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RESUMEN

ABSTRACT

Varios grupos de Escherichia coli pueden causar en-
fermedades con alta mortalidad en el humano, facili-
tando esta capacidad por mecanismos bacterianos que
permiten su colonizacion y persistencia. Se han desa-
rrollado tratamientos para su control, sin embargo, de-
bido a su eficacia incompleta v a tendencias actuales,
se esta contemplando el uso de compuestos naturales
antimicrobianos. En este trabajo se estudio la actividad
del orégano mexicano, palo de Brasil y sus principa-
les componentes antimicrobianos sobre el crecimiento,
movilidad swarming, produccidn de biopeliculas y ex-
presion de genes de virulencia de E. coli enterohemo-
mragica, . coli enteroagregativa y E. coli shiga-toxigé-
nica EAEC O104:H4.

Palabras clave: E. cofi, biopelicula, swarming, facto-
res de virulencia E. cofi O104:H4.

Las enfermedades trasmitidas por el consumo de ali-
mentos contaminados representan un aspecto de interés
global. Cada afio la cepa E. coli O157:H7 de patotipo
enterohemorragico (EHEC) es responsable de 3,268
hospitalizaciones tan solo en los Estados Unidos, algu-
nos de estos desencadenando complicaciones severas y
alrededor de 0.5% de los casos resultan en la muerte del
paciente (Fouladkhah et al., 2013). La patogenesis del
serotipo O157:H7 es debida a la produccion de facto-
res de virulencia especificos como la proteina ntimina,
la cual media la adherencia de la bacteria al intestino
{Melton-Celsa, 2014), y la toxina Shiga (Law, 2000)
que inhibe la sintesis de proteinas desencadenando la
muerte celular. Adicionalmente, algunos mecanismos
fisiologicos como la movilidad tipo swarming y la for-
macion de biopelicula ayudan a la colonizacidon y per-
sistencia en diferentes ambientes (Garcia-Heredia et
al, 2013).
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Several groups of Escherichia coli may cause diseas-
es with high mortality in human beings faciliating this
capacity by baterial mechanisms which allow its set-
tlement persistence. Its been developed treatments for
its management, nevertheless due to its incomplete ef-
Jectiveness and current tendencies, the use of natural
antimicrobials compoundsare being contemplated. This
work studies the activity of mexican oregano, nrazil-
ian rosewood and its main antimicrobials compounds
about growth, swarming movement, biofilm production
and virulence genes expression of enterohemorrhagic
E. coli, enteroaggregative E. coli and Shiga-taxin L.
coli EAEC 0104:H4.

Keywords: E. coli, biofilm, swarming, virulence factors
E.coli 0104:H4.

Recientemente otro serotipo de E. cofi, el O104:H4
(EAEC 0O104:H4), ha emergido como un problema se-
rio de salud publica. Esta cepa pertenece al patotipo en-
teroagregativo (EAEC), capaz de adherirse a las células
epiteliales por medio de una fimbria de adherencia lla-
mada AAF (Boisen et al., 2014); sin embargo, esta cepa
presenta la particularidad de también producir Shiga to-
xina (Stx2), que es caracteristica del patotipo EHEC.
Hsta combinacion de propiedades virulentas, aunado al
amplio espectro de resistencia a antibidticos que pre-
senta, produjo cuadros severos en 2011, resultando en
mas de 800 casos de sindrome urémico hemolitico y 53
decesos (Guy et al, 2013).

La terapia con varios antibioticos no siempre esta
recomendada en infecciones producidas por E. coli
(Bielaszewska et al., 2012), por lo que prevenir o mini-
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mizar la contaminacidn por esta bacteria es la primera
opcion para reducir el riesgo de enfermedades en la po-
blacion. Por la variabilidad de flora vegetal existente,
la inmensidad de compuestos asociados y la aceptacién
publica de los productos naturales, resulta importante
determinar la factibilidad de uso de productos naturales
para controlar de manera efectiva a estas bacterias. Los
extractos de la planta Haematoxylon brassiletio (Hb),
comunmente conocida como palo de Brasil, han mos-
trado actividad contra el crecimiento, la produccidn
de la toxina Shiga y la adhesion de EHEC O157:H7
a células HeLa (Heredia et al., 2005), en donde se ha
establecido que los neoflavonoides (brasilina y he-
matoxiling) tienen gran actividad antimicrobiana (Ri-
vero-Ruiz, 2008). De igual forma, los extractos de la
planta Lippia graveolens Kunth (synon. L. berlandieri
Schauer), conocida como orégano mexicano, han mos-
trado inhibicion del crecimiento contra bacterias y hon-
gos de interés alimentario (Avila-Sosa ef al, 2010). Las
propiedades antimicrobianas de este extracto han sido
atribuidas principalmente a los aceites esenciales timol
y carvacrol (Quintanilla-Licea et al., 2014).

