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RESUMEN

Las infecciones ocasionadas por Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli suelen
ser de dificil tratamiento debido al aumento de la multirresistencia a antibiéticos
(MDR) y a la capacidad para formar biofilms entre cepas de dichas especies. Esta
tesis doctoral investigd la actividad antibiofilm del monoterpeno 1,8-cineol (1,8-C)
contra aislados clinicos de K. pneumoniae y E. coli MDR y productores de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Se demostré que el compuesto
reduce significativamente la viabilidad de las células del biofilm (descenso superior
a 3 Log UFC/cm? en la mayoria de los aislados estudiados). El tratamiento éptimo
se logro con 1% (v/v) de 1,8-C durante 1 hora a 37°C. Es de destacar la capacidad
del fitoquimico para matar bacterias tanto en capas superficiales como en capas
basales del biofilm, en ambas especies investigadas. Ademas, el compuesto
disminuyé la biomasa del biofilm (38-65%) y la densidad de su matriz (28-50%).
Habiendo observado que en E. coli la celulosa y las proteinas son importantes
para la estabilidad de los biofiims, se exploré6 el mecanismo del 1,8-C para
disgregar el biofilm. Se investigoé si la liberacion de enzimas hidroliticas luego de
la muerte celular causada por el compuesto estaba involucrada en dicho efecto.
En este sentido, el tratamiento con 1,8-C a temperaturas inferiores a 20°C no
redujo la biomasa del biofilm, aunque la capacidad del compuesto de
permeabilizar la membrana bacteriana se mantuvo intacta. Ademas, se evidencio
un alto porcentaje de identidad en glicosil hidrolasas (entre ellas, celulasa) y
diversas proteasas periplasmaticas y citoplasmaticas (96,3-99,6%) en aislados
uropatogénicos de E. coli, mediante analisis in silico. Estos resultados apoyan la
hipétesis de un mecanismo en etapas, en donde en la primera etapa el 1,8-C
penetra a través del biofim y permeabiliza las membranas bacterianas.
Posteriormente, la liberacién al medio extracelular de enzimas hidroliticas serian
las responsables de degradar componentes de la matriz del biofilm induciendo
pérdida de densidad y reduccion de su biomasa. En conjunto, nuestros resultados
sugieren que el 1,8-C es un candidato prometedor como un nuevo agente
antibiofilm tanto contra cepas de K. pneumoniae y E. coli MDR-BLEE dada su

capacidad para alterar la estructura y destruir las células dentro del biofilm.
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1. INTRODUCCION

1.1. Las bacterias multirresistentes a antibiéticos en el ambito de la salud

El ser humano ha utilizado plantas y hongos para tratar enfermedades desde hace
milenios. Un hallazgo revolucionario dentro del campo de la salud fue el
descubrimiento del primer antibiético, la penicilina a partir del hongo Penicillium
notatum por Alexander Fleming en 1928. Asi comenzoé la era de los antibidticos
para el tratamiento de las infecciones bacterianas en el uso clinico, uno de los
avances médicos mas importantes del siglo XX (Hutchings et al., 2019).

La resistencia a la penicilina comenz6 en 1947, soélo cuatro afios después de su
produccion en masa, situacion que desencadend la busqueda de nuevas clases
de antibiéticos (Alvarez-Martinez et al., 2020). La capacidad de las bacterias para
adaptarse rapidamente a condiciones adversas, como la presencia de antibidticos,
ha desencadenado la propagacion de patégenos farmacorresistentes que han
adquirido nuevos mecanismos de resistencia para la mayoria de las familias de
antibidticos actuales, hecho que compromete la capacidad para tratar infecciones

comunes en la clinica (Figura 1).

Fenicoles Fluoroquinolonas

Carbapenems
Sulfonamidas Aminoglucésidos Oxazolidinonas
Descubrimiento - —
Penicilinas Macrélidos Lipopéptidos
® o ® e [ . J ® e ® e >

1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Identificacion
de la Resistencia

Figura 1. Descubrimiento de antibiéticos y tiempo transcurrido hasta la aparicion de
resistencia (adaptado y modificado de Alvarez-Martinez et al., 2020).
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Se consideran diversas causas asociadas al incremento de la resistencia
bacteriana a los antibidticos, entre ellas: 1) la prescripcion demasiado frecuente de
antibidticos de amplio espectro en lugar de antibiéticos especificos seleccionados
mediante un diagndstico mas preciso (Cizman y Srovin, 2018); 2) uso inadecuado
por parte del paciente, al no respetar la dosis o la duracidon del tratamiento,
permitiendo que algunas bacterias sobrevivan y se vuelvan resistentes asi como la
constante presion selectiva hacia los antimicrobianos existentes entre diferentes
cepas bacterianas (Cizman y Srovin, 2018) y 3) la transferencia horizontal de
genes de resistencias (Daubin y SzOllési, 2016). Por otro lado, la falta de
desarrollo de nuevos antibidticos ha creado un escenario en el cual las infecciones
comunes podrian volverse nuevamente letales debido a la ineficacia de los
antimicrobianos disponibles (Lewis, 2020). En este escenario la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) considera la resistencia antimicrobiana como una de
las mayores amenazas para la salud mundial y estimé que las muertes por
enfermedades asociadas a las resistencias antibidticas en 2050 rondaran las 10

millones de personas (OMS, 2019) (Figura 2).

Enfermedades cardiovasculares 17,65 '
A
Enfermedades respiratorias m J J
Diabetes, enfermedades de la v
sangre y endocrinas m c’r

Infecciones respiratorias inferiores 2,57 @

Resistencia antimicrobiana 10 millones para 2050 _.

Figura 2. Namero de muertes causadas por diversas patologias. Principales causas
de muerte en el mundo en 2016 (barras azules) y prondstico para las muertes
relacionadas con la resistencia antimicrobiana en 2050 (barra roja) (adaptado de
Alvarez-Martinez et al., 2020).
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Al presente, la tasa de crecimiento de la resistencia bacteriana supera a la
creacion de nuevos antibidticos. Dado que la resistencia a los antimicrobianos es
un problema complejo que requiere un enfoque multidisciplinario, la OMS ha
recomendado incentivar la inversion en proyectos de investigacion y desarrollo de
nuevos medicamentos antimicrobianos, vacunas y medios de diagndstico para
poder hacer frente a dicha amenaza en el campo de la salud (OMS, 2023). Dentro
de la busqueda de nuevas opciones se encuentran entre otras: vacunas,
fagoterapia y peptidos antimicrobianos los cuales se usan de manera preventiva o
como adyuvantes (Roncevic et al., 2019; Hatfull et al., 2022).

Ademas, como fuente de nuevos antimicrobianos para combatir diversas
enfermedades infecciosas hay un renovado interés por el estudio de compuestos
de origen vegetal que presentan actividad antibidtica (Li et al., 2019%). Los
vegetales, los cuales representan el 80% de la biomasa terrestre, constituyen una
rica fuente de compuestos bioactivos, entre ellos, un arsenal diverso de
metabolitos secundarios (Bar-On et al., 2018; Silva et al., 2023).

1.2. El biofilm como factor de incremento de la tolerancia/resistencia a los

antibioticos

1.2.1. Generalidades de los biofilms

Uno de los mayores avances en microbiologia, realizado en los ultimos 50 arios,
ha sido el conocimiento sobre el crecimiento y el desarrollo de microorganismos
sobre diferentes superficies en la forma de complejas estructuras denominadas
biofilms (Costerton et al., 1995) Los biofiims son agregados de poblaciones
homogéneas o heterogéneas de microorganismos que se encuentran embebidos
en una matriz autoproducida de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que
se adhieren entre si y/o a una superficie bidtica o abidtica.

Actualmente se sabe que en el 70% de las infecciones microbianas humanas las
bacterias se encuentran en forma de biofiilms y en general se asocian con

infecciones persistentes tales como heridas cronicas no cicatrizantes,
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endocarditis, periodontitis, rinosinusitis quistica, fibrosis, meningitis, osteomielitis,
infecciones renales, protesis e infecciones relacionadas con dispositivos
implantables (Sharma et al., 2023). También los biofilms son responsables de la
contaminacion del agua utilizada en la industria (Flemming et al., 2011), el
deterioro de la calidad del agua potable (Wingender & Flemming, 2011) y corrosion

influenciada por microorganismos (Little & Lee, 2014).

1.2.2. Etapas de desarrollo del biofilm

La formacién de biofiims es un proceso dinamico y complejo influenciado por
factores de diferente tipo (por ejemplo, quimicos y biolégicos) y en el cual se
pueden identificar diversas etapas (Figura 3).

En una primera etapa hay una adhesién reversible de las células bacterianas a la
superficie (ya sea bidtica o abidtica) a través de interacciones inespecificas que
implica interacciones fisicoquimicas atractivas y repulsivas entre las bacterias y la
superficie (Veerachamy et al., 2014; Maikranz et al., 2020). Dichas interacciones
se ven fortalecidas mediante apéndices bacterianos como flagelos, pili y fimbrias
(Gupta et al., 2015; Vani et al., 2023). La adhesion inicial es transitoria y facilmente
reversible (Veerachamy et al., 2014), pero una vez que las fuerzas de adhesién a
la superficie superan a las fuerzas de repulsion, comienza una segunda etapa de
anclaje o adhesion irreversible donde hay una union mediada por adhesinas de
superficie que varian segun el tipo de bacteria (Sharma et al., 2023). La tercera
etapa consiste en la multiplicacion y division celular en donde se forman
microcolonias, en la cual comienza la produccion de EPS . En la cuarta etapa de
maduracién se experimenta un aumento en la biomasa del biofilm donde se
alcanza la mayor produccion de EPS que consolida la matriz del biofilm en un
biofilm maduro formando estructuras tridimensionales con alturas de hasta 100 um
(Sharma et al., 2023). Dicha matriz, ademas de funcionar como una barrera ante
agentes externos, proporciona estructuras que actuan como canales por donde
tanto el agua como los nutrientes y desechos celulares pueden circular a través

del biofilm (Parsek y Singh, 2003). La maduracién del biofilm se lleva a cabo
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mediante la secrecion de factores de sefializacion por parte de las células
bacterianas adheridas, lo cual conduce a la expresion de genes especificos
relacionados con el biofiim. Los factores de sefalizacibn se conocen como
autoinductores y desempefian un papel vital en el proceso de quérum sensing
(QS), que consiste en la capacidad de las células bacterianas para detectar la
densidad celular a través de la comunicacion célula a célula y en consecuencia
ajustar la expresion génica (Vani et al., 2023). La quinta y ultima etapa del ciclo de
formacién de un biofilm es la dispersiéon. En ella, algunas bacterias dentro del
biofilm vuelven a adquirir caracteristicas de células planctonicas y se desprenden
del mismo como consecuencia de sefiales que desencadenan una serie de
mecanismos que permiten la modificacion de la adhesién a la superficie o la
degradacion enzimatica de EPS por proteinas enddgenas y/o exdgenas
(Rumbaugh y Sauer, 2020). De este modo se logra diseminar la infeccion y

comenzar nuevamente el ciclo de formacion del biofilm (Sharma et al., 2023).
5 j — N

;o ®

/- 2y g

Adhesion Adhesion
reversible irreversible

Microcolonias Biofilm maduro Dispersion

Figura 3. Etapas de desarrollo de un biofilm. La formacion de biofilms es un proceso
ciclico y progresivo en el cual se pueden distinguir cinco etapas. Comienza con la
adhesion reversible de células planctonicas a la superficie (1), seguida de la adhesion
irreversible (2). Luego, las bacterias se multiplican, formando microcolonias en la tercera
etapa (3), y el biofilm madura en la cuarta etapa (4). En la quinta etapa, conocida como
dispersion, parte de la biomasa se desprende, liberando células bacterianas para iniciar el
ciclo en otro lugar (5) (adaptado de Sauer et al., 2022).
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1.2.3. La matriz del biofilm

La matriz desempefia un papel crucial como soporte estructural y constituye un
entorno dinamico para las comunidades microbianas (mono o polimicrobianas) con
propiedades emergentes claramente distintas a las de las células individuales
planctonicas (Flemming et al., 2016). La biomasa bacteriana embebida en la
matriz de polimeros, formada principalmente por polisacaridos, proteinas, lipidos y
ADN extracelular, representa el 10% del total mientras que el resto consiste en

una solucion acuosa (Flemming et al., 2021) (Figura 4).

m Polisacaridos Proteinas Lipidos ADN
extracelular

Figura 4. Representacion esquematica de los principales componentes de la matriz
del biofilm. Las principales biomoléculas son polisacaridos extracelulares, proteinas,
lipidos y acidos nucleicos extracelulares (adaptado y modificado de Pinto et al., 2020).
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La matriz contribuye a la formacion de gradientes localizados en parametros como
pH, oxigeno, potencial redox, nutrientes y concentracion de productos metabdlicos
generando micro entornos diferenciados en diversas areas del biofilm. En dicho
espacio extracelular se capturan y retienen recursos como agua, productos
celulares y residuos, actuando como un reservorio de moléculas para la sintesis
bioldégica y proporcionando una defensa efectiva contra la deshidratacion. La
retencibn de enzimas extracelulares desempena un papel fundamental al
proporcionar productos enzimaticos en estrecha proximidad a las células,
configurando un sistema general de digestion extracelular. También contribuyen a
mejorar la comunicacién intercelular y el comportamiento colectivo, promoviendo
una respuesta continua de regeneracion mediante la competencia frente a
condiciones ambientales cambiantes (Flemming et al., 2016; Flemming, 2016).

Por otro lado, la matriz facilita diversas interacciones en los biofilms de diferentes
especies permitiendo el desarrollo a largo plazo de consorcios sinérgicos que
facilitan el intercambio génico y el reciclaje de acidos nucleicos, constituyendo un
pool genético para la transferencia horizontal de genes (Flemming et al., 2016).

En conjunto, las diversas funciones que desempefia la matriz extracelular delinean
su papel esencial en la dinamica y adaptacién de los biofilms en diversos entornos
(Flemming et al., 2021).

1.2.4. La tolerancia antimicrobiana mediada por biofilms

La tolerancia incrementada a los antibioticos y otros agentes antimicrobianos de
hasta 1000 veces en comparacion con las células bacterianas en estado
planctonico es una de las propiedades distintivas de los biofilms (Mah, 2012).
Dicho efecto se ha reportado para antibiéticos como fosfomicina, fluoroquinolonas,
ciprofloxacina, aminoglucésidos y carbapenemes utilizados para tratar infecciones
causadas por Enterobacterias como K. pneumoniae y E. coli uropatdégenicas, los
cuales han mostrado una clara disminucion en su efectividad a causa de la

formacion de biofilm (Lebeaux et al., 2014; Mironova et al., 2023).
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Entre los mecanismos propuestos que explican la tolerancia del biofilm a los
antimicrobianos, se encuentran: 1) penetracion restringida: penetracion limitada de
antimicrobianos a través de la matriz, que en algunos casos se encuentra
relacionada con la interaccion especifica del compuesto con la matriz (Khan et al.,
2021), 2) heterogeneidad metabdlica: tasa de crecimiento variable en las bacterias
a causa del estratificacién de los niveles de nutrientes dentro del biofilm (Shree et
al., 2023), y 3) respuestas adaptativas: subgrupo de microorganismos en el biofilm
con caracteristicas fenotipicas de alta resistencia a antimicrobianos debido a
gradientes quimicos y moléculas de quérum sensing conocidos como ceélulas
persistentes (Wood et al., 2013). Estas caracteristicas estructurales de la matriz
del biofilm son en gran medida las principales responsables del desarrollo de esta

mayor tolerancia a los antimicrobianos por parte de los biofilms (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos de tolerancia antimicrobiana de un biofilm. El esquema
presenta los principales mecanismos que hacen a la tolerancia en los biofilms bacterianos.
Entre ellos nos encontramos tres grandes grupos que engloban diferentes mecanismos: 1)
penetracién restringida: mecanismos que limitan la penetracion de compuestos
antimicrobianos a través del biofilm, 2) heterogeneidad metabdlica: la estratificacion de los
niveles de nutrientes permite una variabilidad fenotipica que otorga tolerancia hacia los
antimicrobianos, y 3) respuestas adaptativas: presencia de subgrupos de
microorganismos con alta resistencia a antimicrobianos entre otros (adaptado y
modificado de Ciofu et al., 2022).
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1.3. Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli: dos enterobacterias de

preocupacion en el ambito de la salud

Las Enterobacterias son una extensa familia de bacilos gramnegativos no
formadores de esporas, compuesta por mas de 50 géneros y 210 especies que
habitan diversos ambientes ecoldgicos como el suelo, reservorios de agua, plantas
y animales (Jenkins et al., 2017). Dicha familia incluye especies de alta relevancia
clinica como son K. pneumoniae y E. coli (extraintestinales y uropatégenicas),
causa comun de enfermedades en la comunidad y entornos clinicos como pueden
ser infecciones del tracto urinario, bacteriemias, neumonia e infecciones

neuroldgicas (van Duin y Paterson, 2016) (Figura 6).

Infecciones neurolégicas Neumonia

- K. pneumoniae
- E. coli

Condiciones inmunodepresoras
- K. pneumoniae

Meningitis neonatal
- E. coli

Absceso hepatico piégeno

Infecciones del tracto urinario - K. pneumoniae

Adquirida en la comunidad
- K. pneumoniae
- E. coli

Bacteremia

Adquirida en la comunidad
- K. pneumoniae
- E. coli

Figura 6. Infecciones causadas por K. pneumoniae y E. coli. Principales sitios de
infeccion causados por K. pneumoniae y E. coli extraintestinales (adaptada y modificada
de Jenkins et al., 2017).
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La Figura 7 muestra como en la actualidad hay un alto porcentaje de prevalencia
mundial de aislados de K. pneumoniae y de E. coli con resistencia a las
cefalosporinas de tercera generacion (resistencia a B-lactamasas de espectro
extendido o BLEE) (GRAM, 2022). Debido a este dramatico incremento de la
resistencia a las cefalosporinas, como asi también a otros antibiéticos como los
carbapenems (ultima linea de defensa frente a bacterias gramnegativas), que la
OMS incluyé a las Enterobacterias resistentes a las cefalosporinas de tercera
generacion, tales como K. pneumoniae y E. coli, como prioridad critica en la lista
de las bacterias para las que se necesita el desarrollo urgente de nuevas

alternativas terapéuticas (OMS, 2017).

