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Resumen

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) representan un grave
problema a nivel mundial, siendo una de las principales causas de padecimientos en
los ultimos afios. Entre las cepas patdgenas con mayor incidencia, especialmente en
infantes se encuentra E. coli O157: H7, la cual es el principal serotipo asociado con
brotes de colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico. La problematica que
ocasiona E. coli O157:H7 se relaciona con los diferentes mecanismos de
patogenicidad. Otra problematica es que los tratamientos actuales resultan ser poco
eficientes contra este patdgeno, por lo que la blusqueda de nuevos compuestos
capaces de combatir a este patdbgeno se ha convertido en una necesidad urgente.
Estudios recientes, han demostrado que la miel de Melipona beecheii tiene diferentes
propiedades terapéuticas entre las que se encuentra la capacidad de inhibir diferentes
patogenos como E. coli. Por lo que el presente trabajo tiene como objetivo evaluar el
efecto de los compuestos bioactivos de Melipona beecheii sobre los mecanismos de
virulencia de E. coli O157: H7. Se determiné la capacidad antimicrobiana y
concentracion minima inhibitoria del extracto proteico, fendlico y de la miel de melipona
contra E. coli ATCC 25922 y O157:H7, por el método de difusion en disco y micro
diluciones respectivamente. Se determiné el efecto del extracto proteico, fendlico y la
miel sobre la actividad hemolitica de E.coli O157:H7 y sobre los niveles de expresion
de los genes de virulencia Stx1A, EAE, Hlye. El extracto proteico, fendlico y la miel de
melipona, mostraron inhibir el crecimiento de E. coli 25922 y O157:H7, también se
determind que ambos extractos y la miel poseen un efecto bactericida contra este
patdgeno. La miel y ambos extractos mostraron disminuir de manera significativa la
actividad hemolitica de la O157:H7, ademas la miel y sus compuestos mostraron
proteger los glébulos rojos de la hemolisina producida por el patdégeno. La miel de
melipona pudo reducir los niveles de expresion de los genes de virulencia Stx1A, EAE.
La miel de Melipona y sus compuestos proteicos y fenélico son excelentes candidatos
para usarse como tratamiento alternativo contra E. coli O157:H7, inhibiendo el
crecimiento de esta cepa, ademas de interferir con los mecanismos de patogenicidad

de esta cepa a diferentes niveles.



Abstract

Foodborne illnesses represent a global problem; it is one of the main causes of
diseases in recent years. Among the strains with the highest incidence, especially in
infants, is E. coli O157: H7, being also the main serotype associated with outbreaks of
hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome. The problem caused by E.coli
0O157:H7 is related to the different mechanisms of pathogenicity. Another problem is
that current treatments are not very efficient against this pathogen, so the search for
new compounds capable of combating this pathogen has become an urgent need.
Recent studies have shown that Melipona beecheii honey has different therapeutic
properties, among which, is the capacity to inhibit different pathogens such as E. coli.
Therefore, the present work aims to evaluate the effect of Melipona beecheii honey
bioactive compounds on E. coli O157: H7 virulence mechanisms. The antimicrobial
capacity and minimum inhibitory concentration of the protein, phenolic extract and
melipone honey against E.coli ATCC 25922 and O157: H7 were determined by disk
diffusion and micro dilutions methods respectively. The effect of protein, phenolic
extract and honey on the E. coli O157:H7 hemolytic activity and the expression levels
of the virulence genes Stx1A, EAE, Hlye were determined. Protein, phenolic extract
and melipone honey inhibited the growth of both E. coli 25922 and O157:H7, it was
also determined that both extracts and honey have bactericidal effects against these
pathogens. This honey and both extracts caused a significant decrease in the hemolytic
activity of E.coli O157:H7, and honey and its compounds sheltered the red blood cells
from the hemolysin of the pathogen. Melipone honey reduced levels of expression of
virulence genes Stx1A, EAE. Melipone honey, protein and phenolic extract are
excellent candidates to use as an alternative treatment against E. coli O157:H7,
inhibiting the growth of this strain, in addition to interfering with the pathogenicity

mechanisms of this pathogen at different levels.
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Capitulo 1 Introduccién

Capitulo 1 Introduccién.

A través de los alimentos se pueden transmitir multiples enfermedades. En la mayoria
de los paises estas dolencias constituyen uno de los mayores problemas de salud
publica. Los alimentos pueden transmitir enfermedades debido a contaminaciones
fisicas, quimicas o biolégicas. Siendo la contaminacion biolégica la segunda causa de
muerte de nifios a nivel mundial y de esta manera constituyendo un problema de salud
publica creciente en todo el mundo. Este problema se debe a la ingestién de alimentos
contaminados por microorganismos patdégenos para el hombre. La manifestacion
clinica mas comun de una enfermedad transmitida por los alimentos consiste en la
aparicién de sintomas gastrointestinales, pero estas enfermedades también pueden
dar lugar a sintomas neuroldgicos, ginecoldgicos, inmunoldgicos y de otro tipo. Las
enfermedades gastrointestinales son causadas por diversos patdégenos como
Salmonella, norovirus, Campylobacter, Toxoplasma, Listeria, Clostridium perfringens
y E. coli. Esta ultima, es una de las bacterias mas frecuentemente asociada a los
cuadros clinicos de estas enfermedades gastrointestinales. Esta bacteria es una de
las especies nativas en la flora del intestino del humano, coexistiendo con hombre de
manera inocua. No obstante existen diferentes serotipos de esta cepa, las cuales
pueden causar dafios drasticos al hospedero e incluso la muerte, este tipo de bacterias
pueden clasificarse en base a sus factores de virulencia, siendo la mas importante la
0O157:H7 productora de toxinas Shiga (Stx), que presenta una alta incidencia de
infecciones y siendo el principal serotipo asociado a brotes de colitis hemorragicas
considerandose el principal agente causal del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH).
Aun cuando existen diferentes tratamientos con diversos antibiticos de nueva
generacion, en los ultimos afios, se ha observado un aumento en la resistencia a estos
farmacos, otro problema que enfrentan los farmacos, es que los mecanismo de accién
de estos compuestos son sobre la pared celular bacteriana, es decir que aun cuando
los antibioticos logren lisar a la bacteria, las toxinas producidos por estos patdgenos

continda afectando al huésped llevandolo a su muerte, por lo que la busqueda de
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nuevos agentes que posean mas de un mecanismo de accidén se convierte en una

necesidad.

Una alternativa al empleo de antibidticos y sus derivados son los compuestos o
sustancias naturales que contengan mas de un compuesto activo para el tratamiento
contra estos patdgenos. Una sustancia de origen natural para combatir las infecciones
bacterianas es la miel de Melipona cuyo uso como fuente de alimento y agente médico
estd documentado desde la civilizacion maya. Actualmente se ha documentado que la
miel de Melipona beecheii posee actividad antimicrobiana contra diversos patdégenos
incluyendo E. coli. Por lo que en este trabajo se evalud la capacidad antimicrobiana
de la miel de Melipona contra E. coli O157:H7 asi como los niveles de expresion de
los genes virulencia en presencia del extracto proteico y fendlico obtenidos a partir de

la miel de Melipona beecheii.
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2.1 Enfermedades Transmitidas por Alimentos

Las Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son ocasionadas por consumir
agua o alimentos contaminados con concentraciones altas de microorganismos
patdégenos o de productos de su metabolismo que sean toxicos para el ser humano
(OMS). Diferentes agentes patdégenos pueden estar presentes en los alimentos debido
a las malas practicas higiénicas que se aplican durante la obtencién, transporte,
almacenamiento y comercializacion de los alimentos. Se han descrito mas de 250
enfermedades diferentes transmitidas por los alimentos contaminados (Gonzalez-
Flores, 2005) y estas enfermedades constituyen en el @mbito mundial, uno de los
problemas sanitarios mas comunes y de mayor impacto sobre la salud de las personas,
afectando principalmente a la poblacion de bajos recursos, nifios, mujeres
embarazadas y ancianos (FDA, 2013). El Consejo para la Informacién sobre Seguridad
de Alimentos y Nutricion (CISAN) en el 2011 indicé que el 90 % de todas estas
enfermedades son causados por los patégenos como: Salmonella, norovirus,

Campylobacter, Toxoplasma, E. coli, Listeria y Clostridium perfringens.

Las enfermedades transmitidas por alimentos se han ido expandiendo poco a poco por
los paises del mundo, tanto desarrollados como en vias de desarrollo. Estos, sin
respetar fronteras, han causado cuantiosas pérdidas de vidas humanas, como grandes
pérdidas econdémicas (Diaz, 2003; Gonzalez-Flores, 2005). El centro para el Control y
Prevencion de las Enfermedades (CDC) estima que cada afio 76 millones de personas
se enferman, mas de 300,000 son hospitalizados y 5,000 americanos mueren como
resultado de enfermedades alimentarias (Gonzéalez-Nufez, 2011). La OMS estima que

cada afio 2000 de personas se enferman en todo el mundo por las ETA.

Entre las enfermedades transmitidas por alimentos contaminados, la diarrea aguda es

la enfermedad mas comun. La diarrea aguda es una enfermedad intestinal
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generalmente infecciosa y auto limitada, se caracteriza por presentar evacuaciones
liguidas o de consistencia disminuida, en nimero mayor a tres en 24 horas y con
evolucion menor de dos semanas. La enfermedad diarreica es uno de los problemas
de salud publica de mayor importancia en el mundo de acuerdo con estudios
efectuados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el fondo de las naciones
unidas para la infancia (UNICEF).

La bacteria que estd mas frecuente asociada con los cuadros clinicos de diarrea aguda
es E. coli, la cual perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, (FDA, 2014). E. coli es
responsable de aproximadamente 630 millones de casos de diarrea en el mundo y
entre 5 a 6 millones de muertes al afio, afectando principalmente a la poblacion infantil
de paises en desarrollo, constituyendo la segunda causa global de mortalidad infantil

de paises en desarrollo (Blanco et al., 2002).

En América Latina las ETA representan alrededor del 70% de los casos de diarrea
aguda, segun estimaciones de la OMS. De igual manera se ha estimado que en Asia,
Africa y Latinoamérica, en razon a los factores socioeconémicos y nutricionales, la
probabilidad de que un nifio muera por ésta enfermedad antes de los 7 afios puede
llegar al 50% de los casos. En los paises desarrollados la mortalidad es mucho menor,

pero todavia significativa (Mattar et al., 2001; Eguiarte et al., 2005).

En México, la mayoria de los cuadros diarreicos son de naturaleza infecciosa,
(Vasquez-Arroyo y Cabral-Martell, 2001). En el afio 2000 el indice de casos de diarrea
aguda fue de 7,004 por cada 100,000 habitantes, en el 2010 se reportan 5,264 casos
por cada 100,000 habitantes (Ferreira-Guerrero et al., 2013).

Debido a que E. coli es la causante de la diarrea se han agrupado en diferentes grupos
de patdgenos, para determinar a qué grupo patdgeno pertenecen, se ha usado el
serotipado, el cual es un sistema frecuentemente usado para la clasificacion
intraespecifica de E. coli debido a que las cepas patdgenas suelen presentar
caracteristicas fenotipicas diferentes a las que muestra la cepa de este tipo de especie
(Otero-Alvarez, 2014).
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2.2 Serotipado

Para determinar el grupo patdgeno al que pertenecen en 1944 Kauffman desarroll6 un

esquema de serotipificacion:

El antigeno somatico (O) o de pared celular es un polisacérido termoestable
(estable tras calentamiento a 121°C durante 2 horas) que forma parte del
lipopolisacérido (LPS) presente en la membrana externa de la pared celular
(Blanco et al., 2002).

Los antigenos capsulares (K) o de superficie corresponden con el polisacarido
capsular que envuelve la pared celular y enmascara el antigeno O inhibiendo
su aglutinacion. Hay 2 variedades, K (L) que se inactiva tras el calentamiento a
100°C durante 1 horay K (A) para los que son necesarias exposiciones a 121°C
durante 2 horas (Blanco et al., 2002).

Los antigenos flagelares (H) son proteinas termolabiles, se inactivan por calor
a 100°C durante 30 minutos (Blanco et al., 2002).

También existen los antigenos fimbriales (F), implicados en la adhesion a las

células hospedadoras (Barnes et al., 2003).



