé movilidad, si presenté la expresion de este gen aunque
en niveles significativamente mas bajos que las otras cepas (Fig. 9). Cuando se compar6
el nivel basal de expresion del control sin tratar con células tratadas con extractos, se
pudo observar una disminucién significativa en la expresion en los tratamientos a los
que se les adicionar extractos, siendo el de limén el que presentd la disminucién mds

notable en la mayoria de los casos. Las cepas NCTC 11168 y 180ip presentaron niveles

44




indetectables de este gen en todos los tratamientos. Los tratamientos de cidra y naranja
disminuyeron significativamente los niveles de expresion de este gen comparados con
los controles no tratados (Fig. 9).

Para el caso de los genes cadF y ciaB relacionados con la adhesion e invasion a
células, al realizar el andlisis de expresidon de estos genes se pudo apreciar ambos se
expresaron en todas las cepas de C. jejuni, aunque habria que destacar que comparados
con el nivel de expresion de glyA, las cepas 238ip y 180ip presentaron una
sobreexpresion de los mismos. Curiosamente, estas dos cepas presentan menor o nula
movilidad comparada con las cepas 5653 y 11168.

Después del tratamiento con extractos, las cepas 238ip y 180ip presentaron una
disminucién en la expresion de los genes ciaB y cadF en todos los tratamientos,
mientras que en las cepas NCTC 11168 y 5356 hubo mds variacion en la respuesta. Para
la cepa NCTC 11168 los extractos que causaron una disminucion significativa en la
expresion de estos genes al compararse con el control, fueron los extractos de limén y
cidra mientras que en la cepa 5653, los extractos limén y naranja presentaron una

disminucion significativa (Fig. 9).
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Fig. 9. Niveles de expresion de los genes glyA, fla A-B, ciaB y cadF relacionados con la adhesion e invasion a células, de 4 cepas de C. jeuni

sometidas a tratamientos con diferentes extractos de citricos
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8. DISCUSION

El incremento en brotes de enfermedades de transmisién alimentaria y la
habilidad por parte de los microorganismos para desarrollar resistencia a antibidticos, ha
despertado el interés de los investigadores quienes se han enfocado en descubrir nuevas
estrategias para el control microbiano (Roy et al. 2011). La actividad antimicrobiana de
plantas ha sido observada desde hace tiempo y se ha pretendido su utilizacién tratando
de evitar la aparicion de resistencia a antibioticos (Negi, 2012). Diversos estudios han
sido realizados utilizando extractos de plantas, quedando demostrada su actividad
bioldgica (Castillo et al. 2011, Sanchez et al 2011, Valtierra et al. 2010). Debido a la
presion selectiva que algunos compuestos ejercen sobre las bacterias al inhibir su
crecimiento, grupos de investigacion han sugerido la necesidad de nuevos
antimicrobianos que vayan dirigidos a factores de virulencia y de esta forma evitar esta
presion selectiva (Roy et al. 2011). Es por ello que algunos estudios se han enfocado en
la utilizaciéon de extractos de plantas o compuestos naturales para la inhibicién de
algunos factores de virulencia como la movilidad o formaciéon de biopelicula en
diversas especies bacterianas, entre las que se encuentra E. coli (Khan et al. 2009, Lee

et al. 2009).

Se ha comprobado que el QS esta involucrado en una gran variedad de procesos
que incluyen movilidad, formacién de biopelicula, produccién de toxinas asi como la
expresiéon de genes de virulencia, que habilitan a la bacteria para colonizar a su
hospedero con mayor facilidad. El entendimiento de los mecanismos del QS, permiten
llegar a silenciarlo y de esta forma inhabilitar el proceso patogénico de la bacteria sin
dafiar su crecimiento. La inhibicién del QS es una estrategia antimicrobiana potencial
no solo por evadir la presion selectiva sino por el hecho de controlar una gran cantidad
de factores de virulencia que hacen a la bacteria patégena (Roy et al. 2011).