Porcentaje de K. pneumoniae con resistencia a cefalosporinas de tercera generacion

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100%
Figura 7. Mapa de prevalencia de resistencia antibiética. Porcentaje de prevalencia de

las resistencias a las cefalosporinas de tercera generacion en K. pneumoniae y E. coli
respectivamente durante el afio 2019 (adaptada y modificada de GRAM, 2022).
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1.3.1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae, denominada asi en honor al microbidlogo Edwin Klebs que
la describié en 1887 en muestras de pacientes con neumonias, es una bacteria
gramnegativa, encapsulada, no mévil, con un diametro de 0,3 - 1,0 um y longitud
de 0,6 - 6 um. Este patdgeno oportunista de vias nasales y tracto digestivo, se ha
convertido actualmente en una preocupacion en el ambito médico por hallarse
asociada a infecciones tanto comunitarias como nosocomiales, con una alta tasa
de resistencia a los antibioticos (Taconelli et al., 2018; Chang et al., 2021). K.
pneumoniae ha demostrado una evolucién desde ser una simple productora de
B-lactamasas a ser productora de BLEE y finalmente a un ser resistente a un
abanico de antibidticos, tales como aminoglucoésidos, fluoroquinolonas vy
cefalosporinas, entre otras (Shadkam et al., 2021). Ademas, se ha reportado una
emergente resistencia a los antibidticos carbapenémicos (Shadkam et al., 2021;
Lee et al., 2023). La aparicion de cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE y
de carbapenemasas es un problema grave en el ambito de la salud pues deja
limitadas opciones de tratamiento (Indrajitha et al., 2020).

Por otra parte, se ha reportado que hasta un 40% de los aislados de K.
pneumoniae obtenidos de diferentes focos de infeccion son productores de biofilm
(Vuotto et al., 2014). La formacién de biofilms bacterianos tanto en superficies
abidticas (dispositivos meédicos, implantes, etc) como en superficies bidticas
(respiratoria, urinarias o gastrointestinal) han demostrado estar estrechamente
ligada a la formacion de infecciones persistentes (Shadkam et al., 2021; Guerra et
al., 2022). Los biofilms de K. pneumoniae constan de polisacaridos, proteinas,
lipidos y ADN extracelular en general. Su proceso de formacion depende de
estructuras superficiales entre las cuales se destacan los pili tipo 3 y los
polisacaridos capsulares. Los pili tipo 3 median la adhesion constante, mientras
que los polisacaridos capsulares participan en estructura del biofim y la
comunicacion intercelular (Wang et al., 2020). Aunque la expresion y la cinética de
formacion de los biofiims de K. pneumoniae varia entre diferentes cepas, el

proceso de formacién es similar en todas ellas (Li y Ni, 2023).
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1.3.2. Escherichia coli uropatdégenica

Escherichia coli es una bacteria gramnegativa, comensal, que mide
aproximadamente 0,5 um de diametro y 3 ym de longitud, y normalmente ocupa
un nicho en la microbiota intestinal de los humanos (y otros animales) desde
donde emerge causando infecciones extraintestinales como las infecciones del
tracto urinario (ITU) (Manges et al., 2019). Las ITU se encuentran entre las
infecciones bacterianas mas comunes con aproximadamente 400 millones de
casos y 230.000 muertes en todo el mundo en 2019 (Yang et al., 2022).

En particular, las cepas de E. coli uropatégenicas no soélo han adoptado
mecanismos de virulencia para colonizar y proliferar fuera del tracto intestinal
(Manges et al., 2019), sino que han adquirido a lo largo del tiempo resistencia a
los antibidticos lo que complica aun mas el correcto tratamiento de las ITU. La
aparicion de resistencias a antibidticos especialmente tetraciclinas,
aminoglucdsidos, fluoroquinolonas, macrolidos y por sobre todo a los B-lactamicos
(como las penicilinas y cefalosporinas, entre otras) a través de la produccion de
BLEE dan como resultados que la mayoria de las opciones terapéuticas no sean
efectivas, lo que conlleva a un aumento en las estadias hospitalarias y en los
costos de tratamiento (Shrestha et al., 2019; Alfuraiji et al., 2022; Whelan et al.,
2023). Ademas, la capacidad para formar biofiim de las cepas de E. coli
uropatdégenicas es otro factor crucial para el establecimiento, persistencia y
recurrencia en las ITU. Estos biofilms pueden formarse en superficies abidticas o
biologicas, como catéteres urinarios o epitelio del tracto urinario, otorgando
proteccion a las E. coli frente condiciones adversas, agentes antimicrobianos y el
sistema inmunologico del huésped (Naziri et al., 2021). Los principales
componentes de los biofilm de E. coli son la celulosa (polisacaridos) y el curli
(proteinas) (Serra y Hengge, 2021). Su formacién esta gobernada por diversos
factores de virulencia que cumplen funciones especificas durante diferentes
etapas en la formacién del biofilm. Dentro de ellos se destacan algunos como
adhesinas fimbriales (fimbrias o pili tipo 1), sideréforos y polisacaridos capsulares

(grupo Il) (Sharma et al., 2016). Ademas se ha reportado que, a diferencia de otras
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especies, E. coli presenta un mayor grado de similitud en cuanto a la composicién

estructural de los biofilms entre diferentes cepas (Serra y Hengge, 2021).

1.4. Las plantas como fuente de nuevas drogas: los metabolitos

secundarios.

Las plantas a través de la historia de la humanidad han desempefiado un papel
fundamental como fuente de nuevas biomoléculas terapéuticamente activas. En la
actualidad el 70-90% de la poblacion de los paises en desarrollo utilizan medicinas
basadas en extractos de plantas (Anand et al., 2019). Al presente, se ha
reconocido la existencia de alrededor de 350.000 a 550.000 especies de plantas
medicinales, de las cuales solo se ha investigado su potencial medicinal en el 20%
de ellas (Sen y Samanta et al., 2014).

En conjunto, las plantas producen una gran diversidad de productos naturales de
bajo peso molecular que incluyen alrededor de 1 x 10° compuestos organicos,
conocidos como metabolitos secundarios. Los metabolitos secundarios se
distinguen de los intermediarios del metabolismo primario en que generalmente no
son esenciales para los procesos metabdlicos basicos de la planta (Simpson et al.,
2018). Se acumulan en tejidos especificos en determinadas especies y/o familias
de vegetales y se sintetizan como respuesta a estrés bidticos y abidticos como
respuesta adaptativa al estrés ambiental y en defensa contra el ataque microbiano
y/o la predacién de insectos y animales. Ya han sido descubiertos mas de 50.000
metabolitos secundarios en el reino vegetal, y en la actualidad son empleados
tanto en hierbas medicinales como en medicamentos modernos (Teoh, 2015; Pye
et al., 2017).

Estos compuestos presentan una gran diversidad de estructuras quimicas y los
principales grupos son: terpenos, compuestos fendlicos, alcaloides y glucésidos.
Los terpenos se clasifican segun el numero de isoprenos que contengan y se
dividen en monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos y

politerpenos que incluyen compuestos volatiles y no volatiles (Reshi et al., 2023).
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El analisis de los metabolitos secundarios vegetales ha tomado relevancia debido
a sus variadas estructuras quimicas y amplio espectro de actividades bioldgicas,
tales como efectos antimicrobianos, anticancerigenos, antioxidantes vy

antiinflamatorios, entre otros (Compean y Ynalvez, 2014).

1.4.1. Metabolitos secundarios vegetales como agentes antibiofilm

La actividad antibiofilm ha sido reportada en extractos de diversas especies
vegetales, aceites esenciales y compuestos aislados (Silva et al., 2023). La
Figura 8 muestra las principales especies vegetales y fitoquimicos que presentan
actividad antibiofilm sobre diferentes etapas del desarrollo del biofilm: algunos
compuestos inhiben la adhesion, mientras que otros interfieren en el desarrollo y
maduracién o desagregan los biofilm maduros.

La inhibicion de la adhesion bacteriana a una superficie se logra principalmente
mediante recubrimientos superficiales que alteran las propiedades de la superficie
o impregnando la superficie con moléculas antimicrobianas. En esta linea se ha
reportado que el polifenol proantocianidina de las hojas de Pityrocarpa
moniliformis (Benth.) Luckow & R.W.Jobson era capaz de prevenir la adhesion
inicial de Staphylococcus epidermidis a la superficie (Trentin et al., 2015).

También existen compuestos capaces de inhibir la produccion de EPS,
interrumpiendo asi el ciclo de formacion de los biofilms al evitar su maduracion. Un
ejemplo de dicha actividad fue reportado en un extracto de arandano rico en
polifenoles, el cual fue capaz de reducir la produccién de la matriz inhibiendo la
formacion de biofilms maduros de Vibrio cholerae (Pederson et al., 2018).

Otros compuestos atenuan factores de virulencia bacteriana involucrados en los
pasos iniciales de la formacion y maduracion de los biofilms controlados por el
quérum sensing, mecanismo de regulacion de la expresion génica en respuesta a
las fluctuaciones en la densidad de la poblacién celular a través de senales
quimicas llamadas autoinductores. Se ha reportado que los monoterpenos como el
carvacrol y metileugenol inhiben la expresion de factores de virulencia, entre ellos

la violaceina y la actividad de quitinasa regulada por quérum sensing en
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Chromobacterium violaceum (Burt et al., 2014; Wang et al., 2019). El acido
rosmarinico también suprimié varios factores de virulencia, como la produccién de
hemolisina, lipasa y elastasa en Aeromonas hydrophila (Rama Devi et al., 2016).

Se reporto la existencia de compuestos de origen vegetal capaces de producir la
disrupcion de biofilms maduros. Un extracto de la planta Arisaema sinii Krause
disgregd biofilms maduros de Mycobacterium tuberculosis, mientras que un
extracto metandlico de Carum copticum (cuyo compuesto mayoritario es el
monoterpeno timol) disgregd biofilms de bacterias grampositivas y gramnegativas
y ademas se observo disminucién de la actividad metabdlica de las células del
biofilm bacteriano en algunas especies (Jiang et al., 2019; Mohammadi et al.,
2019). En esa misma linea se observé que extractos de Allium stipitatum Regel. y
Peganum harmala fueron capaces de disgregar y matar en simultaneo biofilms de
aislados de Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia vy

Pseudomonas aeruginosa (Karunanidhi et al., 2018; Khadraoui et al., 2022).
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Figura 8. Etapas de desarrollo de un biofilm y principales mecanismos antibiofilm
de los metabolitos secundarios vegetales. En este esquema, se asocian ejemplos de
extractos de plantas o fitoquimicos (si se han identificado) a cada mecanismo de accion
antibiofilm. (adaptado de Silva et al., 2023)

1.4.2. Rosmarinus officinalis L.

R. officinalis L., conocida comunmente como romero, es una planta perteneciente
a la familia Lamiaceae de su uso culinario como aromatizante y conservante de
alimentos. Se trata de un arbusto aromatico de aproximadamente dos metros de
altura, con flores azul-violaceas y hojas pequefas opuestas en forma de aguja (de
Oliveira et al., 2019). Si bien es originaria de la region mediterranea, se cultiva en
todo el mundo y se encuentra naturalizada en Argentina (Ojeda-Sana et al., 2013?;
Borges et al., 2018).
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En la medicina tradicional se utiliza como colagogo, diaforético, emenagogo,
laxante, en trastornos menstruales, nerviosos, cansancio, esguinces, contusiones,
ulceras y heridas y en el cuidado del cabello y sus propiedades
etnofarmacologicas incluyen efectos como antibacteriano, antiinflamatorio,
antioxidante, antidiabético, hepatoprotector, antidiurético, antitrombdtico,
estimulante cognitivo (Habtemariam, 2016).

La especie es reconocida como una de las mas importantes fuentes de
compuestos bioactivos de naturaleza no-volétiles y volatiles (Bradley, 2006).
Previamente, se identificaron y caracterizaron los compuestos antimicrobianos
mayoritarios en extractos no-volatiles como el diterpeno fendlico acido carnésico, y
el éster del acido cafeico denominado acido rosmarinico (Moreno et al., 2006;
Romano et al., 2009; Ojeda-Sana et al., 2013° Vazquez et al., 2016). En los
aceites esenciales de especimenes argentinos de R. officinalis L. se identificaron
los monoterpenos 1,8-cineol (1,8-C) y a-pineno como los principales compuestos
antimicrobianos contra bacterias gramnegativas y grampositivas, respectivamente
(Ojeda-Sana et al., 20132).

Se ha reportado una clara tendencia al alza en el numero de articulos sobre R.
officinalis L. en los ultimos 25 anos, reflejado en la gran cantidad de
investigaciones realizadas desde 2010 con una media de 120 publicaciones cada
afno (Andrade et al., 2018). Gran parte del interés por estudiar los fitoquimicos de
esta especie vegetal se debe a que presenta importantes actividades
farmacologicas y se busca discernir los mecanismos implicados en las mismas
para evaluar su real potencial en la medicina moderna, entre otros, como
antimicrobiano, antioxidante, antiadipogénico, antitumoral y antiinflamatorio
(Moreno et al., 2006; Mengoni et al., 2011; Barni et al., 2012; Gaya et al., 2013).
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1.4.3. 1,8-cineol

El 1,8-cineol (1,8-C; 1,3,3-trimetil-2-oxabiciclo[2,2,2]octano) es un monoterpeno
oxigenado ciclico, conocido como eucaliptol, que se encuentra en gran cantidad

en los aceites esenciales de plantas de eucalipto, romero y salvia (Figura 9).
H,C

H,C

CH4

Figura 9. Estructura quimica del 1,8-C.

Ha sido utilizado histéricamente en la medicina tradicional de diversas culturas,
como las de China, India y Australia, para tratar una gran variedad de condiciones,
incluyendo problemas respiratorios, trastornos digestivos, fiebre y dolores
diversos (Chandorkar et al., 2021). Actualmente, debido a su aroma y sabor, el
1,8-C se utiliza frecuentemente como aditivo alimentario, en fragancias y en

cosmética.

1.4.3.1. Caracteristicas y propiedades quimicas

El 1,8-C a temperatura ambiente se presenta en forma de un liquido transparente
con un punto de fusion a 1,5 °C y un punto de inflamacion a 49 °C. Presenta un
coeficiente de reparto entre lipidos y agua (Log P) de 2,74 lo cual lo transforma en
una molécula hidrofébica pero dado que su valor de Log P no dista mucho del 0 se
lo considera una molécula de baja hidrofobicidad, lo cual le otorga un equilibrio
optimo entre solubilidad y permeabilidad para su biodisponibilidad oral (Prasanthi y
Lakshmi, 2012). La farmacocinética muestra una absorcion eficiente del
compuesto en conejos alcanzando una concentracion plasmatica maxima en

menos de 1 hora luego de la administracion oral de 200 mg/kg (Miyazawa et al.,
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1989). En animales como conejos y zarigleyas el compuesto es biotransformado
a derivados hidroxilados como 7-hidroxi-1,8-C y 9-hidroxi-1,8-C (Boyle et al., 2000;
Horst y Rychlik, 2010), mientras que en modelos con roedores se observo
modificaciones oxidativas generando metabolitos como 2-hidroxi-1,8-C vy
3-hidroxi-1,8-C, presentes dentro de las 2 horas posteriores a la administracion

oral.

1.4.3.2. Propiedades farmacologicas

El 1,8-C ha ganado una amplia atenciéon debido a la variedad de propiedades
biolégicas que presenta tales como efectos antimicrobianos, antiinflamatorios,
antioxidantes, mucoliticos/secretoliticos y broncodilatadores (Dhakad et al., 2017;
Cai et al., 2020). Ademas, se ha reportado que presenta propiedades
neuroprotectoras, analgésicas y proapoptéticas, subrayando su posible papel
beneficioso en patologias como la enfermedad de Alzheimer, el dolor neuropatico
y el cancer (Zheng et al., 2019; Rodenak-Kladniew et al., 2020; An et al., 2022).
Ensayos clinicos en pacientes con EPOC, asma, bronquitis y rinosinusitis

respaldan dichos efectos positivos (Hoch et al., 2023) (Figura 10).
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Figura 10. Propiedades farmacolégicas del 1,8-C (adaptado y modificado de Cai et
al., 2020).

Respecto a las capacidades del 1,8-C como antimicrobiano, se ha observado que
posee actividad frente a varias cepas patdégenas grampositivas, incluyendo
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes, Bacillus cereus,
Micrococcus flavus y Staphylococcus epidermidis, asi como cepas gramnegativas,
como K. pneumoniae, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis,
Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis y Salmonella typhimurium (Sokovi¢ et al.,
2010; Ojeda-Sana et al., 2013?; Kifer et al., 2016; Simsek y Duman, 2017; Cepas
et al., 2019; Vijayakumar et al., 2020; Jiang et al., 2021; Farhanghi et al., 2022).

Las propiedades antimicrobianas del 1,8-C se atribuyen principalmente a su

capacidad para causar la permeabilizacion de la membrana celular dada su
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naturaleza hidrofobica (Ojeda-Sana et al., 2013%, Hac-Wydro y Szydto, 2016;
Cepas et al., 2019).