Capitulo 2 Antecedentes
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Figura 2.1 Principales antigenos de superficie (O, K, Hy F) en E. coli (Blanco et al., 2002)

Las diferentes cepas de E. coli poseen varios tipos de antigenos principales (Figura
2.1), que tienen una clara aplicacion diagnoéstica, de identificacion y taxondmica (Le
Minor, 1992; D Aoust, 1997; Old y Threlfall, 1998). Actualmente tienen mas de 176
antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno “O” es el
responsable del serogrupo; la determinacion del antigeno somatico y flagelar (O:H)
indica el serotipo. Hasta ahora se han reconocido mas de 700 serotipos de E. coli.
Algunos serogrupos y serotipos se asocian con determinados sindromes clinicos, pero
la identificacion de cepas patégenas depende de la deteccidbn de determinados
factores de virulencia que se encuentran frecuentemente alojados en elementos
genéticos moviles que pueden pasar de unas cepas a otras dando lugar a nuevas
combinaciones de factores de virulencia (Kaper et al., 2004; Welch, 2006; Elizaquivel
et al., 2011). Con base a los serotipos se pueden clasificar en grupos patdégenos por
sus diferentes factores de virulencia que presentan y por las enfermedades que
causan, debido a que han adquirido genes de virulencia especificos, han permitido

adaptarse a nuevos nichos y actian conjuntamente para potenciar su patogenicidad,
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produciendo infecciones y sindromes, ampliando su espectro de enfermedades en el
hombre (Blanco et al., 2002).

2.3 Grupos patogenos de E. coli

Existen seis grupos patdégenos o patotipos:

E. coli enteropatdgena (ECEP).

La clasificacion de las cepas de ECEP comprende aquellas que causan la lesion
de adhesion y borrado (A/E-attaching and effacing) de las microvellosidades de
los enterocitos (Margall et al., 1997) y que no producen verotoxinas (Levine et
al., 1987). La adhesion a células intestinales esta relacionada con la expresion
de la fimbria BFP (Bundle Forming Pilus), necesaria para la produccion de
diarrea. La adherencia estd medida por pilis o fimbrias rizadas, cuya informacion
genética esta codificada en un plasmido denominado EAF (ECEP adherence
factor) y de algunos genes cromosomales. El cuadro clinico que produce ECEP
se manifiesta con diarrea aguda, la cual puede ser leve o grave, con vomito,
fiebre baja y mala absorcion (Rodriguez Angeles, 2002; Trabulsi et al., 2002;
Welch, 2006; Elizaquivel et al., 2011).

E. coli enterotoxigénica (ECET).

Junto con ECEP son los patégenos responsables de la diarrea del viajero o de
origen alimentario por alimentos importados, muy frecuente en paises
subdesarrollados (Todar, 2008). Se adhiere a la mucosa del intestino delgado,
no la invade, y se produce la liberacion de enterotoxinas (termolabil “LT” y
termoestable “ST”), siendo esta el principal factor de virulencia (Kaper et al.,
2004; Welch, 2006; Elizaquivel et al., 2011). En el hombre se produce una

diarrea liquida profusa, sin sangre ni material purulento y ausencia de fiebre
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(Margall et al., 1997). Junto con ECEP son los patégenos responsables de la
diarrea del viajero o de origen alimentario por alimentos importados, muy

frecuente en paises subdesarrollados (Todar, 2008).

E. coli enteroinvasiva (ECEI).

El grupo ECEI y Shigella spp. se encuentran relacionados genética y
bioguimicamente. Se asocia fundamentalmente con brotes de origen
alimentario por alimentos importados (Margall et al., 1997), siendo responsables
de la “diarrea del viajero”. EI mecanismo de patogenicidad de ECEI es la
invasion del epitelio del colon, sin produccién de toxinas LT y ST, dando lugar
a una diarrea disenteriforme acuosa que se manifiesta con sangre y mucosidad
en heces acompafado de fiebre y dolor abdominal (Todar, 2008). En algunos
casos solo se produce diarrea, siendo dificil diferenciarla de la producida por
ECET (Rodriguez-Angeles, 2002; Kaper et al., 2004; Welch, 2006; Elizaquivel
et al., 2011).

E. coli enteroagregativo (ECEA).

Se definen como aquellas que no secretan enterotoxinas termolabiles ni
termoestables y adhieren a células HEp-2 en un patrén agregativo, reconocido
por su auto aglutinacién en forma de “ladrillos apilados”. Esta definicion abarca
tanto cepas patogénicas como no patogénicas por lo que adn se encuentra en
estudio cudles los factores responsables de la virulencia en ciertas cepas
(Elizaquivel et al., 2011).

E. coli de adherencia difusa (ECAD).
Puede dar lugar a diarrea en nifios menores de un afio y se diferencia de otros
E. coli diarreagénicos por su inconfundible fenotipo de adhesién a células Hep-

2. Esta adhesién es provocada por la fimbria F1845, perteneciente a la familia
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de las adhesinas, que reconoce y se une al DAF (Decay-Accelerating Factor),
factor que normalmente protege a las células de posibles dafios (Kaper et al.,
2004; Welch, 2006; Elizaquivel et al., 2011).

e E. coli enterohemorragica (ECEH).

Es un subgrupo dentro de las denominadas E. coli productoras de toxina Shiga
Las ECEH o también denominadas STEC (Shiga toxin-producing E. coli) son
cepas productoras de estas toxinas que llevan el nombre toxina “Shiga” porque
fueron originalmente halladas en cepas de Shigella dysenteriae. Este grupo de
bacteria se asocia a brotes de colitis hemorragica y es considerado el principal
agente causal del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH). Dentro de los serotipos
denominados colectivamente E. coli enterohemorragicos, como el O26:H11,
0O111:H-, O145:H-, O45:H2, 0128:H-, O4:H-, 0103:H2, O157:H7 6 H- son los
responsables de los cuadros clinicos mas graves (Beutin et al., 1993; Margall
et al., 1997).

2.4 Factores de virulencia de E. coli O157:H7

Los factores de virulencia tipicos, que se encuentran en todas las E. coli O157:H7, son
la capacidad de producir toxinas Shiga (Stx), también denominadas verocitotoxinas
(Vts) por ser factores citotdxicos para células renales de mono verde africano (células
Vero), la produccion de lesiones de adhesion y borrado o lesiones de A/E, la presencia
de un plasmido denominado pO157 y las estructuras externas de la bacteria: el

lipopolisacéarido (LPS) y la capsula o exopolisacarido (EPS).
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2.4.1 Toxinas Shiga

Estas potentes citotoxinas, consideradas el principal factor de virulencia de ECEH que
actuan inhibiendo la sintesis de proteinas. Existen dos tipos de Stx denominadas Stx1
y Stx2. La molécula de la toxina Stx1, idéntica a la toxina Shiga tipo 1 producida por
Shigella dysenteriae, presenta tres variantes antigénicas o subtipos (Stxla, Stxlc y
Stx1d), mientras que en el caso de la toxina Stx2 existen siete subtipos (Stx2a, Stx2b,
Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f y Stx2g). Las cepas que producen la toxina Stx2 (mas la
presencia del gen eae) tienen mayor probabilidad de producir SUH que las que
producen la toxina Stx1 o ambas. Concretamente los subtipos Stx2a, Stx2c y Stx2d
son los mas asociados con patologias graves en enfermedad humana (Gyles, 2007;
Bergan et al., 2012; Farrokh et al., 2013).

Las toxinas Shiga estan compuestas por dos partes, denominadas A y B (Figura 2.2).
B es una parte conductora que identifica y se une especificamente a las células blanco,

y A es una parte catalitica que inactiva irreversiblemente a los ribosomas.

La mitad A posee dos dominios proteinicos denominados Al y A2. La mitad B consiste
en cinco subunidades idénticas denominadas subunidades B que forman un
pentamero; cada una de las subunidades B de 7.500 Da es capaz de unirse a la
globotriaosil ceramida (Gb3) que es el receptor natural de Stx1 y Stx2, aunque Stx2

puede unirse también a Gb4 (Sandvig et al., 2010).

10
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Furina l

S

Figura 2. 2 Hidrdlisis por furina de la parte A de las toxinas Shiga. La furina hidroliza la cadena
polipeptidica en la secuencia RXXR que se localiza entre ambos fragmentos que permanecen
unidos por un enlace disulfuro (Garred et al., 1995).

S—

La mitad A posee una masa molecular relativa aparente de aproximadamente 32.000
Da y posee actividad inhibidora de biosintesis de proteinas. Para activarse necesita
escindirse en los dos dominios Al de 27.000 Da y A2 de 4.000 Da.

Posteriormente, el fragmento A1 necesita acceder al citosol e inactivar a los ribosomas.
Este proceso proteolitico lo lleva a cabo especificamente una proteasa denominada
furina (Gordon y Leppla, 1994). La furina reconoce la secuencia RXXR que se localiza
entre ambos fragmentos, pero después de la hidrélisis siguen unidos gracias a la
existencia de un enlace disulfuro que las mantiene unidos (Garred et al., 1995) hasta
su llegada al reticulo endoplasmico (RE), donde se producira la rotura de este enlace
debido las condiciones reductoras del RE. El fragmento Al liberado es entonces
traslocado al citosol donde ejercera su accion citotoxica inactivando los ribosomas, al
eliminar una adenina de la region 3’ del rARN 28S. Como resultado se inhibe la sintesis
proteica e incluso puede producirse la apoptosis de la célula (Gyles, 2007; Bergan et
al., 2012). El proceso de hidrdlisis transcurre a un pH bajo propio de los endosomas
tempranos que son acidificados por introduccion de H* mediante una ATP-asa de tipo
V (Moriyama y Nelson, 1988).

11
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La cadena A de las Stx varia poco y guarda cierta homologia secuencial de
aminoéacidos entre las cuatro proteinas en las zonas de plegamiento y en el sitio activo
(Figura 2.3).

Stx A - -=-KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAIGTPLQTISSGGTSLLMIDSGTC 46
Stxl A - = ==KEFTLDFSTAKTYVDSLNVIRSAIGTPLOQTISSGGTSLLMIDSGSG 48
Stx2 A -===REFTIDFSTQQSYVSSLNSIRTEISTPLEHISQGTTSVSVINHTPP 3¢
Ricin A IFPKQYPIINFTTAGATVQSYTNFIRAVRGRLTTGADVRHEIPVLANRVG 50
* - N = »
Stx A DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLIVERNNLYVTGFVNRTNNVFYR- - - - - 91
Stxl A DNLFAVDVRGIDPEEGRFNNLRLIVERNNLYVTGFVNRTNNVFYR~~~~~ 91
Stx2 A GSYFAVDIRGLDVYQARFDHLRLIIEQNNLYVAGFVNTATNTFYR- -~~~ 51
Ricin A - LPINQRFILVELSNHAELSVTLALDVTNAYVVGYRAGNSAYFFHPDNQE 99
- . Ah -
Stx A -FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYTTLQRVAGISRTGMQINRHSLTTSYL 140
Stxl A - FADFSHVTFPGTTAVTLSGDSSYTTLOQRVAGISRTGMQINRHSLTTSYL 140
Stx2 A -FPSDFTHISVPGVTTVSMTTDSSYTTLQRVAALERSGMQISRHSLVSSYL 140
Ricin A DAEAITHLFTDVONRYTFAFGGNYDRLEQLAGNLRENIELGNGPLEEAIS 149
- - - - - -
Stx A DLMSHS - GTSLTQSVARAMLRFVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLDDLSGRS 189
Stxl A DLMSHS -GTSLTQSVARAMLRFVTVTAEALRFRQIQRGFRTTLDDLSGRS 189
Stx2 A ALMEFS-GNTMTRDASRAVLRFVTVTAEALRFRQIQREFRQALSETAP-V 188
Ricin A ALYYYSTGGTQLPTLARSFIICIQMISEAARFQYIEGEMRTRIRYNRR-- 197
- .- - LA A - -
Stx A YVMTAEDVDLTLNWGRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFGSINAILGSVALI 239
Stxl A YVMTAEDVDLTLNWGRLSSVLPDYHGQDSVRVGRISFGSINAILGSVALI 239
Stx2 A YTMTPGDVDLTLNWGRISNVLPEYRGEDGVRVGRISFNNISAILGTVAVI 238
Ricin A SAPDPSVITLENSWGRLSTAIQESN- -QGAFASPIQLQRRN- - -GSKFSV 242
- LA - -
Stx A LNCHHHASRVARMASDEFPSMCPADGRVRGITHNKILWDSSTLGAILMRR 289
Stxl A LNCHHHASRVARMASDEFPSMCPADGRVRGITHNKILWDSSTLGAILMRR 289
Stx2 A LNCHHQGARSVRAVNEESQPECQITGDRPVIKINNTLWESNTAAAFLNRK 288
Ricin A YDVSILIPITALMVYRCAPPPSSQF--~--=ccscccccnnnnnnnnnnn 267
StxA = e-=-- TISS 293
SEXI. A e TISS 293
Stx2 A SQFLYTTGK 297
Ricin A ===-====-

Figura 2. 3 Estructura primaria de las cadenas cataliticas (A) de las toxinas Shiga de S.
dysenteriae (Stx), E. coli (Stx1 y Stx2) y ricina. Las secuencias de aminoacidos han sido
deducidas de la secuencia nucleotidica de los genes. Los asteriscos indican la posicion de
aminoacidos idénticos (Fraser et al., 2004).