Durante muchos afios, los productos naturales han sido una fuente para el
desarrollo de drogas, sin embargo en afios recientes la combinacién de estos con las
técnicas quimicas ha sido benéfica para el desarrollo de nuevas drogas terapéuticas

(Hjelmgaard et al. 2003).
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En el presente trabajo, se buscé primeramente la actividad antibacteriana de
varios extractos de citricos (realizados a partir de cdscara y bagazo) y compuestos
comerciales naturales contra cuatro cepas de C. jejuni. Al realizar las pruebas
preliminares en pozo, se pudo determinar por medio de halos de inhibicién aquellos
extractos activos contra esta bacteria. Los halos mds grandes obtenidos de los extractos
de citricos fueron los de limén y naranja agria seguidos de cidra, mientras que los
extractos de toronja, lima y mandarina no mostraron actividad (Tabla 1). Segin se ha
reportado, existen mds de 400 compuestos naturales presentes en los aceites esenciales
de citricos, cuyo contenido depende del tipo especifico de cultivo, asi como de la
separacion y método de extraccidon entre muchos otros factores (Nannapaneni et al.
2009). En este trabajo utilizamos extractos crudos extraidos con etanol, que d influy6
en la cantidad y tipo de compuestos presentes en los extractos obtenidos (Cowan, 1999),
ademds es importante mencionar que cada fruto fue tomado de zonas geograficas
diferentes, lo cual puede influir en los compuestos presentes y como consecuencia, en la
actividad antimicrobiana de los extractos. Al realizar los ensayos para la determinacién
de las CMBs de aquellos extractos de citricos que mostraron actividad preliminar, los
resultados diferencias entre cepas, encontrando que la cepa 238ip, fue mas resistente
(p=<0.05) que las otras, mostrando concentraciones mds pequefas en la CMB que las
demads cepas analizadas en todos los casos. Esto podria atribuirse a la variabilidad en la
susceptibilidad de las cepas utilizadas, ya que segin algunos estudios (Nannapanenni et
al. 2009, Klancnik et al. 2010) se ha demostrado diferencias en la susceptibilidad de
cepas bacterianas en E. coli y C. jejuni. Asi mismo la cantidad y tipo de compuestos
activos presentes en cada uno de los extractos utilizados pudo haber influenciado su
actividad biolégica (Cowan et al. 1999).

Para continuar con este estudio, se debian utilizar para las pruebas posteriores,
concentraciones menores a la CMB encontradas. Por ello era necesario determinar el
efecto de estas concentraciones de extractos sobre el crecimiento de C. jejuni, ya que
disminuciones significativas en la poblacién microbiana podrian provocar resultados
inferiores en los ensayos realizados. Debido a esto, se determiné el efecto de
concentraciones menores a la CMB encontrada en cada caso (75, 50 y 25%) sobre las
cepas analizadas. Los resultados mostraron que concentraciones menores a la CMB no
afectaron significativamente la poblaciéon de las cepas analizadas de C. jejuni,
manteniéndose en todos los casos en 7-8 log/CFU. Por lo que el efecto observado

cuando se agregan estas concentraciones se debia tinicamente al efecto de los extractos
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agregados. Estos resultados concuerdan con aquellos presentados por Castillo et al.
(2011), Vikram et al. (2011), Lee et al. (2009), en los cuales concentraciones menores a
la CMB de extractos de plantas y compuestos naturales comerciales no afectaron
significativamente la poblacién de especies bacterianas como C. jejuni, E. coli O157:H7
y V. harveyi.

Uno de los objetivos en el desarrollo de nuevos antimicrobianos, es evitar la
resistencia provocada por los mismos, que se da, al interferir con el crecimiento
microbiano derivando en la muerte del patégeno. Se ha visto que esta condicién es la
responsable de la pronta respuesta de los microorganismos en defensa propia debido a
la presion selectiva, desencadenando mecanismos de resistencia (Roy et al., 2011;
Metris et al., 2011). Tomando en cuenta que el QS no interfiere con el crecimiento
microbiano, los inhibidores de QS son considerados como una buena opcidén para una
nueva generacion de antimicrobianos (Roy et al., 2011; Girennavar et al. 2008). La
gran variedad de generadores de sefial de QS, receptores, transportadores, reguladores e
incluso las mismas moléculas sefnalizadoras representan multiples blancos que pueden

ser bloqueados para silenciar el proceso de QS (Roy et al., 2011).