Aunque algunos de estos compuestos de plantas han
mostrado tener actividad anti E. coli O157:H7 (Orue et
al., 2013; Kim et al, 2011), la vanabilidad fisiologi-
ca entre cepas impide predecir su efecto en otras, y no
existen estudios sobre el efecto en cepas EAEC, inclu-
yendo a la altamente patdgena EAEC O104:H4.

METODOLOGIA

Antimicrobianos naturales

Las hojas de orégano y de corteza de Hb se obtuvieron
de mercados locales y se realizaron extractos etandlicos
(100 g de material vegetal molido y seco con 500 ml
de etanol a 96%). L.os extractos se maceraron a tempe-
ratura ambiente por 24 a 48 h y se filtraron con papel
Whatman no. 1. Despues, las muestras se depositaron
en platos de vidrio para evaporar el etanol y los extrac-
tos secos se resuspendieron en una pequefia cantidad
de etanol a 96% y almacenaron a 4°C en frascos ambar.
Una alicuota se utilizo para determinar el peso seco.

Los compuestos carvacrol y brasilina se adquirieron
comercialmente. El antibiotico rifaximina y el citral se
usaron como controles y se adquirieron comercialmen-
te. La brasilina, carvacrol v citral fueron disueltos en
agua destilada (Somolinos et al., 2009), en tanto que
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la rifaximina se disolvio en etanol a 96%. Todas las so-
luciones se almacenaron a 4°C en frascos ambar hasta
Su uso.

Cepas bacterianas

En este trabajo se utilizaron la cepa EHEC seroti-
po O157:H7 (ATCC 43894), EAEC 042 (serotipo
044:H18) y la cepa EAEC serotipo O104:H4. Una ali-
cuota se transfirié a tubos con 5 ml de caldo Mueller
Hinton (MH,) o caldo Luria Bertam (L.B) y se incuba-
ron a 37°C/24 h.

Determinacion de la concentracion
minima bactericida (CMB)

La CMB se determino por el método de microdilucion
{Garcia-Heredia ef al, 2016). Brevemente, pocillos de
microplacas estériles de 96 pozos se llenaron con 100
ul de caldo MH 2X adicionando 100 pl de diferentes
concentraciones de los compuestos a probar. Cada po-
cillo fue noculado con 20 pl de la suspension bacte-
riana (2 x 10° UFC) y se incubaron a 37°C/24 h. Una
alicuota de cada pocillo se sembro por estria sobre pla-
cas con agar MH, y se incubaron a 37°C/24 h. La CMB
se establecio como la concentracién mas baja que no
permitio crecimiento visible en las placas de agar MH.

Efecto de los compuestos o extractos
sobre la movilidad tipo swarming

La movilidad tipo swarming se determind por el mé-
todo descrito por Lai ef al (2009) con algunas modifi-
caciones. Brevemente, 5 pl de los cultivos bacterianos
{1 x 107 CFU/mI) se inocularon en el centro cajas Petri
con agar LB suave (0.35% agar) adicionado con con-
centraciones de los compuestos a probar y se incubaron
a437°/24 h. La magnitud de la movilidad tipo swanming
se baso en la distancia de migracion a partir del centro
de la placa (Garcia-Heredia ef al., 2016).