Otros estudios han demostrado un mayor efecto utilizandolo en combinacion con
otros antibidticos de uso clinico (Hriouech et al., 2020; Kwiatkowski et al., 2020;
Maczka et al., 2021).Se reporto actividad antibacteriana sinergistica del fitoquimico
en combinacion con el antibidtico nisina y B-lactamicos como penicilina G vy
meticilina contra aislados de S. aureus tanto sensibles como resistentes a
meticilina (Farhanghi et al., 2022)

Por otra parte, a dosis no inhibitorias, se ha observado que el 1,8-C inhibe
sustancialmente la expresion del QS, el cual desempefia un papel crucial en la
formacion de los biofilms bacterianos (Kumar et al., 2015). Ademas, el compuesto
redujo significativamente la formacién de biofilms y la motilidad en aislados de
Streptococcus pyogenes (Vijayakumar et al., 2020). También, se documentd una
reduccion en la formacion de biofilm en S. aureus, la bacteria mas prevalente en la
sinusitis cronica (Schurmann et al., 2019).

Si bien se ha indicado que el 1,8-C puede modificar la forma y el tamafio de
células bacterianas tanto gramnegativas como grampositivas, su actividad
antimicrobiana parece ser mas pronunciada frente a las bacterias gramnegativas
en comparacion con las grampositivas, que poseen una pared celular y membrana
mas robusta (Li et al., 2014). Esta ultima observacion es relevante en el entorno
clinico dada la eficacia limitada de los antibidticos convencionales frente a

patdgeno gramnegativos de alta prevalencia.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

Los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis contienen compuestos
antimicrobianos que presentan la capacidad de inhibir el crecimiento plancténico
de enterobacterias sensibles a antibiéticos. Uno de los constituyentes mayoritarios
de los mismos, el 1,8-C, exhibié capacidad antimicrobiana frente aislados
sensibles a antibiéticos de K. pneumoniae y E. coli. Por lo tanto, en este trabajo
doctoral se pone a prueba la hipotesis de su actividad antibiofilm frente a aislados

clinicos multirresistentes a antibioticos de dichas especies bacterianas.
2.2. OBJETIVO GENERAL

El tratamiento de infecciones causadas por bacterias multirresistentes a
antibidticos representa un desafio sanitario urgente a nivel mundial. EI panorama
aun es mas complejo en caso de patdégenos multirresistentes a antibidticos con
capacidad para formar biofilm. Al formar dichas comunidades complejas, las
bacterias desarrollan una alta tolerancia a los antibidticos (hasta 1.000 veces
mayor) en comparacion a las bacterias que crecen de manera individual. En la
busqueda de alternativas eficaces para combatir estas infecciones, los
fitoquimicos con actividad antimicrobiana son considerados compuestos
competentes con un alto potencial terapéutico.

El principal componente de la planta Rosmarinus officinalis, el 1,8-C, ha
demostrado capacidad antimicrobiana frente a cepas sensibles a antibiéticos de K.
pneumoniae y E. coli. Dado que ambas bacterias son catalogadas como de
prioridad critica por la OMS, presentan una alta prevalencia de cepas
multirresistentes productoras de BLEE y resistencia a los carbapenémicos, se
propone en este trabajo de tesis investigar la accion antibiofilm del fitoquimico
1,8-C sobre aislados clinicos de K. pneumoniae y E. coli multirresistentes a
antibioticos (MDR-BLEE).
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2.3.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto del 1,8-C sobre la viabilidad de células en biofilms
preformados de K. pneumoniae y E. coli de manera global, mediante la
determinacién de las unidades formadoras de colonias, y de manera
especifica en distintas regiones de estos biofilms, mediante microscopia

confocal.

Evaluar el efecto del 1,8-C sobre la biomasa y la estructura de biofilms
preformados de K. pneumoniae y E. coli mediante tincidn con cristal violeta

y microscopia confocal luego de tincién con calcofluor-white.

Estudiar la viabilidad de células desprendidas de biofiims preformados de

aislados clinicos de E. coli luego del tratamiento con 1,8-C.

Estudiar la participacion de enzimas hidroliticas capaces de degradar la
matriz del biofilm preformado de E. coli como posible mecanismo de accién
antibiofilm del fitoquimico a través de pruebas de actividad enzimatica luego

del tratamiento con 1,8-C a diferentes temperaturas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Aislados bacterianos

Las cepas clinicas de K. pneumoniae y E. coli utilizadas en este estudio fueron
aisladas de pacientes adultos y sus perfiles de resistencia se describen en la Tabla
1. Las cepas denominadas Kp AM y Ec AM provienen de muestras de orina
recogidas de pacientes ingresados en un centro médico de la Ciudad de Buenos
Aires (Argentina) entre 2017 y 2018 (Martinez, 2018), mientras que Kp 010, Kp 05
y Ec 07 provienen de pacientes con infecciones del tracto urinario asociadas a
catéter en el Hospital General de Agudos “Dr. Ignacio Pirovano” (Ciudad de
Buenos Aires, Argentina) (Moreno et al., 2015; Galvan et al., 2016). La
identificacidon microbioldgica y las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos
se llevaron a cabo mediante métodos estandar, segun los estandares del Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2018). La produccion de
B-lactamasas de espectro extendido por parte de los aislados de K. pneumoniae y
E. coli fue determinado por la prueba de sinergia de doble disco utilizando
ceftazidima, cefotaxima y cefepima con y sin acido clavulanico, de acuerdo con los
estandares del CLSI. Todas las cepas clinicas utilizadas en este estudio fueron
aisladas como parte de los procedimientos clinicos de rutina del hospital para
diagnosticar infecciones y, por lo tanto, no se requirié aprobacion ética, segun las

directrices institucionales correspondientes.
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Tabla 1. Aislados de K. pneumoniae y E. coli utilizados en esta tesis

Cepa Resistencia antibiética Clasificacion Fuente
Kp 010 AMP Sensible  Moreno et al., 2015
AMK, AMC, AMP, CAZ, CEF, CIP, CTX, NIT,

Kp AM4 GEN. SXT, TZP BLEE Vazquez et al., 2022
Kp AM7 AMC, AMP, CAZ, CEF, CIP, CTX, NIT, SXT BLEE Vazquez et al., 2022
Kp 05 e Ok CAZ CEF, CTX, GEN, NAL RIF,  Blee  Galvanetal, 2016
Ec ATCC 25922 Ninguna Sensible ATCC

Ec AM7 SXT, CIP, AMC, CTX, CAZ, CEF, GEN, AMK BLEE Vazquez et al., 2020
Ec AM10 CIP, AMC, CTX, CAZ, CEF BLEE Vazquez et al., 2020
Ec 07 AMP, CIP, CTX, CAZ, CEF, FEP, GEN, NAL BLEE Galvan et al., 2016

AMK, amikacina; AMC, amoxicilina-Ac. clavulanico; AMP, ampicilina; CHL, cloranfenicol;
CAZ, ceftazidima; FEP, cefepime; CEF, cefaloridina; CIP, ciprofloxacina; CTX, cefotaxima;
NIT, nitrofuratoina; GEN, gentamicina; NAL, acido nalidixico; RIF, rifampicina; SXT,
trimetoprima-sulfametoxazol; TET, tetraciclina; TZP, piperacilina-tazobactam; ATCC,
American Type Culture Collection.

3.2. Medios y condiciones de cultivo

Los aislados de K. pneumoniae y E. coli utilizados en este trabajo fueron
conservados a -80°C en medio Luria - Bertani (LB) suplementado con 15% de
glicerol. Las cepas fueron inoculadas en placas de Tripteina Soya Agar (TSA) y se
incubaron a 37°C durante toda la noche (overnight u ON). Posteriormente se
utilizaron colonias individuales para preparar los in6culos ON en 2 ml de medio
Tripteina Soya Caldo (TSC) a 37°C con agitacion a 200 RPM. EIl crecimiento
bacteriano se evidenci6 como la turbidez del medio de cultivo medida por
dispersion de luz a 600 nm (DOgymm) €n un espectrofotdmetro (Spectrum
SP-1102). Se establecio la relacion entre la DOgynr Y €1 NUmero de células viables
(1 DOgoonm = 6,3 x 108 UFC/ml) haciendo diluciones al décimo de los cultivos,
inoculacion en placas de TSA, incubacién durante 16 horas a 37°C y posterior

recuento de las unidades formadoras de colonia (UFC).
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Finalmente cada inoculo se diluyd6 adecuadamente en medio minimo M9
suplementado con 0,8% de glucosa para obtener una concentracion bacteriana de
107 células/ml. La formulacién de los medios de cultivo utilizados se encuentra

detallada en la Tabla 2.

Tabla 2. Medios de cultivo

Medio de cultivo Componentes Cantidades
Triptona 10 g/L
Extracto de Levadura 5g/L
Luria — Bertani (LB)
NaCl 5¢g/L
Agar (cuando es necesario) 15 g/L
Tripteina 17 g/L
Peptona de Soja 3g/L
Tripteina Soya Caldo / Agar NaCl SglL
(TSC/TSA) K2HPO4 2,5g/L
Glucosa 2,549/L
Agar (cuando es necesario) 15 g/L
Sales de M9 X10 * 100 ml/L
CaClz 1M 100 pi/L
MgSO4 1M 2 mi/L
Medio minimo M9
Glucosa 40% 20 ml/L
H20 878 ml/L
Tween 80 al 20% (cuando es necesario) 30 ml/L

* 60 g de Na,HPOQO,, 30 g de KH,PO,, 5 g de NaCl y 10 g de NH,Cl cada 1L.
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3.3. Ensayos de produccion de biomasa de biofilm

Los indculos bacterianos en medio minimo M9 (1x107 células/ml) se colocaron en
placas de poliestireno de 96 pocillos (200 pl por pocillo) o en placas de 24 pocillos
(1 ml por pocillo) (DeltaLab, Barcelona, Espafia) y se incubaron sin agitacion a
37°C. Los biofilms se desarrollaron en M9 ya que este medio minimo favorece la
formacion de biofilms mas robustos en enterobacterias, como K. pneumoniae y E.
coli, que un medio rico (por ejemplo, LB o TSC) (Naves et al., 2008; Moreno et al.,
2015). Se permitié la adhesion a la superficie durante 3 horas y luego se
reemplazé el medio cada 24 h. Los biofilms desarrollados en placas de 96 pocillos
se lavaron tres veces con solucion salina estéril al 0,9% antes de cuantificar la
biomasa mediante tincion con cristal violeta (CV), determinando la absorbancia a
595 nm (Asesnm) (Ferriéres et al., 2007). Todos los ensayos de CV se realizaron al
menos por triplicado y, para cada placa, se utilizaron como blancos tres pocillos
conteniendo solamente M9. Los aislados bacterianos se clasificaron en base a los
niveles de produccion de biofilm de la siguiente manera:altos productores de
biofilm (Ases.m = 1), bajos productores de biofilm (0,2 < Asgs,m < 1) 0 no productores
de biofilm (Asgsnm < 0,2) (Lagha et al., 2019).

3.4. Tratamiento de biofilms preformados con 1,8-C

Se prepararon soluciones del fitoquimico 1,8-C (Sigma-Aldrich, EE.UU.) (0,25 -
2%, v/v) en medio M9 suplementado con 0,5% Tween 80 (M9 - Tween 80) a partir
de una solucién de compuesto puro al 80% (v/v) en etanol. Los biofilms
preformados (1 - 3 dias) se lavaron con solucién salina al 0,9%, luego se anadi6
cuidadosamente la concentracién indicada de 1,8-C sobre los biofilms, y las placas
se incubaron estaticamente a 37°C. Se realizaron controles con el vehiculo, etanol

correspondientes a cada dilucién del fitoquimico en M9 - Tween 80 (Tabla 3).

36



Tabla 3. Concentraciones utilizadas para el tratamiento de los biofilms

Concentracion (% viv)

1,8-C Control Etanol
0,12 0,03
0,25 0,06
0,50 0,12
1,00 0,25
2,00 0,50

A distintos tiempos, se retiré el medio y se lavaron los biofilms con solucion salina
al 0,9%. La viabilidad celular se determind por recuento de UFC de las
suspensiones bacterianas obtenidas luego de la disrupcidn mecanica de los
biofilms. La cuantificacion de la biomasa del biofilm se llevé a cabo como se
menciond en el item 3.3. La determinacion de la actividad metabdlica en las
celulas se realiz6 mediante el ensayo colorimétrico de MTS, el cual se basa en la
reduccion de sales de formazan y cambio de color de amarillo a marrén debido a
la presencia de actividad metabdlica. Los experimentos se realizaron en triplicado
bioldégico, y se realizaron duplicados técnicos para el recuento de UFC vy
quintuplicados técnicos para la determinacién de biomasa por CV y actividad

metabdlica por MTS.

3.5. Efecto del 1,8-C sobre la adhesion inicial bacteriana a la superficie de

desarrollo del biofilm

Se prepararon soluciones del fitoquimico con concentraciones subinhibitorias del
1,8-C (0,06 y 0,12% v/v) y el control con etanol en M9 - Tween 80 como se explico
en el item 3.4. Estas soluciones fueron colocadas en placas de poliestireno de 24
pocillos, se afadieron las bacterias (10”7 UFC/ml) y se incubd estaticamente
durante 3 h a 37°C. Posteriormente se retir6 el medio y las células adheridas

fueron lavadas con solucion salina al 0,9%. La viabilidad celular se determind por
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el recuento UFC como se explicd previamente. Los experimentos se realizaron en

triplicado bioldgico y duplicados técnicos.

3.6. Microscopia confocal de biofilms tenidos para determinar células

vivas/muertas y matriz

Se desarrollaron biofiims de Kp AM7, Kp 05, Ec ATCC 25922 y Ec AM7 en
cubreobjetos de vidrio de 12 mm, como se describié previamente (item 3.3). Los
biofilms preformados (2 o 3 dias) se trataron con un 1% (v/v) de 1,8-C durante 1 h.
Los controles con vehiculo (etanol) se llevaron a cabo como se explico
anteriormente (item 3.4). La viabilidad bacteriana se ensayé utilizando el kit
BacLight™ Bacterial Viability Kit (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) que permite la
observacion de células vivas y muertas a través de la tincion diferencial de acidos
nucleicos con el fluoréforo verde SYTO®9 (células vivas) y el fluordforo rojo ioduro
de propidio (células muertas). La matriz del biofilm se analizé mediante tinciéon con
el fluoréforo calcofluor-white (Sigma-Aldrich, EE.UU.), el cual se une a
polisacaridos B (1—4) presentes en la matriz de los biofilms de K. pneumoniae y
E. coli. Todos los procedimientos de tincion se llevaron a cabo a temperatura
ambiente en oscuridad durante 30 minutos, con las siguientes concentraciones
finales: SYTO®9 (1,1 uM), ioduro de propidio (24 uM) y calcofluor-white (0,5 mM).
La observacion de los biofilms se realizé utilizando un microscopio confocal
(CLSM) Nikon Eclipse T1 (Nikon Corporation, Japén). Se tomaron imagenes
representativas (regiones de 123 x 123 um para observacion de células
vivas/muertas y de 635 x 635 um para observacion de matriz de biofilm) con una
resolucion de 512 x 512 pixeles. Para cada biofilm, se tomaron seis compilaciones
de imagenes del eje z (z-stacks) en diferentes ubicaciones a lo largo del biofilm,
con incrementos en el eje z de 1 ym. Se utilizaron secciones no tefidas y tefidas
individualmente para cada fluoréforo para restar todas las sefales de fondo
inespecifico. Se utilizé el software COMSTAT 2.1 (www.comstat.dk) (Heydorn et
al., 2000; Vorregaard et al., 2008) e ImagedJ para cuantificar tanto las células

viables (SYTO®9; verde) y muertas (ioduro de propidio; rojo), como el volumen de

38



biomasa (calcofluor-white; cyan). Se generaron reconstrucciones 3D y galerias de
imagenes a lo largo del eje z para los ensayos de viabilidad celular con el software
Icy (de Chaumont et al.,, 2012), mientras que se utilizd el software Huygens
Essential (Scientific Volumetric Imaging, Paises Bajos) para obtener proyecciones
de intensidad maxima (PMI) de z-stacks de la matriz del biofilm y reconstrucciones
3D.

3.7. Evaluaciéon de la viabilidad de células desprendidas del biofilm luego

del tratamiento con 1,8-C

Los biofilms de Ec AM7 preformados durante 3 dias fueron tratados con un 1%
(v/v) 1,8-C durante 1 h a 37°C. Los controles con vehiculo (etanol) se llevaron a
cabo como se explicdé anteriormente (item 3.4). Las bacterias en el medio
circundante al biofilm (sobrenadante) (~1 ml) fueron recogidas y centrifugadas
(12.000 RPM durante 5 minutos), y el pellet se resuspendié en 1 ml de solucién
salina al 0,9%. Para la cuantificacion de las células viables se realiz6 el recuento
de UFC como se explico previamente. También se evalud la viabilidad celular
mediante citometria de flujo (BD FACSCanto IlI, Becton, Dickinson and Co.,
EE.UU.), luego de tehir las bacterias con ioduro de propidio, segun se describe en
Robertson et al., 2019. Como control de muerte celular, las células bacterianas
fueron inactivadas por exposicion a isopropanol 70% durante 60 min. a 28°C . El
analisis de citometria de flujo de bacterias tefiidas con SYTO®9 y ioduro de
propidio se llevé a cabo utilizando el software FlowJo v10.0.7 (Becton, Dickinson
and Company, EE.UU.).
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3.8. Ensayos de susceptibilidad de células plancténicas al 1,8-C

Suspensiones bacterianas (10" UFC/ml) en M9 - Tween 80 fueron desafiadas con
1,8-C al 1% (v/v) o etanol al 0,25% (v/v) durante distintos tiempos a 37°C. La
actividad antibacteriana del fitoquimico se determiné por el recuento de UFC como

se explicé previamente.