Por otra parte, las moléculas AI-2 se han visualizado como blancos perfectos
para el control bacteriano debido a su distribucion universal entre las bacterias Gram+ y
Gram (Sun et al., 2004; Lewis et al., 2001). El sistema AI-2 ha demostrado estar
involucrado en la expresion de genes y la regulacion de factores de virulencia en una
amplia variedad de patégenos (Girennavar et al., 2008). La actividad Al-2 comunmente
es medida por el ensayo de autoinduccién en V. harveyi (Surette y Bassler, 1998); la
técnica se basa en la habilidad que tiene V. harveyi para producir bioluminiscencia en
presencia de moléculas AI-2 (Milton, 2006) presentes en sobrenadantes recolectados de

diferentes especies bacterianas (Girennavar et al. 2008).

Tomando esta informaciéon como antecedente, en el presente trabajo se hicieron
pruebas para determinar si los extractos de citricos y/o compuestos naturales
comerciales presentaban algun efecto sobre las moléculas sefializadoras AI-2 del QS
presentes en sobrenadantes de cultivos de C. jejuni. Para este efecto, se mezclaron los
sobrenadantes obtenidos de C. jejuni con pequeias concentraciones de extractos de
citricos o compuestos naturales comerciales. Al realizar los ensayos de la medicion de

la inhibicion de QS, se pudo observar una disminucién significativa (P<0.05) en la
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bioluminiscencia emitida por V. harveyi BB170 después de la adiciéon de los extractos
y/o compuestos naturales en todos los casos comparados con los controles no tratados,
siendo el citrol® K ultra el més efectivo de los compuestos naturales y el extracto de
limén para el caso de los extractos de citricos adicionados. En el caso de aquellos
sobrenadantes de C. jejuni no tratados con extractos y/o compuestos naturales
comerciales, la emisiéon de bioluminiscencia fue comparable con el sobrenadante
control de V. harveyi BB152 productor de AI-2. Es por ello que se asume la presencia
de AI-2 en los sobrenadantes de C. jejuni.

De acuerdo a los procesos que forman parte del QS descritos en la literatura
(Roy et al., 2011, Vikram et al., 2011) y del disefio del experimento, creemos que los
extractos de citricos y/o compuestos comerciales, pudieran estar afectando a la molécula
sefalizadora AI-2 cuando ya ha sido producida y de esta forma impedir su
reconocimiento por parte de V. harveyi BB170, derivando entonces en una disminucion
drastica en la emision de bioluminiscencia. Para asegurar la viabilidad de V. harveyi
BB170 durante el desarrollo del experimento y descartar que la baja emisién de
bioluminiscencia se debiese a una baja en la poblacién de este microorganismo, se
monitored el crecimiento de V. harveyi después de la adicion de los extractos de
citricos. Asi mismo, se monitored la cantidad de bacterias presentes al momento de la
lectura de bioluminiscencia para los compuestos naturales comerciales y se evidencid
que la poblacién de V. harveyi BB170 se mantuvo siempre en niveles de entre 5-6
log/UFC, no habiendo diferencia (P<0.05) con el control en ningun tratamiento esto
nos asegurd que cualquier cambio en bioluminiscencia no fue debido a la diferencia

poblacional entre tratamientos sino a una disminucion real en la respuesta de V. harveyi.

Es bien sabido que el QS juega un papel muy importante en la movilidad y
formacion de biopelicula de C. jejuni (Cloak et al., 2002; Vikram et al., 2011). Algunos
estudios han demostrado que la adicién externa de AI-2 incrementan la movilidad y la
masa de biopelicula, mientras que un bloqueo en esta molécula, disminuye ambas
condiciones (Roy et al., 2011).

En ambos procesos estd involucrado el flagelo, ya que la movilidad se requiere
para la migracion al sitio blanco y la colonizacion intestinal (Cloak ef al., 2002). La
expresion de los genes de flagelina flaA y flaB se consideran muy importantes para la
movilidad ya que habilitan a la bacteria a responder a diferentes ambientes. Se ha

demostrado que el flagelo, juega un papel importante en la adherencia inicial a

50



superficies sélidas durante la formacién de biopelicula (Kalmokoff et al. 2006);
mutantes de genes del flagelo son incapaces de adherirse a fibra de vidrio y de formar
biopelicula; por ello, se considera que el flagelo no se limita Gnicamente a proporcionar
movilidad (Guerry, 2007). Estudios han demostrado que campylobacterias mutantes en
genes flaA y/o flaB presentan reduccién en movilidad y adherencia (Guerry, 2007;

Monteville et al., 2003; Dasti et al., 2010).