Formacién de biopelicula

La formacion de biopelicula fue estudiado por el mé-
todo de Yadav et al (2015). Placas de microtitulacion
estériles se llenaron con 200 pl de caldo LB con glu-
cosa a 0.2%, citrato de sodio a 1% (promotores de la
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formacion de biopelicula) y los compuestos a analizar.
Cada pocillo se inoculd con 20 ul de la cepa activada
{1 x 10° UFC) vy la placa se incubd a 37°C/24 h. Des-
pués de medir la absorbancia (630 nm) de cada pocillo,
los sobrenadantes se eliminaron y los pocillos se lava-
ron con agua destilada estéril y se secaron al aire. Las
bacterias que permanecieron en los pocillos se tifieron
con 200 ul de cristal violeta a 0.1% (CV) e incubaron a
37°C/15 min. Después, las placas se lavaron con agua
destilada para finalmente afiadir 200 pl de etanol a 96%
a fin de disolver el CV dentro de la matriz de la biopeli-
cula. Después de 5 min de incubacion a 37°C, se midid
la absorbancia (570 nm) a cada pocillo.

El indice de formacién de biopelicula (BFI por sus
siglas en inglés) se calculd con la siguiente formula:

BFI = (AB - CW)/G

donde AB corresponde a la absorbancia de las bacterias
pegadas tefiidas, CW es la absorbancia de los controles
tefiidos (con los compuestos a analizar) vy G es la absor-
bancia de la bacteria que se encontraba en suspension.
Los valores de BFI =1.10 se interpretaron como una
biopelicula fuerte, de 0.70 a 1.09 como una biopelicula
moderada, de 0.35 a 0.69 como una biopelicula débil y
<0.35 no formacion de biopelicula (Garcia-Heredia et
al., 2013).

Analisis de la expresiéon génica

Las bacterias se cultivaron toda la noche a 37°C y una
alicuota (400 ul) se inoculd en tubos con 4 ml de cal-
do LB conteniendo los compuestos a probar a varias
concentraciones. Los tubos se incubaron a 37°C/3 hen
agitacion. Inmediatamente después el ARN se extrajoy
purificé usando el sistema Isolate IT RNA Minmi Kit y la
integridad del ARN obtenido se determind mediante un
espectrofotometro UV-Vis. E1 ADNc se sintetizo usan-
do el sistema 1Script™ ¢DNA Synthesis. Finalmente,
se llevd a cabo la reaccion de PCR de tiempo real utili-
zando el sistema iQ) SYBR Green Supermix. Los inicia-
dores utilizados incluyeron, para el gen pic (mediador
de colonizacion, presente en O104:H4 y 042; Safadi,
et al., 2012), aggR (regulador maestro del plasmido
de adherencia agregativa, presente en O104:H4 y 042;
Safadi, et al, 2012), rpoS (relacionado al estrés, pre-
sente en las tres cepas analizadas; Liu, et al, 2010),
Stx2 (Sigatoxing, presente en O157:H7 y O104:H4;
Safadi, et al, 2012). El gliceraldehydo-3-fosfato deshi-
drogenasa (GAPDH), un gen constitutivo, fue utiliza-
do como normalizador y las bacterias sin tratamientos
se usaron como controles ¥ como niveles basales para
comparar la expresion genica.
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Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron al menos dos veces
cada uno por duplicado o triplicado. La comparacion
entre tratamientos se analizd por la prueba Fisher LSD
usando el paquete computacional GraphPad Prism ver-

s10n 6.¢ for IOX. El nivel de significancia utilizado fue
de 95%.

RESULTADOS

CMB de los extractos y compuestos

Todos los extractos y compuestos analizados mostraron
actividad antimicrobiana contra todas las cepas anali-
zadas (tabla ). El carvacrol mostrd la mayor actividad
antimicrobiana, resultando valores de CMDB similares a
los mostrados por la rifaximina {control positivo), se-
guido de orégano, brasilina y Hb. No se encontraron
diferencias significativas (P<0.05) en las CMB de cada
extracto o compuesto (orégano, carvacrol, brasilina, ci-
tral y rifaximina) entre las cepas analizadas.