Respecto a las cadenas B, la toxina Stx1 tienen la misma cadena polipeptidica que la
toxina de Shigella dysenteriae denominada “Shiga toxin” o Stx, mientras que existen
pequefias diferencias entre estas cadenas B de Stx y Stx1 con la cadena B de Stx2
(Figura 2.4).

12
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Stx/Stxl B TPDCVTGKVEYTKYNDDDTFTVKVGDKELFTNRWNLQSLLLSAQITGMTV 50
Stx2 B ~ADCAKGKIEFSKYNEDDTFTVKVDGKEYWTSRWNLOPLLOQSAQLTGMTV 49

LA LA LA A R R R B LR - B AR RRE AR AR srees

Stx/Stxl B TIKTNACHNGGGFSEVIFR-~ 69
Stx2 B TIKSSTCESGSGFAEVQFNND 70

LA Al - L L L

Figura2. 4 Estructura primaria de las cadenas B de las toxinas Shiga de S. dysenteriae (Stx)
y de E. coli (Stx1 y Stx2). Las secuencias de aminoécidos han sido deducidas de la secuencia
nucleotidica de los genes. Los asteriscos indican la posicién de aminoacidos idénticos (Fraser
et al., 2004).

Los genes que codifican las toxinas Shiga se encuentran localizados en el genoma de
bacteriéfagos lamboides denominados fagos-Stx. Estos fagos constituyen un grupo
heterogéneo de elementos genéticos altamente mdéviles que pueden insertarse en
sitios de unién especificos del cromosoma. Los fagos-Stx de cepas STEC pueden
incluso infectar bacterias comensales del intestino, haciendo que puedan producir Stxs
y por tanto agravando la enfermedad. Otra caracteristica importante de los fagos-Stx
es su estabilidad en el ambiente durante largos periodos de tiempo, pudiendo, como
ya se ha dicho, insertarse en bacterias convirtiéndolas en productoras de toxinas Stxs
(Bergan et al., 2012).

2.4.2 Adherencia: formacion de lalesién de A/E

La lesion de A/E se caracteriza por la fijacidon de las bacterias a las células intestinales
con separacion de las microvellosidades, y acumulacion de actina filamentosa en el
citoplasma subyacente que resulta en la formacion de estructuras denominadas
“‘pedestales” sobre las cuales se produce la adhesion intima de la bacteria a la célula.
Los genes necesarios para la formacion la lesion de A/E se encuentran en la isla de
patogenicidad LEE (del inglés: locus of enterocyte effacement) de aproximadamente

50kb que se encuentra dentro del cromosoma de la bacteria. Esta isla de

13
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patogenicidad tiene al menos 41 genes diferentes organizados en 3 regiones

principales:

Un sistema de secrecion tipo 11l (SSTII) que exporta las moléculas efectoras.
El operdn tir que codifica para la intimina (una adhesina de la superficie de la
bacteria), y para el receptor de la intimina que se trasloca a la superficie de la
célula epitelial a través del SSTIII.

La produccién de proteinas que se secretan a través del SSTIIl y que estan
involucradas en la modificacion de la transduccion de sefiales celulares durante

la formacion de la lesion de A/E.

Las secuencias de los LEE de ECEH O157:H7 y de ECEP O127:H6 son practicamente

iguales, difieren sélo en la presencia de un profago de 7,5 kb en el LEE de ECEH. El

tipo de lesion producida por ambas bacterias es igual, pero ECEP (tambien nombrada

EPEC) produce la lesiéon principalmente en el intestino delgado mientras que las

lesiones producidas por ECEH se presentan predominantemente en el intestino

grueso.

El modelo de infeccién planteado por Clarke et al. (2003) para ECEP (Figura 2.5)

presenta cuatro pasos:

1)

2)

Produccion, bajo las condiciones ambientales correctas, de una fimbria (Bfp),
intimina y filamentos de superficie (EspA) para producir la primer interaccion
con la célula

La bacteria, via Bfp y EspA, por un SSTIII introduce el receptor traslocado de
intimina (Tir) y un nimero aun no determinado de moléculas efectoras dentro
de la célula eucariota. Estas moléculas efectoras activan las vias de
sefializacion celular causando alteraciones en el citoesqueleto de la célula que
resultan en la polimerizacion de la actina y pérdida de las microvellosidades. Tir
se modifica en el interior de la célula a través de una proteina quinasa A y una

tirosina proteina quinasa y se inserta en la membrana del huésped.

14
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3) Los filamentos EspA se pierden de la superficie de la bacteria y la adhesina
intimina se une al Tir modificado generando una adhesion intima entre la célula
y la bacteria. Debajo del sitio de union se produce acumulacion de actina y otros
elementos del citoesqueleto.

4) La acumulaciéon de elementos del citoesqueleto debajo de la unién bacteria-
célula produce las estructuras caracteristicas en forma de pedestal y muerte
celular inducida por la accion de las moléculas efectoras introducidas en la

célula. El mecanismo propuesto se esquematiza a continuacion:
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Figura 2. 5 Esquema de 4 pasos planteado por Clarke et al., 2003.

2.4.3 Pldsmido pO157

E. coli O157:H7 contiene un plasmido denominado pO157, con un tamafio de 92 kb
(Burland et al., 1998). El plasmido pO157 lleva genes que codifican un tipo de
Hemolisina en ECEH, la cual puede causar lisis de células endoteliales
microvasculares humanas y apoptosis, y es probable que contribuyan a la patogénesis

del serotipo O157:H7 (Bielaszewska et al., 2014). El plasmido también codifica genes
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para factores de virulencia putativos Citotoxina B (toxB), una serina proteasa (espP) y
una catalasa / peroxidasa (katP) (Burland et al., 1998; Rump et al 2012), asi como los

componentes de un sistema de secrecion de tipo Il (etp operon) (Schmidt et al., 1997).

2.4.4 LPSy capsula

Clasicamente el LPS y la capsula son considerados factores de virulencia debido a
gue protegen a la bacteria de muchos factores de defensa del huésped. Ademas existe
evidencia de que estos polisacaridos de superficie no sélo inducen la respuesta
inflamatoria innata del huésped sino que también la bacteria es capaz de modular esa
respuesta de manera que le resulte ventajosa (Donnenberg, 2002). Otro aporte a la
virulencia fue reportado por Shifrin et al. (2008) quienes encontraron que la produccion
de capsula del grupo 4 es necesaria para la eficiente colonizacién del intestino grueso

de conejos.

Los aislados de E. coli que causan infecciones intestinales tienen capsulas
pertenecientes a los grupos 1 y 4, las del grupo 1 son polisacaridos acidicos que
tipicamente contienen acidos uroénicos, las del grupo 4 tienen estructuras diversas
(Donnenberg, 2002).

2.5 E. coli O157:H7

En relacion con la salud publica, la E. coli (O157:H7) es el serotipo ECEH mas
importante ligado a las enfermedades transmitidas por los alimentos, lo que se traduce
en una alta incidencia de infecciones y muertes por cada afio (FAO). E. coli del
serotipo O157:H7 fue reportado por primera por Karmali en 1983, en donde afect6 a
47 personas las cuales consumieron hamburguesas poco cocidas en Estados Unidos
(Acheson 1996; Mattar et al., 2001). La asoci6 con casos aislados de Sindrome
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Urémico Hemolitico (SUH) caracterizado por dafio renal agudo, trombocitopenia y
anemia hemolitica microangiopatica, precedida por diarrea con sangre, con la
presencia de heces con E. coli productora de una citotoxina con actividad sobre células
Vero, por lo que se le llama verotoxina (VT), y a las cepas capaces de producirla se
les denomind E. coli verotoxigénicas (Konowalchuk et al., 1977; Masana et al., 2010;
Karmali et al., 2010).

En 1996, hubo un brote de E. coli O157:H7 en Japon, que afecto a mas de 6,300 nifios
y produjo 2 muertes. Este es el brote mas grande registrado para este patégeno (OMS,
1996). El 12 de octubre del 2006 por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) y
el Estado de California reportaron un brote de E. coli O157:H7 el cual se detect6 en
una finca de espinacas, dicho brote era proveniente de la materia fecal de ganado de
dicha finca. Segun los casos reportados por el Centro de Control de Enfermedades
(CDC), la espinaca contaminada por esta cepa ocasiondé que 204 personas
enfermaran, entre los cuales se incluyen 31 casos de un tipo de insuficiencia renal
denominado Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), 104 hospitalizaciones y 3
defunciones (FDA, 2006).

En Estado Unidos se presentan al afio 73,000 casos diarreicos y 40 muertes causados
por ECEH O157:H7. Uno de los brotes recientes causado por E. coli O157:H7 fue
reportado el 4 de enero del 2010 en 16 estados de los Estados Unidos. Segun los
casos reportados por el Centro de Control de Enfermedades (CDC), la carne de
vacunos y aves contaminadas por esta cepa ocasion0 que 21 personas enfermaran,
entre los cuales incluyen 1 caso de un tipo de insuficiencia renal denominado Sindrome
Urémico Hemolitico (SUH) y 9 hospitalizaciones (CDC, 2010). Y el brote mas reciente
reportado en el afio 2011 en el mes de mayo en Alemania y Suecia. Segun los casos
reportados por el Centro de Control de Enfermedades (CDC), el posible origen del
contagio ha sido atribuido al germinado de soya, donde los Ultimos datos sobre la
epidemia revelan que 3235 personas han contraido la enfermedad, el 69% de ellas
mujeres. Mas de 700 alemanes siguen internados en hospitales al haber desarrollado
el (SUH) (CDC, 2011).
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La incidencia de ECEH varia segun los paises. En 2004, el numero de casos
confirmados mediante pruebas de laboratorio en la Unién Europea (17 Estados
Miembros) y Noruega fue de 1.3 por 100 000 habitantes. En 2001, en Nueva Zelandia
se notificaron 2 casos por 100 000 habitantes y en Australia 0.2 casos por 100 000

habitantes.

2.6 México y paises en desarrollo

En paises en desarrollo los estudios sobre el papel de las E. coli patdgenas intestinales
en la EDA (Enfermedad Diarreica Aguda) son limitados debido a la carencia de los
recursos economicos Yy las faltas de ensayos para deteccion de estos patdégenos en
los laboratorios clinicos de centros de salud publica, siendo sélo reportados en su
mayoria como cuadros diarreicos severos. Las enfermedades diarreicas son una
causa principal de mortalidad y morbilidad en la nifiez en el mundo y por lo general son
consecuencia de la exposicion a alimentos o agua contaminados (Gonzalez-Nufez,
2011).

Estudios recientes han reportado la deteccion de ECEH en Colombia (Gomez-Duarte,
2014), en Brasil y Argentina se han reportado la presencia de este serotipo en aislados
clinicos de infantes, siendo en este pais ultimo el principal serotipo dominante, en el
gue la incidencia de SUH esta por encima de la media nacional, con un maximo de
28,006 casos por cada 100, 000 en nifios menores de 5 afios de edad reportados en
1998 (Regua-Mangia et. al., 2012; Pianciola et al., 2014).

En México, la mayoria de los cuadros diarreicos son de naturaleza infecciosa
(Vasquez-Arroyo y Cabral-Martell, 2001). En nuestro pais, el sistema nacional de
vigilancia epidemiolégica solo distingue una categoria en relacion a enfermedades
transmitidas por alimentos, la intoxicacién bacteriana. Por desgracia existe limitada

informacion sobre la frecuencia de estos agentes patdgenos en los alimentos que
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consumimos en México o en aquellos que se exportan. Durante el periodo de 1980 a
1989, el Laboratorio Nacional de Salud Publica, confirmé 58 brotes de toxiinfecciones
alimentarias de origen microbiano y parasitario a nivel nacional (Parrilla-Cerrillo, et al.,
1993). En el afio 2002, el Sistema Nacional de Informacion en Salud report6, 3612
casos de intoxicaciones alimentarias de origen bacteriano, de los cuales 173 se
presentaron en el estado de Sinaloa (Diaz, 2003). En el afio 2005 en México, se
produjeron 5.9 millones de casos de enfermedades intestinales, el 13.8% del total de
padecimientos registrado al nivel nacional, ocupando el segundo lugar luego de las
enfermedades respiratorias (DGEPI, 2006). Teniendo en cuenta que la diarrea es la
principal enfermedad en México y en paises en desarrollo y siendo la bacteria E. coli
relacionada a esta enfermedad, es evidente el impacto que tienen y pueden producir

secuelas importantes.