Debido a la importancia que este factor de virulencia tiene en la patogenicidad
de C. jejuni, la movilidad de la misma fue analizada antes y después de la adicioén de
extractos de citricos y compuestos naturales comerciales. Al realizar las pruebas de
movilidad de C. jejuni sin tratamiento, se pudo apreciar una migraciéon de
aproximadamente 6 cm variando entre cepas, siendo las cepas NCTC11168 y NADC
5653 las mas moviles, mientras que la 238ip mostr6 una reducida movilidad y la 180ip
no presentd movilidad. Esta variabilidad en la movilidad de cada cepa se ha relacionado
con su virulencia (a mayor movilidad, mayor virulencia). Estas diferencias en
comportamiento se han atribuido a la co-regulacién de genes que son requeridos para la
movilidad, aunque no para el ensamble del flagelo y en los que varia la expresion
dependiendo de las cepas (Carrillo et al. 2004). Cuando agregamos concentraciones del
50 y 75% de la CMB de los extractos al medio, se aprecié una disminucién en
movilidad en todos los casos, la cual fluctu6é entre 59-14% dependiendo de la cepa.
Cuando adicionamos concentraciones del 25%, la movilidad se vio disminuida solo por
los compuestos naturales comerciales (en todos los casos) y el limén unicamente en el
caso de la cepa 238ip. Al analizar la expresion de genes flaA-B relacionados con el
flagelo y que son genes cruciales para la movilidad, al adicionar concentraciones de
extractos correspondientes al 75% de la CMB, pudimos observar una correlacion con la
reduccién de la expresion del gen, siendo significativa en todos los casos, mientras que
en la cepa NCTC 11168 y 180ip disminuy6 a niveles indetectables. Estos resultados van
de acuerdo a lo encontrado por algunos investigadores como Lee et al. (2009), quienes
encontraron una disminucién en la expresion de genes de E. coli O157H:7 que derivo

en reduccion de la movilidad al ser sometida a tratamientos subinhibitorios de EGCG.

Al realizar las pruebas de formacién de biopelicula, se pudo observar una
disminucién (P<0.05) en la formacién de biopelicula en aquellas cepas que fueron

sometidas a los diferentes tratamientos con extractos. De acuerdo a los estudios
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realizados por Kalmokoff et al. (2006), en donde se demostré que los niveles de
expresion de flaA y flaB eran cruciales para la patogénesis y jugaban un papel
importante en la formacién de biopelicula, podemos relacionar esta disminucién de la
biopelicula con la disminucién en los niveles de expresion de flaA-B, evidenciados con

los ensayos de qRT-PCR tiempo real realizado en este trabajo

La severidad de la infeccién por Campylobacter, ha sido correlacionada con el
grado de adherencia in vitro. Una gran variedad de estudios han demostrado la
importancia de la adherencia y sus factores de adhesion en el proceso de colonizacién
de Campylobacter (Dasti et al. 2010). Uno de los factores de adhesion mds importantes
es CadF (proteina de unién a fibronectina) que junto con otros factores como ciaB,
median la adhesion e invasion a células epiteliales. Es por ello que se considera a la
adhesion e invasion como factores importantes asociados a la patogenicidad y por lo
cual en el presente estudio se realizaron las pruebas pertinentes para determinar si los
tratamientos con extractos de citricos tenian alguna influencia en la capacidad de
adhesion e invasion a células HelLa. Al analizar los resultados obtenidos, se encontrd
variabilidad en la adhesion de la cepa 180ip presentando muy baja capacidad de
adhesion. Segin Dasti et al (2010), esto se puede atribuir a la variacién en la habilidad
de adhesion e invasion que presentan algunas cepas de Campylobacter, ademéas de que
se ha comprobado que cepas no mdviles, son incapaces de colonizar células epiteliales o

presentan una capacidad muy reducida en colonizacion (Guerry, 2007).