Efecto en la movilidad tipo swarming

Se observo mucha variabilidad en la movilidad tipo
swarming por las tres cepas analizadas, cuando se pu-
sieron en contacto con los diferentes extractos v com-
puestos. De manera muy interesante, la cepa EAEC
0104:H4 mostrd un comportamiento mas parecido al
mostrado por la EHEC O157:H7 en algunos tratamien-
tos, en otros {ue semejante al de la cepa EAEC 042, y
en ocasiones totalmente diferentes a las anteriores (ta-
bla IT). El orégano a sus diferentes concentraciones re-
dujo la movilidad tipo swarming de 7 a 39% en las ce-
pas analizadas. Sin embargo, de manera sorpresiva, el
carvacrol promovio la movilidad en EHEC O157:H7y
EAEC 042, pero la redyjo, aunque de manera muy leve,
en la cepa EAEC O104:H4. En el caso de los extractos
de Hb, las cepas EHEC O157:H7 v EAEC 042 dismi-
nuyeron el swarming en niveles arriba de 90%, en tanto
que de entre 40y 50% para la cepa EAEC O104:H4. Por
su parte, la brasilina redujo este tipo de movilidad en
49% para EHEC O157:H7, 63% en EAEC 042 y 77%
en EAEC O104:H4. Ademas, el citral también provocd
reduccidn de la movilidad de 5 a 49% dependiendo de
la cepa, mientras que la mayoria de las concentraciones
de nifaximina utilizadas provocaron reducciones que
fueron entre 75 a 100%, con excepcion de cuando se
agregd 25% de la CMB en EAEC O104:H4, que solo
mostré una reduccion de la movilidad de 26%.
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Formacion de biopelicula

Como en el caso de la movilidad swarming, se observd
alta variabilidad en el BFI cuando las células se trataron
con los extractos o compuestos (tabla IIT). Se obser-
vd disminucidn del BFI (de 32 a 41%) en EAEC 042
por orégano y carvacrol a 75% de la CMB. Hb pro-
vocod una disminucion (29 a 82%, P<0.05) del BFI en
todas las cepas estudiadas, y la brasilina produjo una
disminucion del BFI (538 y 64%) en EHEC O157:H7
y EAEC 042, respectivamente. Citral redujo (40%) el
BFI en EHEC O157:H7 cuando se le agregd 75% de la

CMB y en EAEC 042 en todas las concentraciones pro-
badas. De manera general, la formacion de biopelicula
por EAEC 042 se redyjo al agregar la mayoria de los
extractos/compuestos analizados. Es importante men-
cionar que al aplicar 25% de sus CMBs, el orégano y el
carvacrol incrementaron casi al doble el BFI de E. coli
O157:H7, y que la brasilina y el citral incrementaron el
BFI (46 y 53%, respectivamente) en EAEC 0104 H4.
Ademas, la rifaximina indujo el BFI cuando se agregd
a concentraciones correspondientes a 50 y 75% de la
CMB de EHEC O157:H7 y a 75% de la CMB en EAEC
0104:H4.

Tablal. Concentracién minima bactericida (CMB, mg/ml) de extractos naturales y compuestos para el crecimiento de tres serotipos de E. coli.

CMB (mg ml-1)

Serotipo

Orégano Carvacrol Hb Brasilina Citral Rifaximina
(E)I]{SE,/(;H?, 03=£0.02¢ 0080028 7605 23+£012 0.15+£0.05 0.08+0.022
E?ELEH4 03+0.01* 0.08+0.03> 72+03>" 224+02° 0.12+0.04% 0.09+0.02°
ﬁszC 0.4+0.02¢  0.1£0.04 81=+01¢ 23+0.1° 0.20+ 00 0.07 £0.022

+: Desviacion estandar. Diferentes letras entre los serotipos de E. coli indican diferencias significativas cuando se compararon los extractos de

manera independiente.

Tabla Il. Porcentaje de reduccion de la movilidad swarming en tres serotipos de E. coli por el efecto de extractos y compuestos. Un control

negativo sin ninglin compuesto o extracto sirvié como referencia.

Orégano Carvacrol ITh Brasilina Citral Rufwaumn
Serotipo % CMB a
% de reduccion de la movilidad tipo swarming
75% 36.3+53%  58.17+550 91.7+20 582+6.60 152430 92.6 492
EHEC 0 : a " 2 a a a . a 5 a
0157:H7 50% 342+72 48.2+4.6 91713 485+ 6 26606 75021
25% 33 +4.6° 385+ 60 91+ 12 43563 11.3=5  B80.8+0.9°
75% 395+ 5 143 £3b 52.6 4P 7934 452+457 96870
FAFC 0 Sa b 5 b b b o
0104:H4 50% 37.1L5 132135 453146 77.7L1% 475156 10010
25% 3635 8.7+3b 44 + 4.4b 76.7 +3b 37.6+6° 264+6.8°
75% 347 L5° -124 135 933105 96415 49155 95516.2¢
LG 50% 144430 1864345 931406 S45436° 5642 9574850
25% 7230 -133x 4 918+ 05 41.0+45 355=x6" 887=x41°c

+: Desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05). La comparacién fue llevada a cabo entre la misma con-
centracion subinhibitoria de la CMB con las cepas de E. coli analizadas por cada extracto o compuesto utilizado. *Valores negativos indican el

porcentaje de promocion de la movilidad tipo swarming.
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Tabla III. Efecto de extractos o compuestos (a concentraciones correspondientes al 25, 50 v 75% de la CMB) en la formacion de biopelicula
por tres serotipos de E. cofi. Un control negativo, sin compuesto o extracto sirvidé como referencia.