2.7 Resistencia de Escherichia coli alos antibi6ticos

En los dltimos afios, se ha observado un aumento de la resistencia a los multiples
antibioticos en bacterias Gram-negativos representando un problema diario para el
tratamiento de la terapia antimicrobiana en pacientes infectados con algun tipo de
enterobacterias (Ruppe et al.,, 2015). Estudios han reportado que los principales
antibiéticos de uso clinico, las cuales son usadas para el tratamiento de infecciones
causadas por las cepas patégenas de E. coli como la ampicilina,
sulfametoxazol/trimetoprim, ciprofloxacina, tetraciclina y estreptomicina, entre otras
tanto en cepas de origen humano y animal como las aisladas del ambiente (agua y
suelos), han generado resistencia sobre éstos antibioticos (Alzahrani et al., 2011,
Harada y Asai, 2010, Chandran et al., 2008). Esto debido a la utilizacion masiva y el
uso indiscriminado lo cual ha provocado un aumento en su resistencia a nivel mundial
(Turner et al., 2006). Como por ejemplo la mayoria de las aguas residuales que

contienen antibidticos se vierten a los desagies y van a parar a ambientes acuaticos,
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lo cual contribuye a la seleccién de microorganismos con patrones de multirresistencia
a antibidticos. Las bacterias presentes en estos ecosistemas se ven expuestas a
diferentes presiones selectivas, adaptandose a su entorno para su supervivencia, lo
que favorece la resistencia antimicrobiana en bacterias Gram-negativos. Esta
resistencia resulta de la expresion de enzimas de inactivacion a los antibiéticos y
mecanismos no enzimaticos (Alekshun y Levy, 2007). Ambos pueden ser
intrinsecamente expresados por una especie dada (genes cromosomicos) o adquiridos
por un subconjunto de cepas como consecuencia de dos eventos genéticos distintos

aungue no mutuamente exclusivos:

1. Las mutaciones en los genes cromosOmicos que resultan en un aumento en la
expresion de mecanismos de resistencia intrinseca (enzimas inactivadoras de
antibioticos o0 bombas de expulsion), alteraciones de permeabilidad por pérdida

de poros de membrana externa o modificaciones de diana.

2. Transferencias de elementos modviles genéticos que llevan genes de
resistencia, lo mas notablemente plasmido de codificacion de beta-lactamasas,
aminoglucésidos modificadores de enzimas 0 mecanismos no enzimaticos tales
como Qnr para la resistencia a fluoroquinolona en Enterobacteriaceae. Puesto
gue estos plasmidos soportan comunmente multiples determinantes de
resistencia, una uUnica conjugacion de plasmido puede ser suficiente para
conferir un fenotipo de resistencia a multiples farmacos a la cepa receptora.
(Ruppe et al., 2015).

2.8 Tratamiento contra E. coli Enterohemorragica

El tratamiento de la infeccion por E. coli ECEH es completamente de sostén y puede
incluir liquidos y una dieta blanda. Se ha discutido mucho acerca de las ventajas y

desventajas del uso de antibiéticos durante las diarreas debidas a ECEH. Los
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antibioticos son controvertidos y, generalmente, se los evita. Ya que estudios clinicos
previos no han demostrado efecto beneficioso con el tratamiento antibiotico ya que
pueden inducir la expresion y liberacion de la toxina y aumentar el riesgo de SUH
(Romina et al., 2011)

El tratamiento antibidtico sélo estaria indicado en pacientes criticos o graves que
cursan con Sepsis Severa 0 Shock Séptico:

e por sospecha de enfermedad invasiva por E. coli.

e por sobreinfeccidn por otros gérmenes.

Aunque las infecciones por ECEH no suelen ser tratadas de forma agresiva con terapia
antimicrobiana y muchas cepas son susceptibles a un gran nimero de antibioticos,
estudios recientes demuestran que cepas bacterias patdgenas estan aumentando la
resistencia a los antibiéticos de uso clinico (Schroeder et al., 2002; Mora et al., 2005;
Carone et al., 2014).

Por lo que surge la necesidad de buscar compuestos activos para combatir contra
microorganismos patdgenos, como es el caso de derivados de los antibidticos ya
existentes, no obstante estos al ser un compuesto puro solo poseen un unico
mecanismo de accion. En los ultimos afios, los médicos y cientificos han investigado
productos de origen natural tales como la miel, como un medio de la busqueda de
alternativas frente a las enfermedades infecciosas, debido a que la miel es una
sustancia muy compleja con mas de 200 componentes y es posible que contenga uno
0 mas compuestos que bloquean la capacidad de una bacteria para desarrollar
resistencia a la miel (Cooper et al., 2000). La miel de Melipona ha demostrado que
inhibe el crecimiento microbiano y tiene mayor eficacia como agente terapéutico en
comparacion con la miel producida por la abeja Apis mellifera (Quezada-Euan et al.,
2005).

21



Capitulo 2 Antecedentes

2.9 Miel de Melipona beecheii

La miel es una sustancia natural producida por las abejas a partir del néctar de las
flores o de otras partes de una planta. Esta conformada por una gran diversidad de
compuestos tales como, carbohidratos, acidos organicos, proteinas, compuestos
polifendlicos y también contiene otros compuestos, en menor cantidad, tales como,

aminoéacidos, minerales y vitaminas (Bogdanov et al., 2008).

La miel de Melipona, uno de los tantos tipos existentes de miel, es producida por la
Melipona beecheii, la cual es una abeja sin aguijon nativa de la peninsula de Yucatan.
Esta abeja se encuentra entre las 400 especies de abejas existentes en el tropico y
subtropico ademas de ser una de las dieciséis especies de abeja sin aguijon, de la
familia Meliponinae (Melipona y Trigona en su mayoria) que habitan en el estado de
Yucatan (Heard, 1999).

Una de las caracteristicas medicinales atribuidas a la miel de abeja sin aguijon es su
capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias, hongos y levaduras del género

Candida y otros microorganismos que son patdgenos para los seres humanos.

Los mayas también utilizaron la miel de abejas Melipona beecheii como agente
antiséptico y como remedio para las infecciones de las vias respiratorias como
laringitis, sinusitis y bronquitis (Carrillo, 1990). Otros usos terapéuticos atribuidos a
este tipo de miel son las siguientes: en el tratamiento de las cataratas y el crecimiento
ocular, como coadyuvante en el tratamiento de conjuntivitis infecciosas y traumaticas,

ulceras oculares (Molan, 1992).
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2.9.1 Actividad antimicrobiana de la miel.

La actividad antimicrobiana de la miel es una de las caracteristicas mas importantes
gue posee este alimento, la cual es generada por la gran variedad de compuestos que

la conforman mencionadas anteriormente.

En afos recientes se ha reportado, especialmente en la miel de Apis mellifera, la
presencia de los componentes que posiblemente influyen sobre la actividad

antimicrobiana. Entre los factores reportados con efecto inhibitorio se encuentran:

e Peroxido de hidrogeno

e Acidez (acido glucénico)

e Compuestos fendlicos

e Enzimas (glucosa oxidasa, proteasas, amilasas)

e Proteinas y péptidos antimicrobianos.

(Molan, 1999; Estrada et al., 2005; Mendieta, 2006; Alvarez-Suarez et al., 2010;
Kwakman et al, 2011; DebMandal y Mandal, 2011).

Diversos trabajos han demostrado la eficacia de la miel contra las bacterias Gram-
positivas, tales como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus
avium, Cornybacterium género, género Micrococcus, y género Streptococcus (Cooper
et al., 1999; Sheikh et al., 1995) y Gram-negativas bacterias tales como Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Salmonella

typhymurium, y Shigella dysenteriae (Molan, 1999; Malu et al., 2004).

El método cualitativo mas utilizado para la evaluacion de la actividad antimicrobiana
es el de difusion en disco; Sin embargo, el método de macrodilucion también se utiliza
con frecuencia, ya que es posible calcular la concentracién minima inhibitoria (CMI)
gue refleja la cantidad necesaria para la inhibicion del crecimiento microbiano (Chan-
Rodriguez et al., 2012).
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Actualmente existen una serie de informes de mieles de Apis (miel de abeja con
aguijon) que presentan actividad antimicrobiana. (DebMandal y Mandal, 2011; Tan et
al. 2009). Como por ejemplo existen estudios donde reportan concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) de miel contra microorganismos patégenos como se

observaenla Tabla 2.1

Tabla 2. 1 Concentracion minima inhibitoria de diferentes tipos de miel contra los
microorganismos de importancia media.

Tipo de miel CMI (%) Microorganismo Referencia
Apis mellifera Manuka 3.4-20 S. pyogenes, DebMandal y Mandal
(Leptospermum Staphylococci, MRSA, (2011)
scoparium) S. aureus, S.
maltophilia, A.
baumannii, E. coli P.
aeruginosa, S. typhi
Apis mellifera 3.6+£0.7 Coagulase-negative French et al. (2005)
pasto Staphylococci
Apis mellifera Egyptian 35-40 A. schubertii, H. Badawy et al. (2004)
clover (Trifolium paraphrohaemlyticus, M.
alexandrinum) luteus, C.cellulans, L.
anguillarum. baumannii
Apis mellifera 25-50 E. coli, P. aeruginosa, S. Kuncic et al. (2012)
(diferente flora) aureus, E. faecalis, C. Alzahrani et al. (2012)
albicas
Apis dorsata Tualang 8.75-25 S. pyogenes, Tan et al. (2009)
(Koompassia excelsa) Staphylococci, MRSA,
S. aureus, S.
maltophilia, A.
baumannii, E. coliy P.
aeruginosa, S. typhi, E.
cloacae
Apis dorsata Nilgiri 25,35y40 S. aureus, P. aeruginosa  Rajeswari et al. (2010)
y E. coli
Melipona beecheii flora 4-5 S. aureus, P. Chan-Rodriguez et al.

desconocida

aeruginosa, E. coli

(2012)
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Son muy pocos los trabajos donde han reportado la actividad antibacteriana de la miel
de Melipona especificamente de Melipona beecheii contra E. coli 0157:H7 y E. coli
ATCC 25922. Como por ejemplo: Dardon y Enriquez en el (2008) evaluaron la
concentraciébn minima inhibitoria de mieles de abejas de la especie Melipona salani
Melipona beecheii, y Melipona yucatanica contra diferentes bacterias entre éstas se
evalué E: coli ATCC 25922. La miel de Melipona salani no inhibié el crecimiento en
dilucion de 10% (v/v) mientras que las mieles de Melipona beecheii, y Melipona

yucatanica en diluciones del 5 % (v/v) inhibi6 el crecimiento de ésta bacteria.

Zamora y Arias en el 2010 reportan la actividad antimicrobiana de 30 muestras de
mieles de abeja sin aguijon (no especifica las especies de abejas) contra dos cepas
de E. coli tanto en forma pura como diluida como se aprecia en la Tabla 2.2. EI 73 %
de las mieles evaluadas inhibio el crecimiento de E. coli ATCC 25922 usando 100 %
de miel y para el caso en contra de E. coli O157:H7 el 87 % de las mieles evaluadas

inhibié el crecimiento usando miel al 100%.

Tabla 2. 2 Actividad antimicrobiana de miel de abeja sin aguijon contra E.coli.

E. coli (ATCC 25922) E. coli O157:H7

Concentracion % de mieles que presentaron inhibicion de
Miel crecimiento microbiano
100% 73 87
75% 40 70
50% 17 33
25% - 3
12.5 - -

. — (no present6 inhibicion de crecimiento) (Zamora y Arias en el 2010)
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Capitulo 3 Justificacion

Las enfermedades transmitidas por alimentos representan un problema a nivel
mundial, siendo la diarrea la enfermedad mas comun representando la segunda causa
global de mortalidad en nifios en paises en desarrollo y E. coli es la bacteria mas
frecuentemente asociada a los cuadros clinicos de estas enfermedades. Esta bacteria
es una de las especies predominantes en el intestino del humano y usualmente
coexiste sin causar dafio al hospedero, pero sin embargo han emergido categorias de
E. coli patogénicas, las cuales son clasificados en base a sus factores de virulencia,
siendo la E. coli O157:H7 la que produce mayor dafio y ademas presenta una alta
incidencia de infecciones cada afio. Debido a que es productora de toxinas Shiga,
siendo el principal serotipo asociado a brotes de colitis hemorragicas considerandose
el principal agente causal del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH). En los ultimos
afnos, se ha observado un aumento de resistencia de ésta especie a los principales
antibioticos del uso clinico para el tratamiento de infecciones causadas por cepas
patdgenas, pero otro problema es que al lisar la bacteria por agentes antimicrobianos
se liberan mas toxinas Shigas aumentando la concentracién de éstas en el huésped
llevandolo a su muerte. Desde la antigiiedad los antiguos mayas utilizaban la miel de
Melipona beecheii como medicina para el tratamiento de diversas enfermedades y
diversos estudios han demostrado que la miel tiene capacidad antimicrobiana. El cual
puede ser considerado una alternativa de origen natural contra cepas patdégenas
virulentas. Por lo que en este trabajo se pretende evaluar la capacidad antimicrobiana
de la miel de Melipona contra E. coli O157:H7 asi como evaluar los niveles de
expresion de los genes virulencia en presencia de extractos proteicos y fendlicos de la
miel de Melipona beecheii.
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Capitulo 4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar los niveles de expresion de los genes de virulencia de E. coli O157:H7 en

presencia de extractos proteicos y fendlicos de la miel de Melipona beecheii.