3.9. Evaluacion de los componentes de la matriz del biofilm relevantes

para su estructura/biomasa

Los biofilms de Ec ATCC 25922 preformados durante 3 dias fueron tratados con
10 U/ml de celulasa de Trichoderma sp. (Sigma-Aldrich, EE.UU.), 100 ug/ml de
proteinasa K (QIAGEN, Alemania) y 100 kunitz’ml de DNAsa | (QIAGEN,
Alemania) durante 1 hora a 37°C (Fleming et al., 2017; Singh et al., 2019). Se
llevaron a cabo controles sin tratamiento reemplazando el medio de cultivo por
medio fresco. Los biofilms tratados se lavaron tres veces con solucion salina

estéril al 0,9% antes de cuantificar la biomasa mediante tincién con CV (Asgsnm)-

3.10. Analisis in silico de enzimas hidroliticas de E. coli que pueden

degradar la matriz del biofilm

A partir de secuencias de aminoacidos de las enzimas hidroliticas BcsZ (P37651),
PgaB (P75906), Dcp (P24171), PepD (P15288), SohB (POAG14), DegP (POCOVO0)
y BepA (P66948) de E. coli K12, extraidas de la base de datos UniProt
(www.uniprot.org), se buscaron secuencias homologas en aislados de E. coli
uropatogénicas con genoma secuenciado (ATCC 25922, UTI89, CFT073 y EcPF5)

en la base de datos de proteinas del National Institutes of Health o NIH

(www.ncbi.nlm.nih.gov/protein). Se realizaron alineamientos multiples de dichas

secuencias mediante el algoritmo Clustal Omega

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo).

40



El porcentaje de identidad se calcul6 a partir del numero de coincidencias halladas
entre dos secuencias de aminoacidos alineadas sobre el total de de aminoacidos

presentes en la secuencia de referencia.

3.11. Evaluacién de la actividad del 1,8-C sobre biofilms a bajas

temperaturas

Se expusieron biofilms de Ec ATCC 25922, preformados estaticamente durante 3
dias a 37°C, a un tratamiento con un 1% (v/v) 1,8-C durante 1 h a diversas
temperaturas inferiores a 37°C (6, 12, 20°C). Se llevaron a cabo controles sin
tratamiento reemplazando el medio de cultivo por medio fresco. Los controles con
el vehiculo se realizaron utilizando concentraciones de etanol del 0,25% v/v en
medio M9 - Tween 80. Los biofilms tratados se lavaron tres veces con soluciéon
salina estéril al 0,9% antes de cuantificar la biomasa mediante tincién con CV a
una absorbancia de 595 nm. Cuando se indicé, se realizaron ensayos para
determinar por microscopia confocal células vivas/muertas o matriz del biofilm
(item 3.6).

3.12. Analisis estadistico

La significancia estadistica entre las muestras tratadas con 1,8-C y los controles, o
la diferencia entre distintos niveles de produccion de biofiim se determind
utilizando la prueba t de Student (una cola) o el andlisis de varianza unidireccional
(ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Bonferroni, utilizando el software
GraphPad Prism versién 9 (GraphPad Software, EE.UU.). Las diferencias se

consideraron significativas cuando los valores de P fueron menores a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. CAPITULO N°1: ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOFILM
DEL 1,8-C SOBRE AISLADOS CLiNICOS MULTIRRESISTENTES

DE K. pneumoniae

4.1.1. Produccion de biofilm en K. pneumoniae

Como primer paso se estudio la capacidad de formacion de biofilm de los aislados
clinicos urinarios de K. pneumoniae, cuyos perfiles de resistencia a antibidticos se
muestran en Materiales y Métodos (Tabla 1). Como se menciond en la
Introduccion, se ha reportado que K. pneumoniae es capaz de producir biofilm, sin
embargo el nivel de produccion puede variar de cepa en cepa. Por lo tanto, fue
primordial determinar los niveles de produccion de biofilm al comienzo del estudio.
Para ello, se analiz6é la formacién de biofilm en funcion del tiempo (entre 1y 2
dias) en los aislados clinicos MDR-BLEE: Kp AM4, Kp AM7 y Kp 05, y en la cepa
sensible a antibioticos Kp 010, mediante la cuantificacion de sus biomasas por el
ensayo de tincidbn con cristal violeta (Figura 11). Los resultados obtenidos
evidenciaron que todas las cepas eran capaces de producir biofilm, cuyo nivel fue
significativamente mayor en el dia 2 de desarrollo respecto al dia 1. La cepa que
presentdé mayor produccion de biofilm fue Kp 05 (Asgs.m de 3,3), mientras que las
cepas Kp 010, Kp AM4 y Kp AM7 mostraron una menor produccion (Asgs., de 1,8,
1,3 y 1,2, respectivamente). Todos los aislados exhibieron niveles de produccién
que se pueden considerar como altas productoras de biofilm (Asgs.m > 1) (Lagha et
al.,, 2019). Es importante destacar que al dia 2 la cepa Kp 05 presentd una
produccion significativamente mayor de biofilm a la observada en la de menor

produccion de biofilm, la cepa Kp AM7.
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Biomasa de biofilm (Asgsm)

Figura 11. Formacion de biofilm de aislados clinicos de K. pneumoniae mediante el
ensayo de cristal violeta. Se determiné la produccién de biomasa durante 1 y 2 dias
para la cepa sensible a antibiéticos (S) Kp 010 y los aislados MDR (R) Kp AM4, Kp AM7 y
Kp 05 por mediciéon de la absorbancia a 595 nm (Asgs.m) luego de la tincién con cristal
violeta. Los datos se expresan como la media + D.E. de tres experimentos
independientes. La linea punteada horizontal indica produccion de biomasa
correspondiente a una Asgs,m = 1. () p < 0,05 al comparar cada cepa al dia 1 vs dia 2, y
Kp 05 en comparacion con Kp AM7 al dia 2, mediante el test t de Student.

4.1.2. Evaluacion de la actividad antibiofiim del 1,8-C sobre biofilms

preformados: efectos de la concentracién y el tiempo de exposicién

Para abordar el estudio del efecto del 1,8-C frente a biofilms de K. pneumoniae se
seleccionaron los aislados de menor produccion (Kp AM7) y mayor producciéon
(Kp 05); de esta manera es posible analizar el efecto del fitoquimico sobre
aislados con diferente capacidad de produccion de biofilm. Los ensayos se
realizaron sobre biofilms preformados durante 2 dias, realizando recuento de UFC

en los biofilms tratados.
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Los resultados de las curvas dosis-respuesta del 1,8-C mostrados en la Figura
12A revelaron un descenso significativo de la viabilidad celular aproximadamente
de 1,8 y 4,9 Log luego del tratamiento con 0,5% (v/v) de 1,8-C durante 1 hora para
Kp AM7 y Kp 05, respectivamente. Sin embargo, un efecto levemente mayor fue
observado luego del tratamiento con concentraciones del fitoquimico = 1% (v/v),
alcanzando descensos de la viabilidad celular de 2,2 Log en Kp AM7 y 5,3 Log en
Kp 05. Estos resultados indican que el compuesto tuvo un efecto bactericida sobre
Kp 05 a concentraciones mayores o iguales a 0,5% mientras que sobre Kp AM7 el
1,8-C causo6 muerte celular pero sin llegar a niveles bactericidas.

Posteriormente, se investigd el impacto del tiempo de tratamiento con el
fitoquimico al 1% (v/v) sobre la viabilidad de biofilms. Como se aprecia en la
Figura 12B, el fitoquimico logré reducir la viabilidad celular en 1,6 y 4,2 Log para
Kp AM7 y Kp 05, respectivamente, luego del tratamiento por 15 minutos. La mayor
caida se observd luego del tratamiento con el compuesto durante 60 minutos,
donde se registrd una disminucién en el recuento de UFC de 2,8 Log para Kp AM7
y 5,3 Log para Kp 05. Un tiempo mas prolongado de tratamiento (180 minutos) no
resulté en un mayor efecto del 1,8-C sobre la viabilidad celular en comparacion a
lo observado con 60 minutos de tratamiento. Llamativamente, en biofilms de Kp 05
se observo un incremento significativo en el numero de células viables a los 180
minutos de tratamiento comparado con lo observado a 60 minutos.

En conclusion, se determind que la condicidn mas eficaz para alcanzar el mayor
efecto del compuesto sobre la viabilidad celular en biofiims preformados de K.

pneumoniae es de 1% (v/v) durante 60 minutos (1 hora).
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Figura 12. Efecto de la concentracion (A) y tiempo de incubacién (B) del 1,8-C sobre
biofilms preformados de K. pneumoniae. Se determind la viabilidad celular por
recuento de UFC en biofilms de Kp AM7 y Kp 05 preformados por 2 dias luego del
tratamiento a diferentes concentraciones de 1,8-C y etanol (vehiculo) durante 1 hora (A) y
a diferentes tiempos a una concentraciéon de 1,0 y 0,25% (v/v) del fitoquimico y el
vehiculo, respectivamente (B). Los datos se expresan como la media + D.E. de tres
experimentos independientes. (*) p < 0,05 al comparar Kp AM7 y 05 tratados con 1,8-C vs
Kp AM7 y Kp 05 tratados con el vehiculo mediante el test  de Student.
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4.1.3. Evaluacién de la viabilidad de biofilms preformados de diferentes

aislados de K. pneumoniae luego del tratamiento con 1,8-C

Se amplio el estudio del efecto antibiofiim del 1,8-C sobre otros aislados de K.
pneumoniae en estudio. Los biofilms preformados de 2 dias de Kp 010 y Kp AM4
fueron sometidos a un tratamiento con el fitoquimico al 1% (v/v) y el vehiculo
(etanol) al 0,25% durante 1 hora, y se evalué el impacto sobre la actividad
metabdlica celular por el ensayo colorimétrico de MTS. Este ensayo se basa en la
reduccion de sales de formazan, cuyo cambio de color de amarillo a marron
permite determinar la actividad metabdlica. También se determind la viabilidad
celular mediante el recuento de UFC.

Los resultados de MTS revelaron que los niveles de actividad metabdlica en todos
los aislados disminuyeron significativamente, con caidas entre un 77 y 93%, luego
del tratamiento con el fitoquimico en comparacion a biofilms tratados con el
vehiculo (Figura 13A). Por su parte, la Figura 13B muestra una disminucion de 3,4
y 1,3 Log en el recuento de UFC para los biofilms de Kp 010 y Kp AM4 luego del
tratamiento con 1,8-C, respectivamente.

Los resultados tanto de los niveles de actividad metabdlica por MTS como la
evaluacion de la viabilidad celular por UFC indican que, al igual que lo que ocurrié
con Kp AM7 y Kp 05, el compuesto demostré un claro efecto perjudicial sobre la
viabilidad de las células en biofilm en todos los aislados ensayados de K.

pneumoniae.
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Figura 13. Determinacion de la viabilidad de los biofilms en diferentes aislados de K.
pneumoniae luego del tratamiento con 1,8-C mediante recuento de ensayo de MTS
(A) y UFC (B). Los biofilms se trataron con etanol al 0,25 % (vehiculo) o 1% (v/v) de 1,8-C
durante 1 hora y se realiz6 la determinacion de los niveles de actividad metabdlica por el
ensayo colorimétrico de MTS (A) y el recuento de UFC (B). Los valores representan la
media de 3 ensayos independientes + D.E. (*) p < 0,05 al comparar cada cepa tratada con
1,8-C vs cada cepa tratada con el vehiculo mediante el test { de Student.
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4.1.4. Analisis de la distribucion espacial de células vivas/muertas en
biofilms preformados de K. pneumoniae después del tratamiento con

1,8-C por microscopia confocal

Con el fin de indagar en mas detalle acerca de los efectos del fitoquimico sobre la
viabilidad de los biofilms preformados de K. pneumoniae, se realizé la tincidén de
células vivas/muertas y posterior analisis por microscopia confocal de los biofilms
de Kp 05 y Kp AM7.

Los biofilms preformados de 2 dias de las cepas seleccionadas de K. pneumoniae
se trataron con 1,8-C al 1% (v/v) o con el vehiculo (etanol) al 0,25% durante 1
hora, se sometieron a tincion con el BacLight™ Viability Kit que permite la
discriminacion entre células vivas (verdes) y muertas (rojas) con los fluoroforos
SYTO™9 e ioduro de propidio, respectivamente, para su posterior observacion por
microscopia confocal.

Las reconstrucciones tridimensionales de los biofilms de ambas bacterias tratadas
solamente con el vehiculo mostraron que la mayor parte de las células que forman
estas estructuras se encontraban vivas, ya que adquieron la tincion de color verde
(Figuras 14A-B). Por otra parte, el tratamiento de los biofilms con 1,8-C provoco
que la mayoria de las células del biofilm se tifieran de color rojo (Figuras 14C-D).
Cabe destacar que practicamente la totalidad de las células en el biofilm de Kp 05
se visualizaron rojas luego del tratamiento con el fitoquimico indicando que el
ioduro de propidio ingreso en las células por alteracion de la membrana celular y/o
muerte de las mismas. Por otro lado, en el aislado Kp AM7 se pudieron observar

algunas células tefidas con verde en las capas cercanas a la base del biofilm.
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Figura 14. Andlisis de células vivas/muertas de biofiims de Kp 05 y Kp AM7 por
microscopia confocal. Reconstrucciones 3D de biofilms de Kp AM7 y Kp 05 de 2 dias
tratados con etanol al 0,25 % (vehiculo) o 1 % (v/v) 1,8-C durante 1 hora, y tefiidos con el
kit BacLight™; células vivas (verdes) y muertas (rojas). Imagenes representativas

elegidas de 6 campos observados de 2 experimentos independientes. Cada imagen
representa un campo de 127 x 127 ym. Barras de escala: 20 ym.
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Con el propdsito de analizar la distribucidn de las células no viables en cada una
de las secciones del biofilm, se examinaron las galerias de imagenes de los
biofilms preformados de Kp AM7 y Kp 05 del ensayo previo, capturadas a
intervalos de 1 ym a lo largo del eje Z.

La Figura 15 muestra galerias representativas de biofilms preformados por 2 dias
de Kp AM7 y Kp 05 tratados tanto con el vehiculo (Figura 15, paneles superiores)
o con el 1,8-C (Figura 15, paneles inferiores). Se puede observar que después del
tratamiento con 1,8-C, en las capas inferiores del biofilm de Kp 05 la mayoria de
las células se encontraron muertas, en contraste a lo observado en los biofilms de
Kp AM7 donde aun se detectd presencia de células viables (tefiidas de verde) en
las capas mas cercanas a la base del biofilm. Por otro lado, al examinar las
secciones medias y superiores de los biofilms tratados con el fitoquimico, se
observa para ambos aislados que las células estan tefiidas de rojo, lo cual sugiere
una alta mortalidad celular. Por el contrario, en esas mismas secciones de los

biofilms tratados con el vehiculo las células permanecen viables.
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Figura 15. Galeria de imagenes adquiridas a lo largo del eje Z de biofilms de Kp 05 y
Kp AM7 tratados con 1,8-C. Imagenes representativas obtenidas a lo largo del eje Z de
biofilms de Kp AM7 y Kp 05 de 2 dias tratados con etanol al 0,25 % (vehiculo) 0 1 % (v/v)
1,8-C durante 1 hora, y tefiidos con el kit BacLight™. Estas imagenes fueron obtenidas
cada 1 um desde la base (capa inferior) hasta la superficie (capa superior) del biofilm.
Cada imagen representa un campo de 127 x 127 uym.
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La cuantificacién de células vivas/muertas mediante el software COMSTAT revel6
que el 98-99% de las células de los biofilms de Kp AM7 y Kp 05 se encontraban
viables luego del tratamiento con el vehiculo, mientras que menos del 10%
permanecieron vivas luego del tratamiento con 1,8-C (Figura 16). Los resultados
analizados por microscopia confocal coinciden con lo previamente observado en el
recuento de UFC en los biofilms de Kp AM7 y Kp 05.

Estos hallazgos sefalan que el fitoquimico demuestra una alta eficacia para matar
las células existentes en las capas superficiales y medias, abarcando incluso las
capas inferiores. La muerte celular observada podria atribuirse a una buena

capacidad de penetracion del 1,8-C en el biofilm.
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Figura 16. Cuantificacion de células vivas/muertas en biofilms de Kp 05 y Kp AM7
por microscopia confocal. Biofiims de Kp AM7 y Kp 05 de 2 dias tratados con etanol al
0,25 % (vehiculo) o 1 % (v/v) 1,8-C durante 1 hora, y tefiidos con el kit BacLightTM. Las
células vivas (verdes) y muertas (rojas/amarillas) se cuantificaron mediante el programa
COMSTAT. Los resultados se expresan como porcentaje de vivas/muertas sobre el total
de células en el biofilm. Los valores representan la media del porcentaje de vivas/muertas
de 2 ensayos independientes, para los cuales se observaron 4 campos en cada uno.
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4.1.5. Influencia del 1,8-C sobre la estructura de biofilms preformados de K.

pneumoniae

Dada la observacion de la efectividad del compuesto para matar las células en
todas las capas del biofilm de K. pneumoniae, nos preguntamos si ademas es
capaz de alterar la matriz del mismo.

Para llevar a cabo este analisis, se utilizé calcofluor-white, compuesto fluorescente
que se une a polisacaridos B (1—4) presentes en la matriz de los biofilms de K.
pneumoniae, como por ejemplo la celulosa. Biofilms preformados de 2 dias de Kp
AM7 y Kp 05 tratados con el vehiculo al 0,25% (etanol) o con el fitoquimico al 1%
(v/v) durante 1 hora fueron tefiidos con calcofluor-white y luego visualizados
mediante microscopia confocal (Figura 17).