Rifaximina

Cepa Control* % CMB  Orégano Carvacrol Hh Brasilina Citral
indice de Formacion de Biopelicula (BFI)
R 75% 1.5+£03%  [.1+0.1> 07+0.1"™ 06+01™ 085+02% 28+0.5" |
O157.H7 1.4+022 50% 1.2=01* 15+£04* 1.0+£02% 15+£04% 1.1+£0.45 54 2%
25% 284+04™ 27+02% 094+03" 1.1+0.2° 1.6 +0.40 1.6 +0.38
EAEC 75% 1804 13403+ 04+£02% 24047 12020 234+04%
0104:H4 1.5=0.22 50% 27+03%  1.0+04" 05+037 1.4+0.32 1.8 +0.3b 1.5+0.1?
25% 1.94£03" 1.2+03> 08+03"™ 22+£03%" 23+£03% 14=04
BABE 75% 13+04% 13403 04402 08+03"™ 08+03" 21+03b
042 221020 30% 2105 1.5£04™ 06+£02% 17+02% 04£02% 26=0.5°
25% 27£01* 15403 1.0+£03% 244020 13+£04% 07+£01%

*Tratamientos cuyo BFI difiere con el control (P<0.05). £: Desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).
La comparacién se realizd entre la misma concentracién subinhibitoria de la CMB con las cepas de E. colfi analizadas por cada extracto o

compuesto utilizado.

TablaIV. Niveles de expresion de genesrelacionados con la virulencia de cepas de E. cofi después de la adicion del 75% de 1a CMB de extractos

0 compuestos naturales.

Niveles de expresion de genes involucrados en procesos de virulencia

Copa ey - . —
) Orégano Carvacrol Hb Brasilina Citral Rifaximina
EHEC  SB2 0762015 05015 00352001  13+025 015008 05202
OLSTIT  os 174020 13+030 0.3 +0.10 1.9+ 0.4 044020 1.6+ 0.4
So2  04£0.1°  13+0.0% 00100040  1.4%0.3 03002 04010
EAEC  dggR  0.6+020 1403 1202 12405 0.4+ 0.2° 1.8+ 0.4
O104:H% pie 07+030 18205  1.5+05 2.1+0.6° 0.4+20 15=0.6°
oS 17060 19+05  0.9+£04b 0.8+ 030 0.6 % 0.28 24038
aggR 1.4+ 0.5 1.1 4+0.5 55+1.3b 1.4+ 0.52 1.6+0.5b 53+1b
Eg‘fzc Pic  02+008 02+£003  05+£02>  02£007  0.03+£0005 0.5=0.2b
poS  04+02°  06+£02° 07+ 03  08+02° 05+ 03  0.6+03

+: Desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05). Las comparaciones s¢ llevaron entre el mismo gen de las

cepas analizadas por cada extracto o compuesto utilizado.