4.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto inhibitorio de la miel de Melipona beecheii contra E. coli
O157:H7 y E. coli ATCC 25922.

e Evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos proteicos y fendlicos de la
miel de Melipona beecheii contra E. coli O157:H7 y E. coli ATCC 25922.

e Determinar la concentraciéon minima inhibitoria de la miel de Melipona beecheii
y de los extractos proteicos y fendlicos contra E. coli O157:H7 y E. coli ATCC
25922. .

e Determinar los niveles de expresion de las toxinas Stx1 y Stx2 de E. coli
0157:H7 expuesta a concentraciones subletales de la miel de Melipona

beecheii utilizando PCR tiempo real.

Capitulo 5 Hipotesis

La miel de Melipona beecheii y sus compuestos (proteinas y compuestos fendlicos de
la miel) pueden inhibir el crecimiento de E. coli ATCC y E. coli 0157:H7, y sus factores

de patogenicidad
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Capitulo 6 Materiales y Métodos

6.1 Materia primay microorganismo empleados

La miel de Melipona beecheii empleada en éste trabajo se obtuvo del municipio de
Mani, del estado de Yucatan. Esta fue recolectada de manera tradicional, es decir, fue
tomada directamente del jobdn (tronco hueco), de tal forma que no tuviese ningun
tratamiento o proceso que pudieran afectar sus cualidades y propiedades. La miel fue

guardada a temperatura ambiente (25-30°C) y en obscuridad hasta su analisis.

Las cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo fueron: E. coli ATCC 25922 y
E. coli O157:H7, las cuales fueron crecidas en medios de cultivo Luria Bertani (LB)
agar modificado por Miller el cual contiene 10 % de cloruro de sodio (Atlas, 2010) a 37

°C durante 12 h y almacenadas a 4 °C para las pruebas posteriores.

6.2 Determinacion de la actividad antibacteriana de la miel de Melipona
beecheii por el método de difusion en disco.

Para la determinacion del potencial antibacteriano de la miel de Melipona contra E. coli
ATCC Yy E. coli 0157:H7 se utilizé el método de difusion en disco descrito por Schwalbe
et al (2007). En ésta prueba las cepas se reactivaron nuevamente con medio de cultivo
LB agar y se incubaron a 37 °C durante 12 h, seguido se le realizé un ajuste de inoculo
para ambas cepas a 0.5 en escala McFarland, lo cual equivale a 1 x 108 unidades
formadoras de colonias (UFC) y 0.1 en absorbancia. Ambos indculos se diluyeron a
una concentracién de 1 x 108 UFC/mL para su empleo. El ajuste de los indculos
bacterianos se realiz6 tomando con un asa de siembra algunas colonias y se diluyeron

en un tubo eppendorf 1.5 mL que contenia una solucion salina al 0.85 %.
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Ya obtenido los inéculos, se tomaron 100 uL de cada uno de éstos y se depositaron
en cajas petri que contenia Agar Mueller Hinton y con un hisopo se disperso
homogéneamente en toda la superficie del medio de cultivo que contenia la caja petri,
se dej6 reposar 15 min y se colocaron discos de papel filtro, en donde se les adicion6
30 pL de miel de Melipona beecheii al 100, 80, 40, 20 y 10 %. Se usaron como
controles solucion salina (30 pL) y 30 pL de ampicilina a partir de un stock de 1 pg/pL

y se incubaron a 37 °C durante 24 h.

6.3 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de la Miel de
Melipona beecheii por el método de micro dilucion.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria de la miel se utilizé6 el método
propuesto por Schwalbe et al (2007). De cual de igual modo que en la prueba de
difusién en disco, se tomaron algunas colonias del cultivo de 12 h de incubacion (E.
coli ATCC 25922 y E. coli O157:H7) y se suspendieron ambas por separado en
solucién salina 0.85 % para ajustar un inodculo a 0.5 McFarland, pero a diferencia del
método de difusion en disco, el inéculo se diluyé a una concentraciéon de 1 x 10

UFC/mL para su empleo.

Se prepard un stock de miel al 80 % y se utilizaron tubos con rosca de 5 mL, con 1 mL
de medio Mueller Hinton (2X). Posteriormente, a cada tubo con Mueller Hinton 2x se
le agregé la cantidad correspondiente del stock de miel y agua destilada estéril, para
obtener concentraciones de miel del 5 al 40 %, considerando un volumen final de 2
mL. Cada concentracion se hizo por triplicado, debido a que la muestra diluida en el

medio presentaba turbidez se realizé un blanco para cada concentracion evaluada.

Por ultimo, se inoculé los tubos con 20 uL de la solucion bacteriana. Se incubo a 37°C
a 200 rpm por 24 h y se ley6 su absorbancia a 600nn en un biofotometro eppendorf
modelo 6131.
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6.4 Extraccion de los compuestos fendlicos de la miel de Melipona becheeii.

Para la extraccion de los compuestos fendlicos presentes en la miel de Melipona se
empled el método propuesto por Ferreres et al (1994). Se mezclaron 200 g de miel con
5 partes de agua acida (pH 2 con HCI), la mezcla fue filtrada para eliminar las particulas

sélidas contenidas en la miel a través de algodon previamente tratado con acetona.

Una vez filtrada la miel se pasé por una columna de vidrio (2 cm de didmetro x 30 cm
de largo) con 200 g de Amberlita XAD-2, después de lo cual la columna fue lavada con

100 mL de agua acida (pH 2) y posteriormente con otros 300 mL de agua destilada.

Los compuesto fendlicos retenidos en la columna fueron recuperados con

aproximadamente 300 mL de metanol hasta que el disolvente no tuvo color.

Los extractos de metanol obtenidos de la columna, se concentraron a presion reducida
en un rotavapor a 40 °C hasta evaporar completamente el metanol, el extracto fue
recuperado en 15 mL de agua destilada. Las muestras obtenidas fueron particionadas
mediante una extraccion liquido-liquido con 15 mL de éter etilico tres veces,
recuperando la fase superior en cada ocasion, Después de la extraccion, al éter
recuperado se le agregé la cantidad necesaria de Na2SO4 anhidro para eliminar el
agua restante de las muestras y se dejo sedimentar el exceso por 30 min, después de

lo cual se decant6 el éter a un recipiente nuevo.

Finalmente el éter etilico se dej6é evaporar toda una noche y se recuperaron los
compuestos fendlicos en 1 mL de metanol grado HPLC, las muestra fueron

almacenadas a una temperatura de -20 °C.

Se empled otro método de extraccion de los compuestos fendlicos de la miel propuesto
por Zehra Can et al., 2015, esto para conocer que método es mas eficiente. El cual
consistié en pesar 15 g de miel y diluirlo en 50 mL de metanol al 99% y agitarlo con
un agitador durante 24 h. Pasado ese tiempo los compuestos fendlicos se
concentraron en un rotavapor a baja presion a 40°C, hasta evaporar aproximadamente

todo el metanol. Finalmente la muestra fue almacenada a 4°C.
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6.5 Determinacion del contenido fendlico del extracto fendélico de la miel de
Melipona beecheii.

Para determinar el contenido fendlico del extracto fendlico de la miel de Melipona (EF),
se utilizé el método de fenoles totales propuesto por Saravana y Mandal (2009) usando
el reactivo de Folin-Ciocalteu. El cual consiste en una reaccion de los compuestos
fendlicos presentes en la miel con el reactivo de Folin-Ciocalteu dando un color azul.
Se tomaran 100 pL del extracto y se mezclaron con 500 pL de reactivo de Folin-

Ciocalteu (1:10) e incubados a temperatura ambiente por 5 min.

Una vez pasado este tiempo se afiadieron 400 pL de Na2COs (75 g/L) y se dejo incubar
la mezcla a temperatura ambiente por 2 h antes de medir su absorbancia a 760 nm.
Como patron se empled una curva de calibracion de Acido Galico con concentraciones
de 0, 80, 160, 320, 400, 560, 640 pg/mL.

6.6 Extracciéon de los compuestos proteicos de la miel de Melipona becheeii.

Para la extraccion de las proteinas presentes en la miel se emple6 el método descrito
por Schmitzova” et al (1998). El cual consistié en diluir 2 g de la miel de Melipona por
cada 10 mL de buffer de fosfatos (50 mM NaH2PO4:Na2HPO4, pH 7.0; 100 mM NacCl,
pH 8.0). La mezcla se incubd en hielo durante 30 min, con intervalos de agitacion de
5 min. Posterior a la agitacion la mezcla se centrifugé a 5000 g por 50 min para eliminar
polen y diversas particulas presentes en la miel. El sobrenadante se concentré
mediante ultrafiltracion, utilizando filtros amicon de 3 k. El sobrenadante se depositd
en los filtros y fue centrifugado a 5000 g por 40 min. Una vez centrifugada la muestra,
el concentrado se traspaso a tubos de 1.5 mL y se guardaron a 4 °C hasta su posterior

analisis.
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6.7 Determinacién de la concentracion Proteica en la miel de Melipona beecheii.

Para determinar el contenido proteico del extracto proteico de la miel de Melipona
beecheii (EP) se determiné por el método de Bradford, para lo cual se utilizd una curva
estandar de BSA (Albumina sérica Bovina) de la marca sigma con concentraciones de
1,2.5, 5, 10, 15, 20 pg/uL.

Para el caso de las muestras y los stocks se tomaron 10 pL del extracto y diluidas en
90 pL de H20 destilada, a los cuales se les adiciono 1 mL de la solucion de Bradford.
Las muestras se incubaron por 5 min a temperatura ambiente en oscuridad,
transcurrido ese tiempo finalmente se leyeron en un espectrofotdmetro a una longitud
de onda de 595 nm, usando como blanco el buffer de fosfatos (Bradford, 1976). La

cuantificacion se realizo por triplicado.

6.8 Determinacién del perfil proteico y peso molecular mediante un sistema
SDS-PAGE.

El perfil proteico de EP se realiz6 mediante un sistema desnaturalizante (SDS-PAGE)
(Bizani et al., 2005). Se utilizaron dos tipos de geles, un gel de separacién al 12 % de
acrilamida y uno de apilamiento al 4 %, con un buffer de corrida (Glicina-Tris-SDS).
Para la preparacion de la muestra se tomaron 2 ug de cada extracto, los cuales se
diluyeron en 3 pL de buffer de carga (5x) y agua destilada aforando a un volumen de
15 pL, posteriormente las muestras fueron incubadas por 5 min a 95 °C para favorecer
a la desnaturalizaciéon de las proteinas. (Bollag, 1996). Los geles fueron corridos a 75

V durante 2 h a temperatura ambiente y tefiidos con nitrato de plata.

La masa molecular relativa (Mr) de los polipéptidos de la miel se identificaron a partir
de la movilidad electroforética (RF), los cuales fueron calculados mediante regresion
lineal logaritmica del patron de migraciébn de los polipéptidos de las muestras

evaluadas.
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6.9 Determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos fendlicos y
proteicos de la miel de Melipona beecheii mediante difusiéon en disco.

De igual manera que en la determinacion de la actividad antibacteriana de miel de
Melipona se utilizaron las cepas ATCC de Escherichia coli 25922 y Escherichia coli
0157:H7. El in6culo utilizado fue de 0.5 en la escala McFarland, con un hisopo se
homogenizo el inéculo bacteriano en toda la superficie de la placa que contenia medio
Mueller Hinton. Posteriormente se colocaron discos de papel filtro de la marca
millipore, en donde se les adiciond deferentes concentraciones de los extractos a
evaluar. Para el caso de EF y EP proteico se evaluaron 80, 100 y 120 pg. Se utilizaron
como control negativo metanol para las cajas con el extracto fendlico y para las cajas
con el extracto proteico se utiliz6 como control negativo buffer de fosfatos. Como
control positivo se utilizé 30 puL de ampicilina de un stock de 1 pug/pL. Todas las placas
se incubaron a 37 °C por 24 h. (Schwalbe et al 2007).