En las imagenes PMI y 3D de los biofilms tratados con el vehiculo se aprecia la
estructura de la matriz de los biofilms de ambas cepas de K. pneumoniae en
estudio. La estructura del biofilm de Kp AM7 present6é una disposicion similar a
una telarafia, con clara interconexion a lo largo de toda la matriz mediada por
fibras entrecruzadas, mientras que Kp 05 mostré una estructura compacta y poco
interconectada, formando aglomeraciones. La cuantificacion de las alturas
promedio a través del software COMSTAT revel6 una altura entre 19y 22 ym para
los biofilms de Kp AM7 y entre 21 y 25 um para los biofilms de Kp 05. Por otro
lado, luego del tratamiento con 1,8-C se observé una disminucion significativa de
la densidad de la matriz de los biofilms de Kp AM7 y Kp 05 (Figura 17). Analisis
cuantitativos a través del software COMSTAT evidenciaron una reduccion de entre
un 30 y 50% del biovolumen (um*/um?) en biofiims tratados con 1,8-C en

comparacion con el vehiculo (Tabla 4).
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Figura 17. Visualizacion de la estructura de los biofilms de Kp AM7 y Kp 05 luego
del tratamiento con 1,8-C por microscopia confocal luego de la tincién con
calcofluor-white. Biofilms preformados de 2 dias se trataron con etanol al 0,25 %
(vehiculo) o 1% (v/v) 1,8-C durante 1 hora. Se tifieron con calcofluor-white y se obtuvieron
proyecciones de maxima intensidad (PMI) del eje-Z (paneles izquierdos) vy
reconstrucciones 3D (paneles derechos) por el programa de analisis de imagenes lIcy.
Imagenes representativas elegidas de 6 campos observados de 2 experimentos
independientes. Cada imagen representa un campo de 635 x 635 ym. Barras de escala:
50 ym.
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Tabla 4. Determinacion del biovolumen de la matriz de biofilms preformados de K.

pneumoniae luego del tratamiento con 1,8-C.

Biovolumen (pm3/pm?)

Tratamientos

Kp AM7 Kp 05
Vehiculo 9,0+1,3 9,3+3,1
1,8-C 6,4+1,5 4,7+0,8

Los valores representan la media de 2 ensayos independientes * E.E. En cada ensayo se

analizaron 6 campos representativos.

Luego, para ampliar el estudio sobre la capacidad del compuesto de afectar la
estructura del biofilm de K. pneumoniae, se analizé si el 1,8-C era capaz disgregar
la biomasa del biofilm de todas las cepas de K. pneumoniae en estudio mediante
la tincién con cristal violeta. Para ello, se trataron los biofilms preformados de 2
dias de los aislados Kp 010, Kp AM4, Kp AM7 y Kp 05 con el fitoquimico al 1%
(v/v) o el vehiculo al 0,25% (etanol) durante 1 hora, para luego ser tenidos con
cristal violeta (Tabla 5). Los resultados arrojaron que tanto en la cepa sensible a
antibiéticos Kp 010 como las cepas MDR-BLEE Kp AM4, Kp AM7 y Kp 05 hubo
una disminucion de la biomasa entre un 38 y 62% luego del tratamiento con 1,8-C.
En resumen, los datos muestran que el fitoquimico es capaz no solo de afectar la
matriz del biofiim de K. pneumoniae, sino que también es capaz de reducir la

biomasa de forma efectiva.
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Tabla 5. Determinacion de la biomasa de biofilms preformados de K. pneumoniae

luego del tratamiento con 1,8-C.

Biomasa de biofilm (Asssnm) Disrupcién de

Aislado Vehiculo Tratado con 1,8-C biofilm (%)
(promedio * DE) (promedio * DE) (promedio  DE)
Kp 010 1,95+ 0,37 1,20 £ 0,28 46 £ 17
Kp AM4 3,53+1,33 1,66 £ 0,95 45 +17*
Kp AM7 2,20+0,89 1,15+ 0,53 38+16
Kp 05 3,23 + 2,32 1,33+ 0,91 62+4 *

Los valores representan la media de 3 ensayos independientes £ D.E. (*) p < 0,05 al
comparar cada cepa tratada con 1,8-C vs cada cepa tratada con el vehiculo mediante el
test t de Student.

4.1.6. Efecto del 1,8-C sobre la viabilidad de células plancténicas de K.

pneumoniae

Previamente se habia reportado la capacidad del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis para disminuir el recuento de UFC en un cultivo plancténico de un
aislado de K. pneumoniae sensible a antibiéticos (Ojeda-Sana et al; 2013%). Sin
embargo, no se habia explorado el efecto individual del 1,8-C frente a cultivos
planctonicos de cepas MDR-BLEE. Es por ello que se realizé la determinacion de
la viabilidad en células plancténicas de diferentes aislados de K. pneumoniae
luego del tratamiento con 1% (v/v) de 1,8-C a diferentes tiempos (entre 5 minutos
y 24 horas) mediante recuento de UFC.

Como se observa en la Figura 18, los resultados evidenciaron que a tiempos muy
cortos (entre 5 y 15 minutos) la viabilidad de las cepas Kp 010, Kp AM4 y Kp 05
disminuyé entre 1-3 Log. Tratamientos de 1 y 3 horas disminuyeron aun mas la
viabilidad en estas cepas (entre 4 y 4,5 Log). Por otro lado, con estos tiempos

cortos de tratamiento (entre 5 minutos y 3 horas) la cepa Kp AM7 disminuyd su
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viabilidad en menos de 1 Log. Sorpresivamente, todos los aislados de K.
pneumoniae a las 24 horas recuperaron los niveles de viabilidad observados
previos al tratamiento con el 1,8-C.

Este hallazgo revela que el fitoquimico también tiene la capacidad de disminuir de
manera significativa la viabilidad de las células en cultivos plancténicos de K.

pneumoniae después de un breve periodo de tratamiento.
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Figura 18. Determinacion de la viabilidad en células planctonicas de diferentes
aislados de K. pneumoniae luego del tratamiento con 1,8-C a diferentes tiempos
mediante recuento de UFC. Se trataron las bacterias con 0,25% de etanol (vehiculo) o
1% (v/v) de 1,8-C durante 1 hora. La concentracion inicial de bacterias fue de 1 x 10°
UFC/mL. Los valores representan la media de 3 ensayos independientes + D.E. (*) p <
0,05 al comparar cada cepa tratada con 1,8-C vs cada cepa tratada con el vehiculo
mediante el test t de Student.

En resumen, hemos demostrado que el 1,8-C es capaz de penetrar en el biofilm,
mostrando una alta eficacia para matar las células de K. pneumoniae MDR-BLEE.
Ademas el fitoquimico demostré ser capaz de desestabilizar y disgregar el biofilm

preformado.
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4.2. CAPITULO N°2: ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOFILM
DEL 1,8-C SOBRE AISLADOS CLINICOS MULTIRRESISTENTES
DE E. coli

4.2.1. Produccién de biofilm en E. coli

Previamente a la evaluacion de la actividad antibiofim del 1,8-C en biofilms
preformados de E. coli, se determind la capacidad de formacion de biofilm de los
aislados clinicos MDR-BLEE: Ec AM7, Ec AM10 y Ec 07, y en la cepa sensible a
antibidticos: Ec ATCC 25922 (Tabla 1). Para ello, se analizé la formacién de biofilm
de dichos aislados en funcion del tiempo (entre 1 y 3 dias) a través del ensayo de
tincion con cristal violeta y posterior cuantificacién de su biomasa (Figura 19).

Los resultados evidenciaron una creciente produccién de biofilm a lo largo del
tiempo en todas las cepas analizadas. A partir del dia 3 se observdé como las
cepas Ec ATCC 25922 y Ec AM7 presentaron una produccion significativamente
mayor al resto con valores de Asgsn, de 1,67 y 2,24, respectivamente. Por lo tanto,
se pueden considerar como altas productoras de biofilm (Asgs.y > 1) (Lagha et al;
2019). Por el contrario las cepas Ec AM10 y Ec 07 que evidenciaron valores de
Asesnm de 0,65 y 0,6, respectivamente, se consideraron como bajas productoras de
biofilm (0,2 < Asgsm < 1).
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Figura 19. Formacion de biofilm de aislados clinicos de E. coli mediante el ensayo
de cristal violeta. Se determind la produccion de biomasa durante 1, 2 y 3 dias para la
cepa sensible antibioticos (S) Ec ATCC 25922 y los aislados MDR (R) Ec AM7, Ec AM10,
Ec 07 por medicion de la absorbancia a 595 nm (Asgs.m).- LOS datos se expresan como la
media = D.E. de tres experimentos independientes. La linea punteada horizontal indica
produccion de biomasa correspondiente a una Asgs,m = 1. (*) p < 0,05 de los biofilms de 3
dias de Ec ATCC 25922 y Ec AM7 en comparacion a los biofilms de 3 dias de Ec AM10y
Ec 07 mediante analisis ANOVA seguido del test de Tukey.

4.2.2. Analisis del efecto antibiofilm del 1,8-C en funcion de la concentracion

y el tiempo de aplicacidon sobre biofilms preestablecidos

Para abordar el estudio del efecto del 1,8-C frente a biofilms robustos de E. coli se
seleccionaron las cepas Ec ATCC 25922 y Ec AM7 que fueron las dos mayores
productoras de biofim a los 3 dias y que ademas permiten estudiar el
comportamiento del fitoquimico frente a cepas sensibles y resistentes a
antibioticos.

La Figura 20A muestra la curva dosis-respuesta del 1,8-C sobre la viabilidad del

biofilm preformado de 3 dias de Ec AM7. Los resultados revelan un descenso
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significativo de la viabilidad celular aproximadamente de 1,5 Log luego del
tratamiento con 0,5% (v/v) de 1,8-C durante 1 hora, sin embargo el mayor efecto
se observé con una dosis de 1% (v/v), la cual disminuyd significativamente la
viabilidad celular en 3 Log. Una disminucion similar se observé al aumentar la
concentracion del fitoquimico al 2% (v/v). Estos resultados indican que, a partir de
concentraciones del 1% (v/v), el 1,8-C presenta efecto bactericida luego de 1 hora
de tratamiento sobre biofilms de E. coli MDR-BLEE.

Luego se estudio el efecto del tiempo de tratamiento del 1,8-C al 1% (v/v) sobre
biofilms de Ec AM7 preformados durante 3 dias. En la Figura 20B se observo que
el compuesto disminuyd la viabilidad celular aproximadamente 1,3 Log en el
recuento de UFC a los 15 minutos, mientras que el efecto a los 60 minutos de
tratamiento fue significativamente mayor (reduccion de 3 Log). Ademas, un mayor
tiempo de exposicion frente al fitoquimico no registré una mayor disminucion en la
viabilidad celular a la observada con 1 hora de tratamiento.

En resumen, se determinaron como condiciones oOptimas para la actividad
antibiofilm del 1,8-C contra biofilm de E. coli al desafio con 1% (v/v) de 1,8-C

durante 1 hora.
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Figura 20. Efecto de la concentracion (A) y tiempo de incubacién (B) del 1,8-C sobre
biofilms preformados de E. coli. Se determind la viabilidad celular por recuento de UFC
en biofims de Ec AM7 preformados por 3 dias luego del tratamiento a diferentes
concentraciones de 1,8-C y etanol durante 1 hora (A) y a diferentes tiempos a una
concentracion de 1 y 0,25% (v/v) del fitoquimico y el vehiculo, respectivamente (B). Los
datos se expresan como la media £ D.E. de tres experimentos independientes. (*) p <
0,05 al comparar Ec AM7 tratada con 1,8-C vs Ec AMY7 tratada con el vehiculo mediante el
test t de Student.
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4.2.3. Evaluacién del efecto del 1,8-C sobre etapas tempranas de desarrollo
de biofilms de Ec AM7

Se estudio también el efecto del compuesto sobre etapas tempranas del desarrollo
de biofiims de E. coli, como lo son biofilms preformados durante 1 y 2 dias
(diferentes densidades de biomasa) y la adhesién inicial.

Para ello, primero se expusieron biofilms preformados de 1y 2 dias de Ec AM7 a
0,25% de etanol (vehiculo) o 1% (v/v) de 1,8-C durante 1 hora y se analiz6 el
efecto sobre su viabilidad por recuento de UFC, en comparacion con biofilms
preformados de 3 dias. Se observd una disminucién significativa en la viabilidad
(entre 2 y 3 Log) de los biofilm preformados de 1y 2 dias en comparacion a los
biofilms tratados con el vehiculo (Figura 21). Ademas, se evidencié un numero
similar de UFC en los biofilms preformados por 1, 2 y 3 dias luego del tratamiento,
lo que sugiere que la eficiencia del compuesto no se ve afectada por la densidad
de biomasa que presenta el biofilm.

Posteriormente, se estudio el efecto del fitoquimico sobre la etapa de adhesion de
las cepas Ec ATCC 25922 y Ec AMY7. Para ello se ensayaron concentraciones
inferiores al 1% (v/v) del compuesto y se buscaron concentraciones que no
afectaran la viabilidad celular para evidenciar un posible efecto sobre la etapa
inicial de la adhesion (Tabla 6). Se encontr6 un numero similar de células
adheridas en las muestras tratadas con 0,0625 y 0,125% (v/v) del fitoquimico en
comparaciéon con las tratadas con el vehiculo para el aislado Ec ATCC 25922.
Mientras que las mayores concentraciones (0,25 y 0,5% v/v) inhibieron la
viabilidad celular. En el caso de la cepa Ec AM7 se encontraron resultados
similares. Estos resultados indican que el 1,8-C no evidencié efecto sobre la

adhesion celular en ambas bacterias estudiadas.
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Figura 21. Efecto del 1,8-C sobre la viabilidad de biofilms preformados por 1,2y 3
dias de E. coli. Los biofilms se trataron con etanol al 0,25 % (vehiculo) o 1% (v/v) de
1,8-C durante 1 hora y se realiz6 el recuento de UFC. Los datos se expresan como la
media + D.E. de tres experimentos independientes. (*) p < 0,05 en comparacién con los
biofilms tratados con el vehiculo mediante el test  de Student.

Tabla 6. Efecto de diferentes concentraciones de 1,8-C sobre la adhesion de

biofilms E. coli.

Tratamientos

Células viables

Ec ATCC 25922

Ec AM7

Adheridas

(Log1o UFC/cm?)

(Log1c UFC/mI)

Suspension

Adheridas

(Log1 UFC/cm?)

Suspension

(Log1o UFC/mI)

Vehiculo
0,25%

1,8-C
0,0625% (v/v)

1,8-C
0,125% (Viv)

1,8-C
0,25% (v/v)

1,8-C
0,5% (viv)

5,48+ 0,80

5,39+ 0,88

5,55+ 0,86

3,20+ 0,83

1,98 £ 0,50

7,87+£0,33

7,79+0,12

7,72+£0,22

5,03+1,35

2,70+£0,27

5,89£0,79

5,70 £ 0,31

5,55+0,49

5,45+ 0,41

3,91+0,55

7,93+0,13

7,96 + 0,08

7,94 £ 0,11

7,75 +0,24

591+0,44

Los valores representan la media de 3 ensayos independientes + D.E.
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4.2.4. Efecto del tratamiento con 1,8-C sobre la viabilidad de biofilms

preformados por diferentes aislados de E. coli

Se extendio el analisis del efecto antibiofilm del 1,8-C observado sobre el aislado
Ec AM7 a otros aislados formadores de biofilm en estudio. Para ello, biofiims de
Ec ATCC 25922, Ec AM10 y Ec 07 preformados de 3 dias se trataron con el
vehiculo (etanol) al 0,25% vy el fitoquimico al 1% (v/v) durante 1 hora y se
determind los niveles de actividad metabdlica por el ensayo colorimétrico de MTS
y la viabilidad por UFC.

Se determinaron los niveles de actividad metabdlica a través del ensayo
colorimétrico de MTS, como otro parametro para corroborar si el compuesto afecta
la viabilidad celular. Los resultados muestran una drastica disminucion en la
actividad metabdlica en los 4 aislados testeados (Asgn.m €ntre 0,02 y 0,12) luego
del tratamiento con 1,8-C, mientras que los biofilms tratados con el vehiculo la
actividad metabdlica se encontré en valores de A,qo.m €ntre 0,8 y 2 (Figura 22A).
Ademas, la Figura 22B muestra una disminucion en el recuento de UFC de 4,1
Log para la cepa Ec ATCC 25922 y entre 3 a 3,8 Log en los aislados de Ec AM10
y Ec 07, respectivamente, luego del tratamiento con 1,8-C, en comparacion con el
vehiculo. Estos resultados indican que el compuesto presenta efecto bactericida
sobre todos los aislados. Ademas, la actividad antibiofilm parece ser comparable
al efecto observado sobre la cepa Ec AM7.

Por lo tanto, mediante los dos métodos realizados se encontré que el fitoquimico

afecto significativamente la viabilidad de todos los biofilms de las cepas de E. coli.
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Figura 22. Determinacion de la viabilidad de los biofilms en diferentes aislados de E.
coli luego del tratamiento con 1,8-C mediante recuento de ensayo de MTS (A) y UFC
(B). Los biofilms se trataron con etanol al 0,25 % (vehiculo) o 1% (v/v) de 1,8-C durante 1
hora y se realiz6 la determinacion de los niveles de actividad metabdlica por el ensayo
colorimétrico de MTS (A) y el recuento de UFC (B). Los valores representan la media de 3
ensayos independientes + D.E. (*) p < 0,05 al comparar cada cepa tratada con 1,8-C vs
cada cepa tratada con el vehiculo mediante el test t de Student.
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4.2.5. Estudio de la distribucion espacial de células vivas/muertas en
biofilms preformados de E. coli mediante microscopia confocal luego

del tratamiento con 1,8-C

Se indagd acerca de los efectos del fitoquimico sobre la viabilidad de los biofilms
preformados de E. coli mas en detalle, mediante tincion de células vivas/muertas y
posterior analisis cualitativo y cuantitativo por microscopia confocal.