Expresion de genes

Se analizo la influencia de los extractos o compuestos a
una concentracion equivalente a 75% de la CMB en la
expresion de tres genes de virulencia y el factor rpoS en
las cepas, encontrandose que el efecto fue cepa y com-
puesto dependiente v no siguieron un patrén consis-
tente en las cepas EHEC O157:H7 y EAEC O104:H4.
Solamente en el caso de la cepa EAEC042 se observo
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un patron constante en el que se disminuia la expresion
de los genes pic y rpoS, ¥ un incremento del regulador
maestro aggR (tabla IV) en la mayoria de los tratamien-
tos al comparase con el control. La expresion del gen
Stx2 en EHEC O157:H7 y EAEC O104:H4, disminuy¢
de 34% a 96%, al exponerse a los compuestos o ex-
tractos analizados. Sin embargo, la brasilina incremen-
to su expresion (entre 30 y 40%) en las dos cepas, en
tanto que el carvacrol solo lo hizo en la cepa EAEC
0104:H4.
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Lamayoria de los extractos incrementaron la expre-
sion del regulador maestro aggR en EAEC O104:H4,
con excepeidn de orégano y citral que redujeron su ex-
presion entre 40 y 60%. En el caso de la cepa EAEC
042, este gen se sobreexpreso de 10 a 550% con los
extractos o compuestos agregados cuando se compard
con el control. El gen pic, presente en las cepas EAEC,
se sobreexpreso entre 20 v 110% con todos los extrac-
tos o compuestos agregados en EAEC O104:H4, con
excepeidn de orégano y citral que incrementaron la ex-
presion del gen entre 30 v 60%. Por el otro lado, la ex-
presion del gen pic se redujo entre 50 a 97% al agregar
los tratamientos a la cepa EAEC 042.

La expresion de rpoS se incrementd en EHEC
O157:H7 con orégano, carvacrol y rifaximina, pero se
redujo por Hb y citral. La brasilina incremento la ex-
presion de este gen en EAEC O104:H4. De manera in-
teresante, todos los extractos y compuestos redujeron la
expresion (20 a 60%) de EAEC 042 cuando se compard
con el control (tabla I'V).

DISCUSION

Numerosas plantas comestibles v sus compuestos pu-
rificados han mostrado tener actividad antimicrobiana
que puede deberse a mecanismos diversos, como la
ruptura de la membrana celular, incremento en la per-
meabilidad membranal, disminucion del pH intracelu-
lar, hiperpolarizaion de la membrana celular, disminu-
cion del nivel intracelular de ATE, etcétera (Sanchez et
al, 2010). Se ha determinado que el carvacrol tiene la
capacidad de umirse al ADN (Nafisi e al., 2004), sugi-
riendo que la formacion de complejos de ADN puede
ser un mecanismo para las interacciones antimicrobia-
no-ADN.

En este estudio, los compuestos aislados carvacrol
y brasilina demostraron tener una mayor actividad bac-
tericida en comparacion con los extractos completos de
orégano v Hb, respectivamente. Estas observaciones
son consistentes con estudios previos que han sefiala-
do que el carvacrol presenta mayor efecto bactericida
cuando se compara con extractos de orégano. Se piensa
que la actividad antimicrobiana es debida a la interac-
c16n del compuesto con la bicapa lipidica de la mem-
brana celular, provocando perdida de la integridad y
como consecuencia fuga del material celular (Nostro
et al, 2007).

Se ha reportado actividad antimicrobiana del citral
contra E. coli {Somolinos ef al., 2009}, y en este trabajo
también se encontrd que posee actividad contra cepas
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patogenas de E. coli. En este estudio también confirma-
mos la actividad antimicrobiana de la rifaximina con-
tra E. coli, tal como habia sido reportado previamente
(Hopkins et al, 2014).

En este estudio, casi todos los tratamientos reduje-
ron la movilidad tipo swarming en las cepas de E. coli
analizadas, sin embargo, contrario a nuestras expec-
tativas, el carvacrol la promovié en EHEC O157:H7
y EAEC 042, pero no en EAEC 0104:H4. Entre las
posibles causas de estos resultados estan variaciones
fisiologicas v morfologicas de los aislados y a la vez
la accion de los diferentes antimicrobianos naturales.
Estudios previos han sefialado que el carvacrol puede
reducir la movilidad de Salmonella Typhimurium (Van
Alphen et al, 2012). Ademas, esta establecido que las
células nadadoras tienen gran actividad metabolica v,
como consecuencia, pudieran desplegar un fenotipo re-
sistente contra antimicrobianos (Lai ef al., 2009). Mas
aun, se ha establecido que B. cereus tiene la capacidad
de adaptarse a concentraciones subletales de carvacrol
debido a vaniaciones en sus acidos grasos, disminuyen-
do la fluidez de la membrana (Ultee et al, 2000). Se
ha reportado que el citral es capaz de causar dafios su-
bletales a células de E. coli (Somolinos et al, 2009);
sin embargo, las células se pueden recobrar mediante la
sintesis de lipidos, requiriendo para esto grandes canti-
dades de energia que, en un momento dado, pudieran
afectar el desarrollo de células hiper flageladas, y como
consecuencia, reducir la movilidad tipo swarming.