6.10 Determinacién de Concentracién minima inhibitoria de los extractos
fendlicos y proteicos de la miel de Melipona.

En esta parte del estudio, se evaluaron concentraciones de 10 hasta 300 pg/mL de EF
y EP. Para la realizacién de esta prueba se utilizaron tubos de 2.5 mL, con 250 uL de
medio Mueller Hinton (2X). Posteriormente, a cada tubo con medio Mueller Hinton 2X
se le agregd el extracto a evaluar cuya cantidad adicionada dependi6 de la
concentracion final deseada teniendo en cuenta que el volumen final en cada tubo fue
de 500 pL. Cada concentracién se realizé por triplicado. Por ultimo, se inocul6é con 50
uL de la solucion bacteriana 0.5 McFarland y fueron incubadas a 37 °C durante 24 h
(Schwalbe et al 2007).
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6.11 Cinética de letalidad de E.coli O157:H7 en presencia de la miel de Melipona
beecheii y de sus extractos proteico y fendlico.

Para evaluar el efecto inhibidor de la miel y de sus extractos contra E. coli O157:H7 se
construyd una curva de crecimiento en medio Mueller Hinton. Una vez obtenida la
curva de crecimiento se realizaron cinéticas de letalidad siguiendo el método descrito
por Schneider et al., 2010. El inéculo bacteriano se ajusté con una solucion de NaCl
(0.85%) a 0.5 en escala McFarland se ley6 en un espectrofotémetro a una longitud de
onda de 600 nm. En tubos eppendorf de 1.5 mL con medio Mueller Hinton se
agregaron 25 pL del in6culo y se realizaron mezclas a las concentraciones
correspondientes 1X y 2X de CMI de la miel, EP, EF y ampicilina, en un volumen final
de 500 pL. Las mezclas se incubaron a 37 °C, en agitacion (200 rpm) y se tomaron
muestras cada hora las cuales fueron leidas a 600 nm durante un tiempo total de 6 h.
Cada muestra fue cultivada en medio LB-agar y las UFC/mL se contaron después de
24 h de incubacién a 37°C.

6.12 Evaluacion de la actividad hemolitica en presencia de la miel de Melipona
beecheii y los extractos proteicos y fendlicos.

La actividad hemolitica de E. coli O157:H7 en presencia de la miel, EF y EP se realiz6
utilizando el método descrito por Seong-Cheol et al 2010 a través de globulos rojos de
un humano sano. Se mezclaron suavemente 4.5 mL de sangre con 0.5 mL de citrato
de sodio al 38 % para evitar la coagulacion de la sangre, la mezcla se centrifug6 a 800
g durante 15 min, posteriormente se retir6 el sobrenadante, esto para eliminar el
plasma sanguineo, leucocitos y trombocitos, obteniendo un paquete celular de
eritrocitos (glébulos rojos). El paguete celular obtenido fue lavado tres veces con 1 mL
de buffer de fosfatos de sodio 0.05 M (pH 7.4) con 0.9 % de NaCl, centrifugando en
cada ocasiéon por 5 min a 800 g. Después de los lavados se preparé una suspension

de glébulos rojos al 0.5 % (SGR) con el mismo buffer de fosfatos. Se tomaron 900 uL
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de SGR, 100 pL de buffer de fosfatos de sodio, se agregd miel al 2X CMI cuya cantidad
adicionada dependié de la concentracion final deseada teniendo en cuenta que el
volumen final en cada tubo fue de 1 mL y se inoculé con 50 pL de la solucién de E. coli
0157:H7 de 0.5 McFarland, la cual fue crecida previamente en un medio de cultivo de
agar sangre, para activar su estado de virulencia. De igual manera que con la miel, se

realiz6 lo mismo pero con EF y EP utilizando 2X su CMI de cada uno de éstos.

Todas las muestras se incubaron con agitacién durante 60 min a 37 °C, y después se
centrifugaron durante 10 min a 800 g. La absorbancia de los sobrenadantes se evalu6
luego a 414 nm. Ademas, se evaluaron los controles de cero hemolisis (en blanco), el
100% de hemdlisis y E. coli ATCC 25922 como control negativo. Todas las muestras
se llevaron a cabo por triplicado.

El porcentaje de hemdlisis fue calculado utilizando la siguiente ecuacion (Park, 1998).

o abs muestra — abs blanco
% de Hemolisis = x 100
abs 0157: H7

6.13 Visualizacion por microscopia electronica de barrido

Las muestras sometidas a la actividad hemolitica fueron visualizados por medio de un
microscopio electrénico de barrido (SEM) siguiendo el protocolo de Aaron Polliack et
al (1980). Las muestras se centrifugaron a 800 g durante 5 min, la pastilla de células
resultantes de la centrifugacion fueron fijadas con glutaraldehido al 3 % durante toda
la noche. Posteriormente las células fueron lavadas brevemente con cacodilato de
sodio 0.1 M, pH 7.2, se deshidrataron en una serie graduada de etanol de 50 al 100 %
y se suspendieron en 500 pL de agua bi-destilada. A partir de entonces se recogieron

las células en un cubreobjetos y se secaron a punto critico con freobn 13 (Quorum
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modelo K850). Los cubreobjetos fueron sometidos a pulverizacidn catédica recubierto
con una fina capa de oro-paladio durante 45 s (Quorum modelo Q150r ES) y pegadas
en talos de aluminio con cinta adhesiva de plata de doble cara para que posteriormente
sean puestas y visualizadas en SEM (Marca Philips, modelo XL30 ESEM, equipado
con una Microsonda Dispersiva en energia marca EDAX.

6.14 Disefio de primers.

Se disefaron oligos de ADN de la bacteria O157:H7 de acuerdo a la base de datos del
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), para el analisis de PCR y RT-PCR. En la
Tabla 6.1 muestra los genes housekeeping y virulencia disefiados para PCR y RT-
PCR con sus respectivos productos que generan en su transcripcion, asi como los

tamanos de bases esperados.

Tabla 6. 1 Genes housekeeping y de virulencia de E. coli O157:H7.

ECid Isocitrato

deshidrogenasa

ECsfs Factor sigma 532 100

ECmd Malato 519 100

deshidrogenasa
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ECmp mannitol-1-fosfato 604 100

deshidrogenasa

ECpgi Glucosa-6-fosfato 630 100
isomaera

Stx2 A Toxina Shiga 2 de la 529 100
subunidad A

*Stx1 A Toxina Shiga 1 de la 543 100
subunidad A

*EAE Intimina (proteina de 796 100

adherencia)

*HIyE Hemolisina 501 100

(Con negrillas estdn marcados los genes housekeeping y con asterisco* los genes de

virulencia)

6.15 Extracciéon del ADN gendémico de E. coli O157:H7.

Para extraer el ADN gendmico de E. coli 0157:H7 se incubd en LB a 37°C y se siguio
un protocolo de extraccion el cual consistié6 en tomar una asada bacteriolégica y se
homogeniz6é en 400 pL de solucion salina. Posteriormente se le adicion6 30 pL de
solucion SDS al 10 % y 3 pL de proteinasa K, se mezcl6 e incubo durante una hora a
37 °C. Terminado el tiempo de incubacion se le afiadié 100 puL de NaCl 5 My 80 pL de

CTAB (2 % de B-mercaptoetanol), se mezclé e incub6 a 65 °C durante 10 min.
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Posteriormente se le adicioné un volumen de la solucién fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (15/24/1). Se centrifugd por 5 min a 12000 rpm durante 10 min. De las fases
resultantes de separacion se tomo el sobrenadante y se coloco en tubos eppendorf
estériles. A cada tubo se le agregd 500 pL de cloroformo, se mezclaron y se
centrifugaron a 12000 rpm. Se recupero el sobrenadante y se colocaron de nuevo en
tubos eppendorf estériles. Estos dos Ultimos pasos se repitieron de nuevo una vez
mas. Luego se hizo precipitar con 800 pL de etanol toda la noche. Posteriormente se
centrifugdé a 12000 rpm durante 10 min, se desecho el sobrenadante y se le agreg6
400 pL de etanol absoluto al pellet.

Finalmente se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min, se deseché el sobrenadante y
se dejaron secar los tubos invertidos a temperatura ambiente (25-30°C), para ser
suspendidos en 30 yL de agua inyectable pisa. Se conservo a -20°C para su posterior

analisis.

6.16 Deteccidon de presencia de los genes Housekeeping y de Virulencia de
E.coli O157:H7.

Para la deteccion de los genes housekeeping y de virulencia se realizé6 mediante una
PCR en gradiente. En la Tabla 6.2 se describen las condiciones de la PCR gradiente.
A cada tubo para cada gen se le adicionaron 7uL de agua inyectable pisa, 1uL del
oligo Forward, 1 pL oligo Reverse (los oligos utilizados fueron los disefiados para la
PCR punto final), 70 uL master mix y 1 pL de ADN molde. Los productos de la PCR
fueron visualizados mediante un gel de agarosa al 0.8%, corridos a 80 Volts durante
40 min.
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Tabla 6. 2 Gradiente de temperaturas para PCR.

98 1 min 1

98 30s 30
45-65 1 min

72 10 min 1

6.17 Extraccidén de ARN bacteriano para la deteccion de la expresion de los
genes de virulenciay housekeeping

Se realizaron extracciones del ARN de E. coli O157:H7 crecido en dos medios de
cultivo suplementado diferentemente, esto se realizé para conocer el medio de cultivo
ideal para la expresion de todos los genes de virulencia. Los medios de cultivo fueron:
Brucella suplementado con 10 % de suero fetal bovino (B+S) y Brucella con 0.1 % de
una suspension de globulos rojos (B+G). Estos se incubaron a 37 °C en agitacion
reducida por 24 h. La extraccion del ARN se llevo acabo usando el método propuesto
por Massé et al., 2003. El cual consistio en tomar 750 uL de un cultivo de bacterias
con 12 h de incubacion y se colocaron en un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL y se
centrifugd a 12000 g durante 10 min. Se decantd y se agregaron microperlas de cristal
estériles (hasta llegar a la marca de 0.1 mL del tubo). Posteriormente se afiadieron
400 pL de la solucién de lisis (Acetato de sodio 320 mM a pH 4.6, SDS al 8% y EDTA
a 16 mM) y se agitd hasta obtener una mezcla homogénea, ésta mezcla se centrifugo
a 12,000 rpm durante 5 min. Se recupero el sobrenadante en un tubo estéril al cual se
adiciond 400 pL de trizol, se agité durante 1min, se incubd a temperatura ambiente
(25-30 °C) durante 5 min y se centrifug6 a 12,000 rpm durante 10 min.

Luego el sobrenadante fue transferido en un tubo estéril, el cual fue mezclado con 200
UL de cloroformo, se agitd y se incub6 a temperatura ambiente (25-30 °C) durante 10
min. Una vez transferido el tiempo se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min. El
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sobrenadante se retird, se mezclé con 200 pL fenol/cloroformo/alcohol isoamilico

(25:24:1) en un tubo estéril y se centrifug6 a 12,000 rpm durante 10 min.

El sobrenadante se transfirié a un tubo estéril con 800 pL de etanol absoluto a -20 °C,
se dejo precipitar durante toda la noche a -20 °C. Una vez precipitado se centrifug6 a
12,000 rpm durante 30 min a 4 °C. Seguido se decant6 nuevamente y se le afiadieron
500 pL de etanol absoluto a -20 °C. Finalmente se centrifugd a 12,000 rpm durante 10

min, se decantd, se dejé secar y se resuspendio en 20 pL de agua inyectable pisa.

6.18 Sintesis de la primera cadena de ADN (cDNA) para la deteccién de la

expresion de los genes de virulenciay housekeeping.

En un tubo eppendorf de 1.5 mL libre de ARNasa se afiadieron para cada gen 2 yL de
ARN extraido anteriormente y se agregd 1 pL del oligo Forward y 1 uL del oligo
Reverse (Los oligos que se usaron fueron los disefiados para RT-PCR), seguido por 8
ML de agua libre de ARNasa; posteriormente se afiadieron 4 pL de buffer de reaccion,
seguido por 1 pL de la enzima RiboLock, 2 pL de Dntp’s y 1 uL de la enzima Revert
Aid RT, se incub6 en bafio maria a 42°C durante una hora; posteriormente para
desactivar la enzima se incubé en un termoblock a 70 °C durante 5 min, posterior se

dej6 enfriar en hielo.

Para la visualizacion de la expresién de los genes housekeeping y de virulencia se
realiz6 mediante un PCR en gradiente de temperatura que fue de 58, 60 y 62°C
utilizando adn molde el cDNA y para cada tubo de cada gen se realizO como en la
seccién 5.16 pero usando los oligos disefiados para gRT-PCR y finalmente los
productos de la PCR fueron visualizados mediante un gel de agarosa al 0.8%, corridos

a 80 Volts durante 40 min.
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6.19 Extraccion de ARN para la evaluacion de los niveles de expresion de los
genes de virulencia de E. coli O157:H7.