Los biofims de Ec ATCC 25922 y Ec AM7 preformados de 3 dias sobre
cubreobjetos y tratados con el vehiculo (etanol) al 0,25% o con 1,8-C al 1% (v/v)
durante 1 hora, se sometieron a tincion con el BacLight™ Viability Kit que permite
la discriminacion entre células vivas (verdes) y muertas (rojas) con los fluoréforo
SYTO™ 9 e ioduro de propidio, respectivamente, para su posterior observacion
por microscopia confocal.

Las reconstrucciones tridimensionales de los biofilms de ambas bacterias tratados
solamente con el vehiculo evidenciaron que la mayoria de las células que forman
estas estructuras se encuentran vivas ya que adquieren la tincion de color verde
(Figura 23A-B). Por otra parte, el tratamiento de los biofilms con 1,8-C provoco
que todas las células del mismo se tifieran de color rojo (Figuras 23C y D). Estos
resultados indican que el compuesto fue capaz de penetrar a través de todas las
capas del biofilm, permeabilizar las membranas bacterianas y por ende el ioduro
de propidio fue capaz de ingresar en las células, indicando alteracion de la

membrana y/o muerte celular.
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Figura 23. Analisis de células vivas/muertas de biofilms de Ec ATCC 25922 y Ec AM7
por microscopia confocal. Reconstrucciones 3D de biofiims de Ec ATCC 25922 y Ec
AM7 de 3 dias tratados con etanol al 0,25 % (vehiculo) o 1 % (v/v) 1,8-C durante 1 hora, y
tefiidos con el kit BacLight™; células vivas (verdes) y muertas (rojas). Imagenes
representativas elegidas de 6 campos observados de 2 experimentos independientes.
Cada imagen representa un campo de 127 x 127 ym. Barras de escala: 20 ym.
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Ademas se analizaron las galerias de imagenes de los biofilms preformados del
experimento anterior adquiridas cada 1 um a lo largo del eje Z con el objetivo de
observar en detalle la distribucion de las células muertas en cada una de las
secciones del biofilm.

La Figura 24 muestra galerias representativas de biofilms preformados por 3 dias
de Ec ATCC 25922 y Ec AMY7 tratados con el vehiculo (Figura 24, paneles
superiores) o con 1,8-C (Figura 24, paneles inferiores). Se observéd que luego del
tratamiento con 1,8-C practicamente la totalidad de las células cercanas a las
capas inferiores de los biofilms tanto de Ec ATCC 25922 y Ec AM7 se encontraron
muertas (rojas). Por otro lado, todas las células cercanas a las capas inferiores en
los biofilms tratados con el vehiculo se encontraron tefiidas de verde y por tanto lo
viables. Cuando se visualizan las secciones medias y superficiales de los biofilm
tratados con el fitoquimico de ambas bacterias se puede visualizar las células
tenidas de rojo, resultado que indica mortalidad celular. En contraste, en dichas

secciones en biofilms tratados con el vehiculo las células permanecen viables.
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Figura 24. Galeria de imagenes adquiridas a lo largo del eje Z de biofilms de Ec
ATCC 25922 y Ec AM7 tratados con 1,8-C. Imagenes representativas obtenidas a lo
largo del eje Z de biofilms de Ec ATCC 25922 y Ec AM7 de 3 dias tratados con etanol al
0,25 % (vehiculo) o 1 % (v/v) 1,8-C durante 1 hora, y tefiidos con el kit BacLight™. Estas
imagenes fueron obtenidas cada 1 um desde la base (capa inferior) hasta la superficie
(capa superior) del biofilm. Cada imagen representa un campo de 127 x 127 um.

La cuantificacién de células vivas y muertas por recuento del numero de células a
través del software COMSTAT mostrd en los biofilms de Ec ATCC 25922 y Ec AM7

un alto porcentaje de células vivas luego del tratamiento con el vehiculo (entre 82 -
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84%), mientras que solo el 1 - 2% permanecieron vivas luego del tratamiento con
1,8-C (Figura 25).

En resumen estos resultados indican que el fitoquimico muestra una alta eficacia
para matar en forma homogénea las células presentes en todas las capas del
biofilm: superficiales, medias e inferiores. Se podria atribuir la muerte celular

observada a una buena capacidad de penetracion del 1,8-C en el biofilm.
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Figura 25. Cuantificacion de células vivas/muertas en biofilms de Ec ATCC 25922 y
Ec AM7 por microscopia confocal. Las células vivas (verdes) y muertas (rojas/amarillas)
se cuantificaron mediante el programa COMSTAT. Los resultados se expresan como
porcentaje de vivas/muertas sobre el total de células en el biofilm. Los valores representan
la media del porcentaje de vivas/muertas de 2 ensayos independientes, para los cuales se
observaron 4 campos en cada uno.
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4.2.6. Efecto del 1,8-C sobre la estructura de biofilms preformados de E. coli

Como se evidencio en el apartado anterior, el 1,8-C tendria una buena capacidad
de penetraciéon en el biofiim. Por lo tanto, resultd interesante analizar si el
fitoquimico altera la estructura de los biofilms preformados de E. coli.

Para ello se utilizé la tincion con calcofluor-white, compuesto fluorescente que se
une a polisacaridos B (1—4) presentes en la matriz de los biofilms de E. coli, como
por ejemplo la celulosa. Biofilms preformados de 3 dias de Ec ATCC 25922 y Ec
AM7 tratados con el vehiculo al 0,25% (etanol) o con el fitoquimico al 1% (v/v)
durante 1 hora se tiferon con el fluoréforo y a continuacion se visualizaron
mediante microscopia confocal.

Las imagenes obtenidas de los tratamientos con vehiculo permitieron apreciar
una diferencia estructural entre los biofilms de ambas cepas de E. coli (Figura 26).
En particular, la estructura de los biofilms de la Ec ATCC 25922 presentd una
forma de telarafa, observandose una fuerte interconexion entre diferente sectores
de la matriz por la presencia de puentes que se cruzan unos a otros, mientras que
los biofilms de la Ec AM7 presentaron una estructura mas compacta, formando
aglomeraciones y una matriz menos interconectada con islas no conectadas entre
si. La cuantificacion de las alturas promedio de estos biofilms utilizando el software
COMSTAT mostré para Ec ATCC 25922 biofilms con una altura en el rango de
20-25 pm, mientras que en los biofilms de Ec AM7 la altura vario entre 30 y 40 um.
Es importante destacar que estos resultados concuerdan con lo observado en la
produccion de biomasa de biofilm (ver Figura 19), donde se observod que la cepa
Ec AM7 produce mayor biomasa que la cepa Ec ATCC 25922.

Por otra parte, el tratamiento con 1,8-C afectd la estructura de los biofiims de
ambas cepas de E. coli, lo cual se reflej6 tanto en las PMI como en las imagenes
3D que se muestran en la Figura 26. Los analisis cuantitativos a través del
software COMSTAT de los biofilms de Ec ATCC 25922 y Ec AM7 tratados con el
fitoquimico evidenciaron una reduccién de entre un 28 y 43% del biovolumen

(um?3/um?) de su matriz (Tabla 7).
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Figura 26. Visualizacion de la estructura de los biofilms de Ec AM7 luego del
tratamiento con 1,8-C por microscopia confocal luego de la tincion con
calcofluor-white. Biofilms preformados de 3 dias se trataron con etanol al 0,25 %
(vehiculo) o 1% (v/v) 1,8-C durante 1 hora. Se tifieron con calcofluor-white y se obtuvieron
proyecciones de maxima intensidad (PMI) del eje-Z (paneles izquierdos) vy
reconstrucciones 3D (paneles derechos) por el programa de analisis de imagenes Icy.
Imagenes representativas elegidas de 6 campos observados de 2 experimentos
independientes. Cada imagen representa un campo de 635 x 635 pym. Barras de escala:
50 um.
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Tabla 7. Determinacion del biovolumen de la matriz de biofilms preformados de E.

coli luego del tratamiento con 1,8-C.

Biovolumen (pm*/um?)

Tratamientos

Ec ATCC 25922 EcAM 7
Vehiculo 11,6+1,8 9,8+1,9
1,8-C 6,6 £2,0 70+21

Los valores representan la media de 2 ensayos independientes + E.E. En cada ensayo se

analizaron 6 campos representativos.

Otra aproximacion para estudiar el efecto del 1,8-C sobre la estructura de los
biofilms preformados fue analizar si era 0 no capaz de disgregar la biomasa del
mismo. Para ello, se investigo la capacidad del fitoquimico para disgregar biomasa
de biofilms preformados por 3 dias de los 4 aislados de E. coli en estudio luego del
tratamiento con el vehiculo al 0,25% (v/v) o el fitoquimico al 1% (v/v) durante 1
hora mediante tincion por cristal violeta (Tabla 8).

Los resultados obtenidos muestran en todos los casos una disminucion
significativa de la biomasa de los biofilms luego del tratamiento con el fitoquimico.
El mayor efecto se obtuvo sobre los aislados Ec 07 y Ec ATCC 25922, con un
descenso de la biomasa del 65 y 60%, respectivamente. Una menor disminucién
de biomasa se observé en los aislados Ec AM7 y Ec AM 10 (48 y 49%,
respectivamente).

En consecuencia, los datos obtenidos muestran que el compuesto es capaz de
alterar la estructura de la matriz del biofiims de E. coli, asi como de reducir

significativamente su biomasa.
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Tabla 8. Determinacion de la biomasa de biofilms preformados de E. coli luego del

tratamiento con 1,8-C.

Biomasa de biofilm (Asosnm) Disrupcién de
biofilm (%)

(promedio * DE)

Aislado Vehiculo Tratado con 1,8-C
(promedio * DE) (promedio * DE)

Ec ATCC 25922 1,76 £0,76 0,74 £0,44 60+12*
Ec AM7 2,66 £0,33 1,34 +0,37 48 +18*

Ec AM10 0,73+0,2 0,39 £0,25 49+21*

Ec 07 0,45 +0,12 0,16 £ 0,05 65+02*

Los valores representan la media de 3 ensayos independientes £ D.E. (*) p < 0,05 al
comparar cada cepa tratada con 1,8-C vs cada cepa tratada con el vehiculo mediante el
test t de Student.

4.2.7. Evaluacién de la viabilidad de las células desprendidas de biofilms

preformados de E. coli por el tratamiento con 1,8-C

Dado que los datos obtenidos muestran que el compuesto es capaz de disgregar
la biomasa de los biofilm en todas las cepas examinadas de E. coli, resulté de
interés estudiar si, luego del tratamiento con 1,8-C, las células desprendidas de los
biofilm se encuentran vivas o muertas. Para ello, se tested la viabilidad de las
células desprendidas de biofilms de aislados de E. coli preformados durante 3 dias
tratados bajo las mismas condiciones descriptas anteriormente, mediante recuento
de UFC.

Los resultados muestran, para las cuatro cepas estudiadas, una disminucion
significativa en la viabilidad entre 3 y 4 Log en las células desprendidas de los
biofiims tratados con 1,8-cineol respecto a aquellas provenientes de los biofilms

tratados con vehiculo (Figura 27).
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Figura 27. Determinacion de la viabilidad de células desprendidas de biofilms de
diferentes aislados de E. coli luego del tratamiento con 1,8-C mediante recuento de
UFC. Se trataron los biofilms con etanol 0,25 % (vehiculo) o 1% (v/v) de 1,8-C durante 1
hora, y se determind en el sobrenadante de los biofilms la viabilidad celular mediante
recuento de UFC. Los valores representan la media de 3 ensayos independientes + D.E.
(*) p < 0,05 al comparar cada cepa tratada con 1,8-C vs cada cepa tratada con el vehiculo
mediante el test t de Student.

Posteriormente, se cuantificdé la muerte celular por citometria de flujo dado que
esta técnica permite conocer la proporcion de células muertas sobre el total de
células presentes en una muestra. Para ello, las células desprendidas de biofilms
preformados de 3 dias de Ec AM7 tratados con 1% (v/v) del fitoquimico durante 1
hora, fueron tefidas con el fluoréforo ioduro de propidio, que como se explico
anteriormente (en el item 4.2.5) ingresa en aquellas células con permeabilidad
alterada/muertas. A continuacion las muestras se analizaron por citometria de
flujo.

Los resultados obtenidos, mostrados en la Figura 28, indican que el tratamiento
con el fitoquimico disminuy6 la viabilidad de las células desprendidas del biofilm
en aproximadamente un 98%, mientras que en las células tratadas con el vehiculo

solo el 2,1% de las células se hallaron muertas.
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Asi, se evidencia que la mayoria de las células desprendidas del biofilm luego del

tratamiento con el 1,8-C no se encuentran viables.
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Figura 28. Cuantificacion de muerte celular por citometria de flujo de las células
desprendidas de biofilms de Ec AM7 después del tratamiento con 1,8-C. Se trataron
los biofilms con etanol 0,25 % (vehiculo) o 1% (v/v) de 1,8-C durante 1 hora y se
colectaron las células desprendidas de los mismos. Los datos muestran los histogramas
de recuento de eventos bacterianos (eje y) vs. intensidad de fluorescencia de ioduro de
propidio (eje x) de un ensayo representativo de 3 experimentos independientes. M1
corresponde a la regién de células con tincion positiva para ioduro de propidio. Se
analizaron 10° células por cada muestra.

4.2.8. Efecto del 1,8-C sobre la viabilidad de células plancténicas de E. coli

Al igual que con K. pneumoniae, resulté de interés describir el efecto del 1,8-C
frente a cultivos plancténicos de E. coli, particularmente sobre cepas MDR-BLEE.
Es por ello que se realizé la determinacién de la viabilidad en células planctonicas
de diferentes aislados de E. coli luego del tratamiento con 1% (v/v) de 1,8-C a
diferentes tiempos (entre 5 minutos y 24 horas) mediante recuento de UFC.

La Figura 29 muestra que a tiempos muy cortos (5 - 15 minutos) todos los aislados
de E. coli disminuyeron su viabilidad (entre 1 y 3 Log), alcanzando la mayor
disminucion (2 - 5 Log) con tratamientos entre 1 y 3 horas. A las 24 horas la

mayoria de las cepas recuperaron los niveles de viabilidad previos al tratamiento
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con 1,8-C, excepto Kp 010 que apenas sube 2 Log luego de haber bajado hasta
102 UFC/ml.

Este hallazgo indica que el fitoquimico también es capaz de disminuir
significativamente la viabilidad de las células en cultivos planctonicos a tiempos

cortos de tratamiento.
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Figura 29. Efecto de la concentracion del 1,8-C sobre la viabilidad en células
plancténicas de diferentes aislados de E. coli. Se determind la viabilidad celular por
recuento de UFC en cultivos planctonicos de Ec ATCC 25922, Ec AM7, Ec AM10y Ec 07
Ec AM7 luego del tratamiento con 1% (v/v) de 1,8-C o 0,25% de etanol (vehiculo) a
diferentes tiempos. La concentracion inicial de bacterias fue de 1 x 10" UFC/ml. Los datos
se expresan como la media = D.E. de tres experimentos independientes.(*) p < 0,05 al
comparar cada cepa tratada con 1,8-C vs cada cepa tratada con el vehiculo mediante el

test t de Student.

Nuestros resultados han demostrado que el 1,8-C, al igual que lo ya descripto en
K. pneumoniae (Capitulo 1), es capaz de penetrar, desestabilizar y disminuir la
viabilidad del biofilm preformado de aislados MDR-BLEE de E. coli. Ademas,

provoca la muerte de las células desprendidas del biofilm.
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4.3. CAPITULO N°3: ANALISIS DEL MECANISMO DE
DISRUPCION DE LA MATRIZ DE BIOFILMS INDUCIDO POR EL
1,8-C

Los resultados mostrados anteriormente revelaron que el 1,8-C presenta actividad
antibiofilm provocando la muerte de las células dentro del biofilm y también de las
desprendidas del mismo y ademas reduce significativamente su biomasa y altera
su estructura. Dado que la matriz extracelular es fundamental para mantener la
estructura y estabilidad del biofilm es posible que el fitoquimico sea capaz de
inducir la desestabilizacion de la matriz que resulte finalmente en la reduccion de
su biomasa y los cambios en la estructura observada.

Con el fin de profundizar en el mecanismo de accion del 1,8-C involucrado en la
disgregacion del biofilm preformado maduro, se estudi6 la posibilidad de un efecto
indirecto del compuesto sobre la matriz del biofilm, mediado por enzimas
hidroliticas liberadas desde las bacterias en el biofilm luego de su muerte y
consecuente lisis de sus membranas . Se tom6 como organismo modelo para
estos estudios la cepa Ec ATCC 25922 (cepa uropatogénica cuyo genoma
completo se encuentra secuenciado) dada su alta capacidad de produccion de
biofilm (Figura 19) y porque se ha reportado una alta homogeneidad en la
composicion de la matriz del biofilm entre diferentes aislamientos de E. coli (Serra
y Hengge, 2021).

4.3.1. Componentes de la matriz extracelular relacionados a la estabilidad e

integridad estructural de los biofilms

Las matrices de los biofiims estan constituidas por diferentes componentes:
polisacaridos, proteinas, lipidos y ADN extracelular; ha sido ampliamente
reportado que la cantidad y tipo de los mismos puede variar segun la especie
(Flemming y Wingender, 2010). Entre los principales polisacaridos en E. coli se
encuentran la celulosa, la poli-p-1,6-N-acetilglucosamina (PNAG) y el acido

colanico, mientras que la fimbria tipo 1 (pil) y la proteina curli son los
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componentes proteicos mas abundantes (McCrate et al., 2013; Sharma et al.,
2016; Balasubramanian et al., 2021). Se ha observado que la proporcion de la
fimbria curli varia segun las condiciones de crecimiento del biofilm, (temperatura y
disponibilidad de nutrientes) (Evans y Chapman et al., 2013).