El efecto observado de los compuestos utilizados
en la produccion de biopelicula variod grandemente en-
tre las cepas y los compuestos probados. Villegas et al.
(2015) han reportado que la rifaximina a concentracio-
nes de 0.032mg/ml v 32 mg/ml disminuyeron la forma-
c¢16n de biopelicula en algunas cepas STEC. En nuestro
estudio, la concentracion mas baja de rifaxaimina que
utilizamos (25% de la CMB) fue capaz de provocar una
reduccion de la biopelicula en la cepa EAEC042. Sin
embargo, a 75% de la CMB, contrario a lo esperado,
promovio su desarrollo en EHEC O157:H7 v EAEC
0104:H4, dando muestras de las diferencias entre se-
rotipos.

Abajas concentraciones (25% de la CMB) de oréga-
no, carvacrol, brasilina y citral se produjo un incremen-
to en la formacion de biopelicula en EHEC O157:H7
y EAEC 0104:H4. Previamente se ha reportado que a
concentraciones subletales de antibidticos se puede in-
ducir la formacion de biopelicula en algunas bacterias.
Esto se debe a una respuesta de proteccion que inducen
alteraciones a nivel del monofosfato ciclico de digua-
nosina (Hoffman et al, 2005).

1



Es de suma mimportancia indicar que la mayoria de
los compuestos analizados en este estudio disminu-
yeron la expresion del gen Stx2 en EHEC O157:H7
y EAEC O104:H4. Estos compuestos se suman a la
rifaximina que disminuye la induccidén de Stx2 y ha
sido usada para el tratamiento de brotes de enfermedad
{Bielaszewska et al 2012).

Los productos codificados por el gen rpoS pueden
funcionar como represores de la movilidad tipo swar-
ming en Serratia sp. (Wilf vy Salmond, 2012), por lo
que en este trabajo examinamos si existia una relacion
entre la expresion de rpoS, movilidad tipo swarming y
formacion de biopelicula por efecto de los compues-
tos utilizados. Para el caso de EHECO157:H7. la ex-
presion de rpoS se incrementé por la mayoria de los
compuestos analizados, con excepcion de Hb y citral,
sin embargo, la movilidad se redujo con la mayoria de
los compuestos, menos con carvacrol; por lo que el in-
cremento en la expresion de rpoS no se correlaciond
con la disminucion de swarming. De manera similar,
la formacion de biopelicula se redujo con Hb, brasilina
y citral, pero increment6 con rifaximina, por lo que no
existio una relacion entre los compuestos analizados, la
expresion de rpoS y la formacion de biopelicula.

Cuando estudiamos la cepa EAEC O104:H4, 1a ex-
presion de rpoS se incrementd por orégano, carvacrol y
rifaximina, pero se redujo al afiadir Hb y brasilina. Mas
aun, la movilidad tipo swarming se redujo en todos los
tratamientos, pero la produccion de biopelicula solo se
disminuyd con Hb y se incrementd con rifaximina. La
expresion de rpoS se redujo con todos los tratamientos
en EAEC 042, en tanto que la biopelicula se redujo ono
se afectd y la movilidad tipo swarming disminuyd con
todos los tratamientos menos carvacrol. Con base enlo
anterior, no existid una relacion clara entre la expresion
del gen rpoS y los parametros analizados en este estu-
dio en las cepas EAEC analizadas.

Una observacion interesante en este estudio fue
que en EAEC O104:H4 los niveles de expresion de
pic v rpoS fueron variables, mientras que en la cepa
EAEC 042, la expresion de ambos genes fue suprimida
al agregar los compuestos o extractos analizados. Esta
observacion indica que, aungue ambas son cepas perte-
necientes al patotipo enteroagregativo (EAEC), exasten
diferencias en su regulacion génica, sugiriendo que la
respuesta mostrada a los antimicrobianos, ademas de
ser dependientes del compuesto, lo es de las variacio-
nes entre las cepas. Adicionalmente, se demostro que
existen grandes variaciones en la expresion de genes
cuando se utilizaron extractos crudos y sus compuestos
mayoritarios. Estas diferencias pueden deberse a la pre-
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sencia de compuestos no identificados en los extractos
crudos que pueden modificar su actividad (Avila-Sosa
etal., 2010).
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