Para determinar los niveles de expresion de los genes de virulencia de E. coli O157:H7,
fue crecido usando 1/2X, 3/4X y 6/7X CMI de miel, EF y EP (concentraciones
subletales), en medio de Brucella suplementado con 10 % de suero fetal bovino,
durante 12 h de incubacion (120 RPM a 37°C). Posteriormente se realizo la extraccion
del ARN total utilizando el protocolo Tri Reagent de la marca Sigma. El cual consistié
en aislar las células en suspension por centrifugacién (12,000 g por 5 min), a
continuacion las células se lisaron con el reactivo Tri Reagent mediante pipeteo
repetido (1 mL del reactivo por 1 x 107 células bacterianas), se dej6 reposar durante 5
min a temperatura ambiente, seguido se le afiadi6 0.2 mL de cloroformo, se agito
durante 15 s y se dejé reposar durante 15 min a temperatura ambiente. Pasado éste
tiempo se centrifugd a 12,000 g durante 15 min a 2°C y se formaron tres fases, la cual
se tom¢ la fase acuosa superior incolora (ésta fase contiene el ARN). Se le afiadi6é 0.5
mL de 2-propanol, se homogenizé, se dejo reposar durante 10 min y se centrifugo
nuevamente a 12,000 g durante 10 min a 2°C (el precipitado de ARN se forma en la
parte inferior del tubo). Seguido se decant6 y se lavo con 1 mL de etanol al 75 %, se
centrifugd a 7,500 g durante 5 min a 2°C. Finalmente se decant6 y se dejo secar el
sedimento de ARN al aire libre, una vez seco sele afiadiéo 20 pyL de agua inyectable

pisa y el ARN fue cuantificado por medio de un equipo NanoDrop.

Una vez cuantificado el ARN se realizd la sintesis de la primera cadena (ADNCc)
utilizando el kit Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR y utilizando como

cebadores las colas poli A.
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6.20 Niveles de transcripcion de los genes de virulencia de E. coli O157:H7 por
gRT-PCR.

Los niveles relativos de transcripcion de los genes de virulencia (Stx1A, Stx2A, EAE,
Hlye) a los genes de referencia (housekeeping: ecid y ecgpi) se midieron a través de
gRT-PCR usando el equipo de StepOne ™ de 48 pozos. Se utiliz6 el cDNA obtenido
en el apartado 5.19y el Syber Green master mix (Como detector). Las condiciones en
el quipo fueron: 95 °C durante 10 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 15 s
(desnaturalizacion), 60°C durante 1 min (alineamiento) y 72 °C durante 30 s
(extension). Seguido de una curva de fusion, para verificar que el producto amplificado
corresponda a una sola amplificaciéon de acuerdo a la temperatura de fusion especifica
(Tm). El analisis de la curva de fusidon consistié en una etapa de desnaturalizacion a
95°C durante 15 segundos, se redujo a 60 ° C durante 1 min, seguido de 40 ciclos de
incubacién en los que la temperatura se incrementa a 95 ° C durante 15 s y se
obtuvieron valores de Ct. Cada muestra se probd con cuatro repeticiones y los niveles
de transcripcion relativa de estos genes de virulencia se calcularon usando el método
2-AAC; (Livak y Schmittgen, 2001).
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Capitulo 7 Resultados y discusion.

7.1 Cuantificacion de los extractos de la miel de Melipona beecheii.

El extracto proteico (EP) de la miel de Melipona beecheii se obtuvo a una
concentracion de 2.7 pg de proteina/pL extracto, equivalente a 101.25 mg de
proteina/100g de miel. El extracto proteico obtenido de la miel de Melipona beecheii
proveniente del municipio de Mani, Yucatan, en relacion a otras mieles de esta misma
especie presenta poca variabilidad, aun cuando son de diferentes regiones y de
diferentes fuentes botanicas. Ramon (2012) obtuvo una concentracion de proteina de
la miel de Melipona beecheii proveniente del estado de Campeche con 3.0 pg/uL y
3.19 pg/uL de proteina total de la miel del estado de Chiapas. Aunque se sabe
relativamente poco sobre el contenido proteico de la miel de Melipona beecheii algunos
autores como Lurlina y Fritz (2005) refieren que el contenido de proteina de la miel de
Melipona es generalmente alrededor de 0.3%, Chua et al (2013) indican que el
contenido presente en la miel se encuentran en cantidades minimas de
aproximadamente 0.1 a 0.5 %, De Almeida-Muradian et al (2013) obtuvieron 0.28 y
0.01% de proteina de la miel de Melipona subnitida provenientes de dos regiones
diferentes de Brasil. Lo que podria indicar que el método de cuantificacion y extraccion
fueron correctos, ya que la cantidad proteica en la miel del género Melipona es muy

bajo.
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Tabla 7. 1 Cuantificacion de los extractos fendlicos de la miel de Melipona beecheii.

Referencia Mg EAG/UL extracto  mg EAG/100 g de miel
Ferreres et al., 1994 133 66.6
Zehra Can et al., 2015 51 34

Para el caso del contenido fendlico de la miel de Melipona. Se utilizaron dos métodos
diferentes de extraccién. EI método propuesto por Ferreres et al., 1994 se obtuvo un
extracto con concentracion de 133 ug EAG/UL de extracto, mientras que el método
propuesto por Zehra Can et al., 2015 tuvo una concentracién de 5.1 pg EAG/uL
extracto. Esta baja concentracién se debe a que en este ultimo método propuesto se
utiliza menos miel, pero si lo comparamos estos dos métodos propuesto por cada 100
g de miel, como se observa en la Tabla 7.1 resulté el método propuesto de Ferreres el
mas eficiente, ya que se obtiene un rendimiento de 1.95 veces mas de compuestos
fendlicos. Por otro lado comparando éstos extractos fendlicos obtenidos en este
trabajo con los extractos de origen fendlico de mieles provenientes de diferentes
paises y de diferentes especies de abejas sin aguijon tal como Melipona compressipes
compressipes, Melipona favosa favosa, Melipona merrillae seminigra, incluyendo a la
Melipona beecheii se encuentran en el rango, ya que reportan concentraciones de 17
a 100 mg EAG/100 g de miel. No solo hay variacién en las mieles de la especie
melipona, sino también en mieles de abeja con aguijon (Apis mellifera) provenientes
de regiones geograficas diferentes como se observa en la Tabla 7.2 segun Almeida-
Da Silva et al., 2013 afirma que estas variaciones en la concentracion de los
compuestos fendlicos en la miel se deben al tipo de fuentes botanicas, ya que, gran

parte de este contenido proviene del polen de las flores.
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Tabla 7. 2 Concentracion de compuestos fenolicos totales en miel de distintos origenes.

Tetragonisca 41.8 - 44 Vattuone et al.,
angustula fiebrigi 2007

Plebeia wittmanni  28.3- 32.1

Apis melifera 15.13 -82.49 Giorgi et al., 2011
Melipona 40 De Sousa et al
subnitida 2012

Melipona 17-66 da Silva et al.,
seminigra 2013

merrillae

Melipona 100 Vit et al., 1997
compressipes

compressipes

Melipona favosa  28.2- 79.5

favosa
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México Apis mellifera 94.6 Martinez, 2012
Melipona 51.53
beecheii

7.2 Determinacion del perfil proteico de la miel de Melipona beecheii.

El perfil proteico de la miel de Melipona beecheii mostr6 7 bandas definidas de
diferentes pesos moleculares aproximadamente de 95, 55.4, 49.7, 25.3, 14.6, 11.6 y
7.6 kDa respectivamente como se observa en la Figura 7.1, indicando que el método
de extraccion usado fue el adecuado, ademas éste resultado concuerda con lo
reportado por Ramon (2012), donde reporta 7 bandas nitidas en la miel de Melipona

beecheii.

Figura 7. 1 Perfil proteico de miel de Melipona beecheii en un gel desnaturalizante al 12% de

poliacrilamida.
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En el perfil proteico se pueden observar bandas de bajo peso molecular, lo que podria
tratarse de péptidos antimicrobianos, ya que hay estudios realizados como por
ejemplo: Kamakura (2001) reportan péptidos de bajo peso molecular con actividad
antimicrobiana; Hancok (2007) reportan péptidos aislados del aparato digestivo de la
abeja presentan actividad antimicrobiana y Kwakman (2010) reporto la presencia de
una defensina-1, un péptido de un peso molecular de 5 kDa con actividad

antimicrobiana contra gram positivas aislada de una miel medicinal.

Otros autores como Valachova et al (2016) reportaron que la actividad antimicrobiana
de diferentes miles liquidas y cristalizadas de fuentes monoflorales y poliflorales
mostré una correlacion dependiente de la concentracion con la produccion de
defensina-1. Por otro lado Brudzynski y Sjaarda (2015) reportaron un perfil
electroforético de fracciones aisladas de glicoproteinas por cromatografia de afinidad
e identificaron bandas de 61 y 29 kDa, siendo ésta ultima la mas abundante. La
primera banda tuvo una correlacién de identidad con la proteina Major Royal Jelly
Protein 1 (MRJP1) proveniente de la Jalea Real de Apis mellifera y la segunda banda
era un fragmento de la MRJP1. La Actividad antibacteriana de las glicoproteinas se

correlacion6 directamente con la actividad de la miel.

En éste estudio las bandas de 7.6, 25.3 y 55.4 kDa, posiblemente sean proteinas y/o
péptidos a lo reportado con actividad antimicrobiana, ya que otros autores reportan
que el contenido proteico se encuentra estrechamente relacionado con la actividad

antibacteriana de la miel de Melipona beecheii.

7.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana por el método de difusion en
disco.

En la determinacion de la actividad antimicrobiana por el método de difusion en disco,
en la Figura 7.2 se observo halos de inhibicion con bordes nitidos, el cual nos mostro
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el efecto antibacteriano de la miel de abeja Melipona beecheii frente a E. coli ATCC
25922 en un periodo de incubacion de 24 h. También se observéo que a mayor
porcentaje de miel se obtenia un mayor efecto antimicrobiano, debido a que los halos
aumentaron conforme al aumentar el porcentaje de miel. El extracto proteico (EP)
también mostrd halos de inhibiciébn con bordes nitidos, a diferencia que estos fueron
uniformes frente a E. coli ATCC 25922 en 24 h de incubacion. Esto posiblemente se
deba a que en EP, las proteinas presentes en la miel se encuentran en mayor
concentracion, como se puede observar en la Figura 7.2 que con pocos microgramos

de este extracto fueron suficientes para inhibir el crecimiento de E. coli ATCC 25922.

Para el caso del extracto fendlicos extraido con el método propuesto por Zehra Can,
éste no presento tener actividad antimicrobiana contra la cepa E. coli O157:H7 (Anexo
1), por lo que se descarto éste extracto fendlico para seguir con la investigacion y el
otro extracto fendlico extraido por el método de Ferreres (EF) como se observa en la
Figura 7.2 mostro halos nitidos y uniformes frente a E. coli ATCC 25922 en un periodo
de incubacion de 24 h, por lo que se optd en utilizar éste extracto fendlico para los

estudios posteriores.

EL extracto fendlico (EF) al igual que el extracto proteico (EP) no presentaron halos
mayores de inhibicion al aumentar las cantidades del extracto fendlico, indicando que
las cantidades evaluadas al aumentarlas son independientes al halo de inhibicion que
presentan, pero el halo de 80 pg del extracto fendlico fue mayor en comparacion con
el halo de 80 ug del extracto proteico, indicando que el extracto fenélico posee otro u

otros compuestos bioactivos diferente al extracto proteico.

La miel y ambos extractos mostraron tener mayor actividad antimicrobiana en
comparacion con la ampicilina (A), debido a que se observdé un menor halo de
inhibicion. Se utilizd6 como controles negativos (C) agua en la caja de miel; buffer de
fosfatos en la caja del extracto proteico; metanol en la caja del extracto proteico. Se
usaron estos controles debido a que cada uno de éstos estaba suspendido en esos
solventes, siendo el control metanol el que Unico que mostro inhibir el crecimiento de

E. coli ATCC 25922, debido a que este es toxico para las células. A las 48 h de
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incubacion en el halo de metanol se observd crecimiento de colonias de E. coli,
diferencia que no presentd los halos del extracto fendlico. Indicando que son los

compuestos fendlicos los responsables de la actividad antimicrobiana y no el metanol.