En primer lugar, se estudié la importancia de los componentes de la matriz de
biofilms de E. coli en su estabilidad e integridad estructural bajo las condiciones
experimentales ensayadas en este trabajo de tesis (biofilms desarrollados a 37°C
en medio M9 suplementado con glucosa) mediante el tratamiento con enzimas
hidroliticas. Para ello, biofiims de Ec ATCC 25922 preformados durante 3 dias se
trataron con celulasa, proteinasa K y DNAsa | durante 1 hora a 37°C. Luego, se
determind la biomasa remanente del biofilm por tinciéon con cristal violeta.

La Figura 30 muestra que el tratamiento con celulasa disminuy6 significativamente
(en promedio un 89% de reduccion) la biomasa de los biofilms preformados de E.
coli, ientras que el tratamiento con proteinasa K provocd una reduccion promedio
del 68%. Por el contrario, el tratamiento con DNAsa | no modificd
significativamente la biomasa de los biofilms.

Estos resultados evidencian que tanto la celulosa como las proteinas son
componentes importantes para la estabilidad e integridad estructural de los

biofilms de la cepa estudiada.
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Figura 30. Efecto de enzimas hidroliticas sobre biofilms preformados de E. coli.
iofilms de Ec ATCC 25922 preformados durante 3 dias se trataron con 10 U/ml de
celulasa, 100 pg/ml de proteinasa K 'y 100 kunitz/ml de DNAsa | durante 1 hora a 37°C. Se
determind la biomasa por medicion de la absorbancia a 595 nm (Ases.m) luego de la tincion
con cristal violeta. Los datos se expresan como la media + D.E. de tres experimentos
independientes. (*) p < 0,05 al comparar biofilms tratados con celulasa o proteinasa K vs
biofilms sin tratar, y biofilms tratados celulasa en comparacion con biofilms tratados con
proteinasa K, mediante el test t de Student.

4.3.2. Analisis in silico de enzimas hidroliticas en E. coli capaces de

degradar la matriz del biofilm

Diversas enzimas hidroliticas se han propuesto como estrategias prometedoras
para disgregar biofilms y revertir las células bacterianas a un estado plancténico
en entornos clinicos e industriales (Kaplan, 2010; Snarr et al., 2018). Los
tratamientos enzimaticos han mostrado ser efectivos tanto en biofiims en
crecimiento como en biofilms preformados, requiriendo concentraciones
relativamente bajas para lograr una alta especificidad y eficacia.

Como se postuld la participacion de enzimas hidroliticas, liberadas desde las

bacterias del biofilm, en la disrupcion de la matriz observada luego del tratamiento
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con 1,8-C fue relevante analizar la presencia de las mismas en E. coli,
particularmente en cepas uropatogenicas.

En E. coli, se han descripto enzimas hidroliticas capaces de degradar
polisacaridos presentes en la matriz de los biofilms, como la celulasa BcsZ y la
PNAGasa PgaB (Mazur y Zimmer, 2011; Krasteva et al., 2017; Little et al., 2018).
La proteina BcsZ pertenece al complejo de sintesis de celulosa bacteriana (bcs,
bacterial cellulose synthase), cuyos genes se encuentran dispuestos en el operon
bes (Figura 31A). Este complejo es el encargado del ensamblaje y el transporte
desde el interior celular al exterior de las cadenas de celulosa (poli-B-1,4-glucano).
BcsZ es una enzima periplasmica con actividad B-1,4-endoglucanasa (Figura
31A), cuya funcién es la de controlar la longitud del polimero antes de ser
translocado al medio extracelular. Por su parte, la enzima PgaB es una proteina
periplasmica que contiene un dominio N-terminal deacetilasa y un dominio
C-terminal con funcidén deacetilasa y glicosil hidrolasa y pertenece al complejo de
sintesis de poli-B-1,6-N-acetilglucosamina (Figura 31B). Al igual que BcsZ la
proteina PgaB se encarga de controlar la longitud de los polimeros de
poli-B-1,6-N-acetilglucosamina para que luego sean translocados al medio exterior.
También las enzimas proteoliticas se consideran efectivas para erradicar biofilms
mediante la hidrélisis tanto de proteinas de la matriz como de proteinas de
adhesion a la superficie (adhesinas) (Baidamshina et al., 2017). Entre las
proteasas localizadas en el citoplasma de E. coli y que presentan funcion
dipeptidasa frente a un amplio espectro de oligopéptidos se encuentran las
proteinas Dcp y PepD (Heinrich et al., 1993; Schroeder et al., 1994). E. coli
también posee proteasas periplasmicas encargadas de la eliminacion de proteinas
danadas o mal plegadas, como por ejemplo SohB, DegP y BepA (Baird et al.,
1991; Bryant et al., 2020; Ramirez-Larrota y Eckhard, 2022). La Tabla 9 y la Figura
31C sumarizan las enzimas hidroliticas que podrian estar participando de la
degradacion de la matriz del biofilm en E. coli.

Se realiz6 la busqueda de secuencias homologas a estas enzimas hidroliticas en
cepas de E. coli uropatogénicas con genoma secuenciado. En cuatro cepas
seleccionadas al azar (E. coli ATCC 25922, UTI89, CFT073 y EcPF5), la totalidad
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de las enzimas de interés se encontraron presentes. El alineamiento de
secuencias multiples (MSAs) frente a las secuencias de referencia de las enzimas
provenientes de E. coli K12 evidenciaron un nivel de identidad de mas del 97% en
todos los casos (Tablas Anexo).

Los resultados evidencian que las enzimas hidroliticas BcsZ, PgaB, Dcp, PepD,
SohB, DegP y BepA en todos los aislados de E. coli uropatdgenicos presentaron
un alto nivel de identidad y avalan su presencia en cepas patogeénicas. Por lo
tanto, es posible que una o mas de ellas sean las responsables de degradar el

biofilm luego del tratamiento con el 1,8-C.

Tabla 9. Enzimas hidroliticas potencialmente implicadas en la disrupcion del

biofilm.
Proteina Gen Organismo Aﬁcess'on Ubicacién Funcién Referencia
umber

BesZ besZ  E. coliK12 P37651  Periplasma  B-14-endoglucanasa ~ Mazur& 5(')“1";”” etal,

PgaB pgaB E. coliK12 P75906 Periplasma B-1,6-glicosil hidrolasa Little et al., 2018

Dcp dep E. coli K12 P24171  Citoplasma Dipeptidil Henrich et al., 1993

carboxipeptidasa

PepD pepD E. coli K12 P15288 Citoplasma Dipeptidasa Schroeder et al., 1994

SohB sohB  E.coliK12 POAG14  Periplasma De9radacion deproteinas gy ot o) 4991
dafiadas o mal plegadas

DegP degP  E. coliK12 POCOVO  Periplasma D°dradacion de proteinas o ot o) 1906
dafnadas o mal plegadas

BepA bepA  E.coliK12 P66948  Periplasma D°gradacionde proteinas g 4 os o) 9020

dafadas o mal plegadas
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Figura 31. Enzimas hidroliticas que pueden afectar a la matriz de E. coli. Operon bcs
y dominios proteicos de la enzima BcsZ (A). Operon pga y dominios proteicos de la
enzima PgaB (B). Localizaciéon de las enzimas hidroliticas presentes en E. coli (C). S:
péptido senal; GH: glicosilhidrolasa; DA: deacetilasa.

4.3.3. Capacidad del 1,8-C para disgregar biofilms a bajas temperaturas

Dado que E. coli es una bacteria mesdfila y la temperatura 6ptima de sus enzimas
es > 23°C (Kumar y Libchaber, 2013), se investigd si menores temperaturas
disminuyen la capacidad del 1,8-C de disgregar biofilms. Se sabe que a baja
temperatura la velocidad de las reacciones enzimaticas disminuyen
considerablemente, lo cual podria inhibir la accion de enzimas que median la
hidrolisis de los componentes de la matriz, si es que este mecanismo tuviera lugar.
Se trataron biofilms preformados durante 3 dias de Ec ATCC 25922 con 1% (v/v)
de 1,8-C a6, 12,20y a 37°C durante 1 hora (Tabla 10).Los resultados obtenidos a
37°C confirman resultados previos, ya que se observo una reduccion significativa
en la biomasa del biofilm después del tratamiento con el fitoquimico (disminucion
de 37 + 8% de la biomasa). En cambio, a temperaturas menores como 20, 12 y
6°C, el 1,8-C no disminuy¢ significativamente la biomasa del biofilm respecto a los
controles desafiados con el vehiculo (sélo se observé una ligera variacion, menor
al 10%).
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Tabla 10. Determinacion de la biomasa de biofilms preformados de E. coli ATCC

25922 luego del tratamiento con 1,8-C a diferentes temperaturas.

Biomasa de biofilm (Asgsnm)

Temperatura
C) Vehiculo Tratado con 1,8-C
(promedio * DE) (promedio * DE)
6 495+1,5 4,28+1,2
12 495+1,6 4,54 +1,2
20 4,46 +1,3 3,95+1,1
37 5656+1,6 345+1,1

Los valores representan la media de 3 ensayos independientes + D.E. (*) p < 0,05 al
comparar cada cepa tratada con 1,8-C vs cada cepa tratada con el vehiculo mediante el
test t de Student.

También se analizé la estructura de la matriz del biofilm preformados tratados con
el fitoquimico a 6 °C, y a 37°C luego de la tincion con calcofluor-white y
observacion a través de microscopia confocal.

El tratamiento con 1% (v/v) de 1,8-C a 6°C sobre los biofiims de Ec ATCC 25922
no modifico la biomasa y la altura de los biofilms en comparacién con los tratados
con el vehiculo a la misma temperatura (Figura 32 y Tabla 11). Por el contrario,
como se mostro en el Capitulo 2, el tratamiento con el fitoquimico a 37°C provoco
una disminucion significativa en la biomasa y altura del biofilm (43% y 10 ym,
respectivamente).

En consecuencia, los datos obtenidos muestran que el efecto del 1,8-C sobre la
disgregacion de la matriz disminuye considerablemente cuando se realiza el

tratamiento a baja temperatura.
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Figura 32. Visualizaciéon de la estructura de la matriz de los biofilms de Ec ATCC
25922 luego del tratamiento con 1,8-C a 6°C y 37°C por microscopia confocal luego
de la tincion con calcofluor-white. Biofilms preformados de 3 dias se trataron con etanol
al 0,25 % (vehiculo) o 1% (v/v) 1,8-C durante 1 hora. Se tifieron con calcofluor-white y se
obtuvieron las reconstrucciones 3D por el programa de analisis de imagenes Icy.
Imagenes representativas elegidas de 6 campos observados de 2 experimentos
independientes. Cada imagen representa un campo de 635 x 635 pym. Barras de escala:
50 pym.

85



Tabla 11. Biovolumen y alturas de biofiims preformados de E. coli ATCC 25922

luego del tratamiento con 1,8-C a diferentes temperaturas.

Biovolumen (um?/ pm?) Altura (um)
Temperatura
(°c) Vehiculo Tratado con 1,8-C Vehiculo Tratado con 1,8-C
(promedio * DE) (promedio * DE) (promedio * DE) (promedio * DE)
37 11,58 +1,85 6,60 £ 2,0 18,8 £2,0 18,8 £2,0
6 11,45 +1,60 11,14 + 1,52 278+25 278+2,5

Los valores representan la media de 6 campos observados de 2 ensayos independientes
+ E.E.

4.3.4. Evaluacion de la viabilidad de biofilms preformados de E. coli
mediante microscopia confocal después de la aplicaciéon de 1,8-C a

baja temperatura.

Se sabe que la baja en la temperatura impacta negativamente en la fluidez de las
membranas celulares y se vuelven mas rigidas. Es por ello, que no se puede
descartar que el compuesto a bajas temperaturas no pueda permeabilizar la
membrana. Para investigar dicho aspecto se determind la viabilidad celular en
biofilms preformados de E. coli luego del tratamiento con 1,8-C a 6°C, por tincion
fluorescente de células vivas/muertas y posterior analisis por microscopia
confocal. Biofims de Ec ATCC 25922 preformados durante 3 dias sobre
cubreobjetos y tratados con el vehiculo (etanol) al 0,25% o con 1,8-C al 1% (v/v)
durante 1 hora a 6°C y 37°C, se sometieron a tincion con el BacLight™ Viability Kit
y posterior observacion por microscopia confocal.

Las representaciones tridimensionales de los biofilms, sometidos a tratamientos
con el vehiculo a 6°C y 37°C, revelaron la mayoria de las células tefidas en verde
y por lo tanto viables (Figura 33). En contraste, en los biofilms tratados con 1,8-C a
ambas temperaturas, practicamente la totalidad de las células se encuentran

tefidas de rojo y por lo tanto muertas.
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Vehiculo

Figura 33. Analisis de células vivas/muertas de biofilms de Ec ATCC 25922 luego del
tratamiento con 1,8-C a diferentes temperaturas por microscopia confocal.
Reconstrucciones 3D de biofilms de Ec ATCC 25922 de 3 dias tratados con etanol al 0,25
% (vehiculo) o 1 % (v/v) 1,8-C durante 1 hora, y tefiidos con el kit BacLight™; células vivas
(verdes) y muertas (rojas). Imagenes representativas elegidas de 6 campos observados
de 2 experimentos independientes. Cada imagen representa un campo de 127 x 127 ym.
Barras de escala: 20 ym.
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La cuantificacion de células vivas y muertas mediante el software COMSTAT
revelé en los biofilms de Ec ATCC 25922, expuestos al vehiculo, ya sea a 6°C o
37°C, un alto porcentaje de células vivas (entre el 86 y el 82%, respectivamente),
mientras que solo el 2 - 4% permanecieron vivas luego del tratamiento con 1,8-C
tanto a 37°C como a 6°C (Figura 34).

Por lo tanto, la capacidad del fitoquimico de permeabilizar las membranas
celulares no se vio afectada por una disminucion en la temperatura durante el
tratamiento y esta a favor de una menor actividad enzimatica y consiguiente menor

disrupcion del biofilm a bajas temperaturas.
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Figura 34. Cuantificacion de células vivas/muertas en biofilms de Ec ATCC 25922
luego del tratamiento con 1,8-C a diferentes temperaturas por microscopia confocal.
Las células vivas (verdes) y muertas (rojas/amarillas) se cuantificaron mediante el
programa COMSTAT. Los resultados se expresan como porcentaje de vivas/muertas
sobre el total de células en el biofilm. Los valores representan la media del porcentaje de
vivas/muertas de 2 ensayos independientes, para los cuales se observaron 6 campos
(127 x 127 pym) en cada uno.
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5. DISCUSION

Las infecciones causadas por cepas de K. pneumoniae y E. coli uropatogénicas
MDR-BLEE vy productoras de biofilm ponen en riesgo la salud de la poblacion a
nivel mundial debido al aumento en los niveles de resistencia a diversas
generaciones de antibidticos de uso en la clinica, con la consecuente limitacion de
opciones terapéuticas (Guerra et al., 2022). En particular, la resistencia a
carbapenémicos ha sido reconocida por la OMS como una prioridad critica para el
desarrollo de nuevos antimicrobianos. Ademas, ambos patdogenos se asocian a
infecciones con elevada mortalidad en hospitales, hogares de cuidado cronico y
entre pacientes que necesitan ser atendidos con dispositivos invasivos como
ventiladores y catéteres intravenosos (OMS, 2017).

Ante la necesidad de nuevos compuestos antimicrobianos eficaces contra dichos
patdgenos, se abordd el estudio de las propiedades antimicrobianas del
monoterpeno 1,8-C y se analizé su capacidad como agente antibiofilm. Los
resultados obtenidos demuestran que el 1,8-C presenta actividad antibiofilm contra
aislados clinicos de K. pneumoniae y de E. coli uropatogénicas MDR-BLEE. Se
demostrd sobre biofilms preformados maduros que el compuesto causa la muerte
de las células dentro del biofilm y ademas altera su estructura, lo cual resulta en
una reduccion significativa de su biomasa .

En ambas especies en estudio, el efecto sobre la viabilidad celular en biofilms fue
dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicion al compuesto,
observandose una actividad maxima al desafiar los mismos con una concentraciéon
de 1% (v/v) durante una hora. Ademas, se observd que el 1,8-C ocasiona la
muerte celular a través de todas las capas del biofilm mediante CLSM después de
la tincién con las sondas fluorescentes SYTO®9 e ioduro de propidio. Dicho
comportamiento puede explicarse por su naturaleza anfipatica, que le otorga a la
molécula cierta hidrofilicidad facilitando su penetracién a través de la matriz
exopolisacaridica del biofilm, mientras que su parte lipofilica le permitiria la
interaccion con las membranas bacterianas provocando alteraciones en su

permeabilidad. Tal comportamiento no soélo ha sido observado en el 1,8-C, sino
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que otros monoterpenos tales como el mentol y el timol también presentan dichas
caracteristicas al momento de interactuar con la matriz de los biofilms y las
membranas bacterianas (Kifer et al., 2016 ).

En relacion al efecto bactericida del 1,8-C, previamente se reporté asociado con
su capacidad de permeabilizar la membrana de células plancténicas de E. coli,
utilizando la sonda fluorescente SYTOX™ Green (Ojeda-Sana et al.,, 2013?%).
También la exposicion a 1,0% (v/v) de 1,8-C aumenté en un 35-55% la
permeabilidad de la membrana de cultivos plancténicos de K. pneumoniae tanto
sensibles como resistentes a antibidticos (Moreno et al., 2015). En tal sentido, en
esta tesis se observo, a concentraciones similares del fitoquimico, que el ioduro de
propidio (que solamente atraviesa membranas celulares con permeabilidad
comprometida y luego se intercala en el ADN vy fluoresce) fue capaz de atravesar
la membrana celular de las células embebidas en el biofilm. Otros autores
reportaron un incremento en la permeabilidad celular en cepas de K. pneumoniae
resistentes a carbapenemasas luego del tratamiento con 1,44% de 1,8-C, por
medio de ensayos de eflujo con bromuro de etidio (Moo et al., 2021). Por lo tanto,
toda la evidencia demuestra que el monoterpeno produce la muerte celular de los
microorganismos estudiados mediante un mecanismo asociado con la
desorganizacion de la membrana bacteriana.