Segtn los resultados obtenidos, no hubo diferencia significativa en la capacidad
de adherencia para las bacterias tratadas con los extractos naturales y no tratadas, a
excepcion de la cepa 238ip, que en los tratamientos de naranja y cidra, presenté una
disminucién significativa en la capacidad de adhesion. Sin embargo y a pesar de que en
la mayoria de los casos la adherencia no se vio afectada por la influencia de los
extractos de citricos, al realizar el ensayo de invasién, se pudo observar una
disminucién significativa en todos los tratamientos comparados con el control no
tratado, a excepcion de la cepa 180ip que presentd niveles muy bajos de invasion sin
presentar diferencias significativas en los tratamientos.

Al realizar la correlacion de la expresion de genes cadF y ciaB relacionados a la

adhesion e invasion, se encontraron resultados muy variados, observando disminuciones
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significativas en la expresion de los mismos en todos los tratamientos en las cepas 238ip
y 180ip. Lo mismo fue observado en casi todos los tratamientos con excepcion del
tratamiento con extracto de cidra, al analizar la cepa 5653 y para la cepa NCTC 11168
la excepcion fue en el caso de la naranja agria. A pesar de que cadF mostrd baja
expresion en la mayoria de los casos, la adhesion no se afectd. Esto podria atribuirse a
la gran variedad de genes co-regulados, involucrados en la adhesién y que también
juegan un papel crucial en el primer contacto con la célula como es el caso de CapA
(autotransportador), PEB1 (proteina peripldsmica de adhesion, y JLpA (lipoproteina de
membrana) que pudiesen haber permanecido en niveles normales de expresion y de esta
manera contribuir en la capacidad de adhesion de las cepas evitando una disminucion en
la adhesion. Para el caso de ciaB se observo el caso contrario, ya que la capacidad de
invasion disminuyo en los tratamientos y aunque en la mayoria de los casos se presentd
una disminucién significativa en la expresion de este gen hubo algunos casos en los que
no.

La invasion esta mediada también por otros factores como LOS
(lipooligosacarido), y CPS (polisacarido capsular) que pudieron haber sido afectados
por los extractos y de esta forma derivar en una disminucién en la invasion a células
HeLa. Incluso, la disminucién de ambos genes ciaB y cadF observada en la mayoria de
los casos pudiesen representar un factor determinante en la disminucién de la invasion
encontrada en este estudio.

Es por ello que se requieren mds estudios moleculares en donde se establezcan
patrones de expresion genética antes y después de los tratamientos con extractos que

nos ayuden a elucidar el modo exacto de accién de los mismos.
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9. CONCLUSIONES
1.- Los extractos de C. medica, C. aurantium, C. limon 'y los compuestos naturales
comerciales citrol®K ultra, EGCG y 2(5H) furanona, mostraron un efecto inhibitorio del

crecimiento de las cepas de Campylobacter jejuni.

2.- Las CMB encontradas fueron 1.5-2.5 mg/ml para cidra, 2.75-3.25 mg/ml para
naranja, 1.3-2.25 mg/ml para limén, 87-125 pg/ml para EGCG, 150-310 pg/ml para
furanona y 0.3 -0.35 pg/ml para el citrol®K ultra.

3.- Los extractos de C. medica, C. aurantium, C. limon y los compuestos naturales
comerciales citrol®K ultra, EGCG y 2(5H) furanona reducen la movilidad de todas las

cepas de Campylobacter variando de 14-59%.
4.- Los extractos de C. medica, C. aurantium, C. limon y los compuestos naturales
comerciales citrol®K ultra, EGCG y 2(5H) furanona disminuyeron significativamente la

formacion de biopeliculas.

5. Los extractos de C. medica, C. aurantium, C. limon y los compuestos naturales

comerciales citrol®K ultra, EGCG y 2(5H) furanona afectaron la actividad AI-2.

6.- Los extractos de C. medica, C. aurantium, C. limon no afectaron la capacidad de

adhesion a células HeLa pero si disminuyeron la capacidad de invasion.

7.- Los extractos de C. medica, C. aurantium, C. limon, disminuyen la expresion de los

genes flaA-B, ciaB, cadF en la mayoria de los casos.
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