Es importante destacar que el 1,8-C ejerce efectos bactericidas sobre cultivos
planctonicos y sobre biofilms en condiciones similares. Dicho resultado es muy
relevante porque la mayoria de los antibidticos de uso clinico presentan una
drastica reduccién en su eficacia contra biofilms respecto a bacterias en estado
planctonico (Ciofu et al., 2022). Si bien la mayoria de los aislados estudiados
mostraron una gran susceptibilidad al compuesto alcanzando efectos bactericidas
tanto a nivel plancténico como en biofilms, en algunos casos (EC 07 y Kp AM7) la
reduccion de la viabilidad celular resultd levemente menor (reduccion de 1-2 Log
UFC). Posiblemente, la causa de este comportamiento podria deberse a diferentes
caracteristicas estructurales en la composicion de la pared celular y/o de la matriz

del biofilm de estos aislados.
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La actividad antibiofilm del compuesto también se asocié con la disrupcion del
biofilm, dado que la biomasa determinada por cristal violeta disminuyo
significativamente en K. pneumoniae y E. coli (38-62% y 50-65%,
respectivamente). Ademds, se visualizaron alteraciones significativas en la
integridad de la matriz de los biofilms y reduccion en su densidad en las imagenes
por CLSM luego de la tincion con calcofluor-white. Se sabe que la matriz es un
componente fundamental para la estabilidad del biofilm (Flemming et al., 2016).
Debido a ello, se postulé que el fitoquimico podria inducir cambios en la estructura
de la matriz del biofiim que provoquen su desestabilizacion y posterior
desprendimiento (reduccion de biomasa). Dichos cambios estarian mediados por
enzimas hidroliticas liberadas desde el interior de las bacterias hacia la matriz del
biofilm luego de la permeabilizacion y muerte celular provocada por el 1,8-C. Para
analizar dicha hipdtesis, se tomd Ec ATCC 25922 como modelo de estudio porque
se ha reportado una estructura mas homogénea entre diferentes aislamientos de
E. coli, en contraste con lo reportado para aislados clinicos de K. pneumoniae
(Serra y Hengge, 2021; Liy Ni, 2023). Se evidencio que tanto la celulosa como las
proteinas, y no asi el ADN extracelular, son constituyentes fundamentales para la
estabilidad estructural de los biofilms. Cuando se realizd el andlisis in silico de
enzimas hidroliticas capaces de degradar polisacaridos y proteinas en diferentes
cepas de E. coli uropatogénicas se encontré un alto nivel de identidad para las
enzimas capaces de degradar celulosa (BcsZ), poli-B(1,6)-N-acetil-D-glucosamina
(PgaB) y diversas proteasas (Dcp, PepD, SohB, DegP, BepA). Estas enzimas
también se encuentran presentes en K. pneumoniae (Huang et al., 2014; Cahill et
al., 2015; Rémling y Galperin, 2015).

Considerando la participacion de una actividad enzimatica como parte del
mecanismo de disgregacion del biofilm mediada por el 1,8-C, se estudio el efecto
de la temperatura. Los resultados mostraron reduccion en la biomasa del biofilm
solamente cuando el tratamiento con 1,8-C se realizé a 37°C; a temperaturas
menores no se observaron efectos significativos. A su vez, la matriz de los biofilms
tratados con el fitoquimico a 6°C no presentd alteraciones en su integridad ni

disminucién de densidad por CLSM luego de la tincion con calcofluor-white.
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Ademas, se corroboré que la bajas temperaturas no afectan la capacidad del
compuesto de permeabilizar la membrana.

Otro abordaje preliminar realizado consisti6 en inhibir posibles celulasas y
proteasas liberadas hacia la matriz por el agregado exdgeno de glucosa (500 mM)
o de un cocktail comercial de inhibidores de proteasas durante la exposicion del
biofilm al 1,8-C. Sin embargo, no se observdé un efecto inhibitorio sobre la
disgregacion del biofilm, posiblemente debido a un acceso limitado de los
inhibidores a sus enzimas blanco en el interior de la matriz del biofilm.

En conjunto, los resultados obtenidos permiten proponer que la accion antibiofilm
del 1,8-C se llevaria a cabo, al menos, mediante tres etapas (Figura 35):

Etapa 1: Difusion del compuesto dentro del biofilm, alcanzando incluso las células
de las capas mas profundas del mismo.

Etapa 2: Permeabilizacion de las membranas bacterianas provocando la muerte
celular y la consiguiente liberaciéon de enzimas hidroliticas intracelulares hacia la
matriz del biofilm.

Etapa 3: Degradacion de componentes estructurales de la matriz
(fundamentalmente polisacaridos y proteinas) por la accion de las enzimas
hidroliticas liberadas en el medio extracelular, con la consiguiente

desestabilizacion del biofilm y la liberacion de células no viables.
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Figura 35. Mecanismo antibiofilm propuesto para el 1,8-C sobre biofilms
preformados de E. coli. Se esquematizan las tres principales etapas de accion
antibiofilm del 1,8-C sobre E. coli. Etapa 1: Difusion del compuesto dentro del biofilm.
Etapa 2: Permeabilizacion y muerte celular seguida de liberacién de enzimas hidroliticas.
Etapa 3: Degradacion de la matriz.

Otro resultado importante sobre la actividad antibiofiim del 1,8-C radica en el
hecho que mas del 98% de las células desprendidas de los biofilms se
encontraban muertas, segun se observd mediante recuento de UFC y citometria

de flujo. Por lo tanto, se evitaria la liberacion masiva de células viables del biofilm
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posterior a su disgregacién mediada por el fitoquimico, disminuyendo el riesgo de
nuevos focos de infeccion en los pacientes (Silva et al., 2023).

Con respecto al mecanismo antibiofilm de extractos vegetales y fitoquimicos
aislados, se encontré6 asociado con distintas etapas del desarrollo del biofilm
(inhibicion de la adhesion, inhibicion de la produccion de EPS,
disgregacion/disrupcién del biofilm) (Silva et al., 2023). Previamente se reportd
que el 1,8-C inhibe la expresion del QS en E. coli 0101, afectando la maduracion
de los biofilms, genes de virulencia y motilidad celular (Wang et al., 2022).
Ademas, inhibié la formacién del biofilm y sus factores de virulencia en aislados de
S. pyogenes y P. aeruginosa (Vijayakumar et al., 2020; Karuppiah et al., 2021).
También, el compuesto redujo la formacion de biofilms de S. aureus, una de las
bacterias mas prevalentes en la rinosinusitis crénica (Schirmann et al., 2019). Por
otro lado, aceites esenciales donde el 1,8-C es el componente mayoritario
mostraron capacidad para inhibir la adhesion y detener el desarrollo de los biofilms
de aislados de A. baumannii, E. coli, L. monocytogenes, P. aeruginosa y S. aureus
(Polito et al., 2022). En esta tesis, se mostré un claro efecto antibiofilm del 1,8-C
sobre biofilms preformados durante 3 dias, y un similar efecto sobre biofilms mas
jévenes (de 1 y 2 d) con menor cantidad de biomasa. Por el contrario, no se
observo efecto sobre la etapa de adhesion inicial a concentraciones que no
afectan la viabilidad celular.

Se reportd que metabolitos secundarios, como el diterpeno fitol, es capaz de
inhibir la adhesion celular inicial y alterar la arquitectura de la matriz extracelular
de aislados de K. pneumoniae MDR-BLEE vy resistentes a carbapenémicos
(Adeosun et al., 2022). Los terpenos eugenol y paeoniflorina disminuyeron la
viabilidad celular en biofiims de K. pneumoniae resistentes a los carbapenems
(Qian et al., 20207 Qian et al., 2020°). Por otro lado, el cinamaldehido del aceite
de canela, el carvacrol del aceite de orégano y el timol del aceite de tomillo rojo
redujeron la formacién de biofilm en aislados de E. coli (Amalaradjou et al., 2010;
Lee et al., 2017; Maheshwari et al., 2019).

Los resultados obtenidos en esta tesis sobre la actividad antibiofilm de 1,8-C lo

sefalan como un posible agente terapéutico eficaz contra infecciones causadas
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por K. pneumoniae y E. coli uropaténicos MDR-BLEE. En este contexto, se
deberian considerar los siguientes aspectos: 1) incrementar su solubilidad en
agua, 2) favorecer su estabilidad a temperatura ambiente y 3) determinar dosis
seguras de uso. Se ha resaltado el uso de nanoparticulas como plataforma para la
generacion de nuevos enfoques de aplicacion de compuestos con actividad
antibiofilm (Fulaz et al., 2019). Estas nanoparticulas funcionales (emulsiones,
liposomas, particulas poliméricas y micelas) pueden aumentar la eficacia del
antimicrobiano transportado, su liberacidn controlada y posible reduccion en la
toxicidad (Makabenta et al., 2021). En este sentido se ha informado que
nanocompuestos generados a partir de fitoquimicos con un Log P similar al 1,8-C
aumentaron considerablemente su solubilidad (Li et al., 2019). Por otro lado, los
nanomateriales sintéticos pueden presentar efectos téxicos agudos dependiendo
de su origen y utilizacién, mientras los naturales presentan pocos efectos
perjudiciales. sobre organismos vivos (Jeevanandam et al., 2018).

En relaciéon a la toxicidad del 1,8-C, en ratones se encontrdé una baja toxicidad
aguda del compuesto con un valor de DLy, de 3,8 g/kg (Xu et al., 2014). Los
estudios en diferentes lineas celulares tumorales revelaron valores de citotoxicidad
DLsy que oscilan entre 0,11 y 0,35% (v/v) siendo estos valores los mas bajos
observados en comparacién al aceite esencial de R. officinalis L. y sus principales
metabolitos secundarios (Wang et al., 2012). Ademas, no se reportaron efectos
cronicos o genotoxicos atribuidos al 1,8-C (De Vincenzi et al., 2002).

También se podria evaluar el uso potencial de este fitoquimico para desinfectar
dispositivos médicos (catéteres urinarios, valvulas cardiacas protésicas, catéteres
venosos centrales, protesis vasculares, catéteres intravenosos y marcapasos
cardiacos), los cuales frecuentemente permiten el desarrollo de biofilms de cepas
MDR de K. pneumoniae y E. coli extra-intestinales .

Ademas de la actividad antibiofilm de metabolitos secundarios aislados, también
se ha reportado su uso en combinacién con antibiéticos. Compuestos de aceites
esenciales como el timol, eugenol y el cinamaldehido potenciaron la actividad
antibiofilm de la estreptomicina frente a aislados de Listeria monocytogenes y

Salmonella typhimurium facilitando su penetracion a traves del biofilm (Liu et al.,
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2015). De manera similar, el aceite de tomillo aumenté la actividad de la
ciprofloxacina en biofilms de K. pneumoniae reduciendo la viabilidad de las células
del biofilm (Mohamed et al., 2018).

En resumen, toda la evidencia presentada en esta tesis amplia las propiedades
antimicrobianas del 1,8-C conocidas hasta el momento, demostrando su claro
efecto antibiofilm contra cepas de K. pneumoniae y E. coli uropatogénicas
MDR-BLEE vy dilucidando en parte su mecanismo de accion sobre dichos

patogenos.
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CONCLUSIONES

El monoterpeno 1,8-C mostré actividad antibiofiim contra biofilms

preformados de K. pneumoniae y E. coli MDR-BLEE.

El compuesto redujo la viabilidad de las células en los biofilms de ambos
patdgenos investigados, segun se observo a través del recuento de UFC y

analisis por CLSM luego de la tincion con SYTO®9 y ioduro de propidio.

Los resultados por CLSM revelaron que el compuesto es capaz de matar
las bacterias embebidas en el biofilm desde las capas superiores hasta las

cercanas al sustrato.

La actividad antibiofiim del compuesto también se asocid con la
disgregacion del biofilm en ambas especies estudiadas observada mediante
la disminucidon de su biomasa por tincion con cristal violeta y alteraciones en
la estructura de la matriz a través de CLSM luego de la tinciéon con

calcofluor-white.

Luego de la disrupcion y posterior desprendimiento de las células del biofilm
se observd que las células desprendidas no estaban viables, mediante

recuento de UFC y citometria de flujo .

Se encontraron dos etapas diferenciales de la actividad antibiofilm,
mediante ensayos realizados a diferentes temperaturas. Una etapa de
permeabilizacion celular que puede tener lugar tanto a 37°C como a
temperaturas inferiores y otra etapa de disgregacion de la matriz del biofilm
que ocurre con mayor eficiencia a 37°C, la cual se propuso que la accion de

enzimas hidroliticas sobre componentes de la matriz.
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Los ensayos in silico determinaron la presencia de una alta homologia en
enzimas hidroliticas con capacidad de degradacion de la matriz en diversos

aislados uropatdégenicos de E. coli.

Se encontré evidencia de al menos tres etapas involucradas en el
mecanismo de accién antibiofilm del 1,8-C: 1) penetracion del fitoquimico a
través del biofilm, 2) permeabilizacion de las bacterias y liberacion de su
contenido intracelular, y 3) disgregacion de la matriz mediada por las

enzimas hidroliticas liberadas.
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PERSPECTIVAS

Ampliar el estudio sobre los mecanismos moleculares subyacentes en la
actividad antibiofilm del 1,8-C en los biofiims de K. pneumoniae y E. coli
MDR-BLEE.

Estudiar el efecto antibiofilm del 1,8-C sobre biofilms polimicrobianos.

Investigar combinaciones con antibidticos en busqueda de efectos

sinérgicos sobre biofilms de K. pneumoniae y E. coli MDR-BLEE.

Disefar y ensayar nuevas estrategias para la implementacion efectiva del

1,8-C como agente antibiofilm a través del uso de nanomateriales.

Testear el uso potencial del 1.8-C como agente desinfectante sobre

dispositivos de uso médico y superficies hospitalarias.
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9. ANEXO

Tablas Anexo. Matrices de identidad porcentual obtenidas por alineamiento de

secuencias a través de Clustal Omega.

BcsZ
EcK12  Ec ATCC 25922 Ec UTI89 Ec CFTO73 Ec PF5
(P37651) (QJP25960.1) (QOI18934.1) (UIM00995.1) (QKY54014.1)
Ec K12 100 98,91 98,91 98,91 98,91
Ec ATCC 25922 100 100 100 100 100
Ec UTI89 100 100 100 100 100
Ec CFTO73 100 100 100 100 100
Ec PF5 100 100 100 100 100
PgaB
EcK12  Ec ATCC 25922 Ec UTI89 Ec CFTO73 Ec PF5
(P75906) (00C72849.1) (QOI20824.1) (UIM03639.1) (QKY56817.1)
Ec K12 100 98,07 97,92 98,07 98,07
Ec ATCC 25922 98,07 100 99,85 100 100
Ec UTI89 97,92 99,85 100 99,85 99,85
Ec CFT073 98,07 100 99,85 100 100
Ec PF5 98,07 100 99,85 100 100
Dcp
EcK12  Ec ATCC 25922 Ec UTI89 Ec CFT073 Ec PF5
(P24171) (WCT49607.1) (Q0I21396.1) (UJM02999.1) (QKY56209.1)
EcK12 100 97,80 97,80 97,80 97,80
Ec ATCC 25922 97,80 100 98,83 100 100
Ec UTI89 97,80 98,83 100 98,83 98,83
Ec CFT073 97,80 100 98,83 100 100
Ec PF5 97,80 100 98,83 100 100
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PepD

EcK12  Ec ATCC 25922 Ec UTI89 Ec CFT073 Ec PF5
(P15288) (WCT46421.1) (QOI20133.1) (UIM04300.1) (QKY57498.1)
EcK12 100 98,97 99,38 98,97 98,97
Ec ATCC 25922 98,97 100 99,59 100 100
Ec UTI89 99,38 99,59 100 99,59 99,59
Ec CFT073 98,97 100 99,59 100 100
Ec PF5 98,97 100 99,59 100 100
SohB
EcK12 Ec ATCC 25922 Ec UTI89 Ec CFTO73 Ec PF5
(POAG14)  (QJP28156.1) (QOI21197.1) (UIM03189.1) (QKY56396.1)
Ec K12 100 99,43 99,43 99,43 99,43
Ec ATCC 25922 99,43 100 99,43 100 100
Ec UTI89 99,43 99,43 100 99,43 99,43
Ec CFT073 99,43 100 99,43 100 100
Ec PF5 99,43 100 99,43 100 100
DegP
EcK12  Ec ATCC 25922 Ec UTI89 Ec CFTO73 Ec PF5
(POCOVO) (0SZ64730.1) (Q0I20046.1) (UIM04429.1) (QKY55036.1)
Ec K12 100 99,37 99,37 99,37 99,37
Ec ATCC 25922 99,37 100 100 100 100
Ec UTI89 99,37 100 100 100 100
Ec CFTO73 99,37 100 100 100 100
Ec PF5 99,37 100 100 100 100
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BepA

EcK12 EcCATCC25922  EcUTI89 Ec CFT073 Ec PF5
(P66948) (WCT48652.1) (QOI17860.1) (UIM02108.1) (QKY55312.1)

Ec K12 100 99,18 98,97 99,18 99,18

EcATCC25922 99,18 100 99,79 100 100

Ec UTI89 98,97 99,79 100 99,79 99,79

Ec CFT073 99,18 100 99,79 100 100

Ec PF5 99,18 100 99,79 100 100
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