Existen pocos reportes donde se evalla la actividad antimicrobiana de la miel de
Melipona becheii contra de E. coli ATCC 25922. Chan-Rodriguez (2012) reportd que
con 80% de miel inhibié el crecimiento de esta misma bacteria. Temaru et al (2007)
reporta que ésta miel presenta actividad antimicrobiana contra E. coli ATCC 25922.
También existen reportes de inhibicion contra esta cepa con distintas mieles
procedentes de distinta flora pero son producidas por Apis mellifera, como los datos
obtenidos por Cooper et al., (1999). Schneider et al (2013) inform6 la actividad
antimicrobiana de una miel de Escocia, llamado miel de Portobello. Miel producida por
la abeja Apis mellifera en un huerto de manzanas en Portobello, Edimburgo, Escocia.
Esta miel de Escocia presento tener actividad contra E. coli en concentraciones de 50
a 70 % de miel. Carnwath et al (2014) reporto las actividades antimicrobianas de miles
de grado médico y mieles de Manuka en concentraciones de 2 al 16 % contra S.

aureus, E. coli, P. aeruginosa y Acinetobacter baumannii.

Extracto Proteico Extracto Fendlico

Figura 7. 2 Actividad antimicrobiana contra E. coli ATCC 25922. A (ampicilina 30 pg) C

(control negativo).
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Extracto Proteico Extracto Fendlico

Figura 7. 3 Actividad antimicrobiana contra E. coliO157:H7. A (ampicilina) C (control negativo).

De igual manera se evalué la actividad antimicrobiana contra la E. coli O157:H7, la
cual la miel de Melipona becheii asi como los extractos proteicos y fenolicos mostraron
halos de inhibicién nitidos y definidos a las 24 h de incubacion contra ésta cepa
enterohemorrdgica, mostrando de igual manera su efecto antimicrobiano como se
observa en la Figura 7.3. La miel de Melipona contra la cepa enterohemorragica al
igual que la ATCC al aumentar el porcentaje de miel se observaron halos mayores de
inhibicién de crecimiento, pero siendo mas nitidos y un poco mas grandes los de la
0157:H7. Para el caso de los extractos proteico y fendlico contra E. coli O157:H7 su
efecto de los halos de inhibicion fue semejante a los de E.coli ATCC 25922 a diferencia
con 80 ug del extracto proteico el que mostré un halo menor de inhibiciéon contra la

cepa enterohemorragica.

También se puede observar en la Figura 7.3 los halos de inhibicion de ampicilina contra
la E. coli O157:H7 son mayores en comparacion a la ATCC. Esta variacion
posiblemente sea debido a que el serotipo O157:H7 ha adquirido genes de virulencia
y este cambio haya alterado algin mecanismo de defensa dejandola un poco mas

vulnerable a ciertos ataques de agentes antimicrobianos. Los controles negativos son
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los mismos al igual con la actividad antimicrobiana de la E. coli ATCC. Hasta la fecha
no hay trabajos que indiquen el efecto antimicrobiano de la miel de Melipona beecheii
contra la E. coli O157:H7, pero hay trabajos donde reportan otros tipos de mieles que
presentan actividad antimicrobiana contra E. coli O157:H7 como por ejemplo: Zamora
et al (2011) reportd una miel de Melipona (no especifica la especie) tanto pura como
diluida presentd actividad frente a éste serotipo de E. coli; Badawy et al., 2004
reportaron halos de inhibicion de crecimiento con 5, 10 7 20 % de miel de trébol en
Egipto contra E. coli O157:H7 y Taormina (2001) reporté una miel monofloral que

posee actividad antimicrobiana contra E. coli O157:H7.

Para los extractos proteicos y fendlicos se han comprobado que estos si presentan
actividad antimicrobiana contra E. coli ATCC 25922. Ramon (2012) y Martinez (2012)
respectivamente reportaron que los extractos poseen actividad contra esta cepa de
coleccion. Pero no hay reportes que demuestran que estos extractos tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento de E. coli O157:H7. Debido a que no hay trabajos
gue reporten la actividad antimicrobiana de la miel de Melipona beecheii asi como sus
extractos proteicos y fendlicos contra el serotipo O157:H7, siendo este el primer trabajo
en reportar que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de la cepa hemorragica

de E.coli.

7.4 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de la miel de
Melipona beecheii y de los extractos proteicos y fendélicos contra E. coli
0O157:H7 y E. coli ATCC 25922.

Fue posible determinar la CMI, siendo esta la cantidad necesaria para inhibir el
crecimiento de estas dos cepas de E. coli. En la Figura 7.4 podemos observar que con
solo el 17% de miel se logro inhibir el crecimiento de E. coli O157:H7, pero para inhibir
a E. coli ATCC se requiri6 de mas porcentaje con un 19%. Este efecto se repitié con

el extracto proteico ya que para inhibir el crecimiento de la O157:H7 se requiri6 menos
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cantidad del extracto proteico con 55 pug comparada con la ATCC el cual requirié 70
Hg para inhibir el crecimiento de la ATCC. Efecto contrario sucedié con el extracto
fendlico, necesitando 180 pg para inhibir el crecimiento de E. coli O157:H7 en
comparacion con la ATCC 25922 que requirié sélo 160 pg del extracto fendlico. Estas
variaciones entre los extractos posiblemente se deban a que cada uno posee diferente
tipo de mecanismo de accion, siendo mas susceptibles ambas cepas al extracto
proteico de la miel, debido a que se requiri6 de una menor concentracion para inhibir

sSu crecimiento.
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O157:H7 ATCC 25922 O157:H7 ATCC 25922 O157:H7 ATCC 25922

Figura 7. 4 Concentraciones minimas inhibitorias de la miel, extracto proteico y fendlico para
la E. coli O157:H7 y E. coli ATCC 25922.

Es notable observar el bajo porcentaje de miel que se requiere para inhibir los
crecimientos de las bacterias. Comparando estos resultados con otros trabajos
observamos que hay variaciones en la CMI de miel contra otros trabajos reportados
como por ejemplo: Dardon y Enriquez (2008) reportaron la CMI de miel Melipona
beecheii fue de 5% contra E. coli; Chan (2012) reporté el mismo porcentaje de miel
para CMI de miel contra E. coli H12K06 de un aislado clinico y 15% de miel para E.

coli ATCC 25922 siendo esta ultima muy similar al CMI reportado en este trabajo. De
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igual manera existen diversos trabajos donde reportaron la CMI de otras mieles de
diferente especies de abeja y de diferentes paises y se pudo apreciar que existen
variaciones en la CMI. Por ejemplo Andualem en el 2013 reporté 12.5% CMI de miel
de abeja Apis mellipodae, una abeja sin aguijon contra E. coli ATCC 25922 y de igual
manera esta miel inhibi6é otras bacterias Gram-negativas; en otro estudio Pimentel et
al.,, 2013 recolectaron 18 muestras de miel de abeja sin aguijon Melipona
compressipes manaosensis en Manaus, Amazonas Yy Brasil, las cuales presentaron
tener actividad antimicrobiana contra E. coli, S. aureus, Proteus vulgaris y Klebsiella,
y se demostré6 que la miel recogida durante la temporada de lluvias inhibi6 el
crecimiento de E. coli s6lo en forma pura (no diluida), mientras que la miel en el periodo
de sequia inhibié el crecimiento de E. coli, S. aureus y otra gama de microorganismos
a concentraciones mucho mas diluidas. Estos resultados muestran claramente la
influencia de la estacionalidad sobre la actividad antibacteriana que pueda presentar
la miel. Factores derivados de las plantas o factores entomoldgicos como la salud de
las colonias de abejas puede también verse afectada por las estaciones, con
consecuencias a la actividad antimicrobiana de la miel producida (McLoone et al.,
2015). Y es por ello a que hubo variacion en la CMI obtenida en este trabajo comparado

con otros autores.

Con respecto a las CMI’s de los extractos, Ramon (2012) reporté 54ug de proteina de
miel de Melipona beecheii para E.coli ATCC 25922 y Martinez (2012) reportd 100 pg

de extracto fendlico de miel para como CMI para esta misma cepa ATCC.

Para el caso de E. coli O157:H7 existen CMI de otras mieles contra este serotipo. Por
ejemplo: Badawy et al (2004) report6 la CMI de la miel de Egyptian clover fue de 100
mg/mL; Abd El Moez et al (2013) reporto la CMI de una miel de flor de algodén en
Egipto fue de 3.125 pg/mL. Hoy en dia no existen reportes de las concentraciones
minimas inhibitorias de la miel de Melipona beecheii, asi como de los extractos
proteicos y fendlicos contra E. coli O157:H7, siendo este el primer trabajo en

reportarlo.
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7.5 Evaluacion de la actividad hemolitica de E. coli O157:H7 en presencia de la
miel, extracto proteico y fendlico.

Al evaluar la actividad hemolitica de la E. coli O157:H7 en presencia de miel de
Melipona beecheii, ésta mostré disminuir en un 94.3 % la actividad hemolitica de E.
coli O157:H7 como se muestra en la Figura 7.5 la reduccion de dicha actividad por
parte de la miel de Melipona, le otorga un plus a este alimento, debido a que este
producto de la colmena no sélo posee la capacidad de inhibir el crecimiento de este
peligroso patégeno sino que ademas puede reducir la capacidad de lisar a los
eritrocitos de manera que la miel o algin compuesto de la miel interfiere con uno de
los mecanismos de patogenicidad de esta bacteria, inhibiendo la accion de la

hemolisina.
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Figura 7. 5 Actividad hemolitica de E. coli 0157:H7 y E. coli ATCC 25922 en presencia de miel

de Melipona beecheii.

Por otro lado al medir la actividad hemolitica de la miel Gnicamente, esta Ultima no

presentd actividad alguna, garantizando que la miel es inocua, lo cual es un requisito
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para ser considerada como un tratamiento alternativo para el combate contra este
patdgeno. En Figura 7.5 también se observo que la miel de Melipona beecheii posee
el mismo efecto contra la E.coli ATCC 25922 disminuyendo su actividad hemolitica del
2.1% a un 0.9%. Tomando en cuenta que esta cepa no posee el plasmido pO157, y
en teoria no posee el mecanismo para lisar a este tipo de células (glébulos rojos), se
puede sugerir que la miel de Melipona o algin compuesto bioactivo de ésta, podria
estar protegiendo a los glébulos rojos de una lisis enzimatica o mecanica, ya que
Manukumar y Umesha (2015) han reportado unas mieles locales de la India inhibi6 el
dafio de la membrana de los eritrocitos, la cual la hemdlisis fueron inducidas por calor
y por una solucion hipotonica. El dafio inducido por la soluciéon hipoténica fue inhibida
por la muestra acuosa de miel en un orden ascendente que varié de 8.25% a 97.76%
de proteccion a 10-50 mg/mL y en la hemdlisis inducida por calor mostré su propiedad
protectora la solucion acuosa de miel durante condiciones de estrés externo de 0.44%
a21.23%al0a50mg/ mL.
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Figura 7. 6 Actividad hemolitica de E. coli O157:H7 en presencia del extracto proteico de miel

de Melipona beecheii.

Debido al porcentaje de hemdlisis de la E. coli ATCC es significativamente bajo y esta

no tiene la capacidad de lisar este tipo de células se evaluaron los extractos proteicos
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y fendlicos sélo con la cepa hemorragica. En la Figura 7.6 se observo que el extracto
proteico disminuye la hemolisis un 98.5%, un poco mas que la miel y el extracto por si
solo no mostré actividad hemolitica, lo que nos indica que el extracto proteico es
inocuo, indicando que las proteinas de la miel de Melipona beecheii tienen un efecto

antihemolitico.

En la figura 7.7 se evalud la actividad hemolitica en presencia del extracto fendlico y
se observa que también al igual que el extracto proteico, en presencia de éste
disminuyo su actividad en un 96.9%. El metanol por si solo present6 8.5% de hemdlisis
y el extracto fendlico por si solo presentd 0.47%, lo que nos indica que el metanol es
toxico para las células sanguineas pero en presencia de los compuestos fendlicos de
la miel los protegen de alguna manera, evitando que sean lisados. Para corroborar que
fueron los compuestos fendlicos de la miel los que estan relacionados con la
disminucién de la actividad hemolitica, se evalu6 metanol usando como principio el
mismo volumen en el tratamiento en vez de la presencia del extracto fendlico,
obteniendo un porcentaje de hemolisis de 79.9%. Aunque hay un reduccion de
porcentaje de hemodlisis esto nos indica que el metanol es téxico tanto para los dos
tipos de células (sanguineas y bacterianas), pero ésta no es suficiente para lisar a
todos los glébulos rojos ni a las células bacterianas, garantizando que son los
compuestos fendlicos que disminuyeron la actividad hemolitica y no fue por muerte de
la bacteria a causa del metanol. Los compuestos fendlicos también juegan un papel
antihemolitico al igual de las proteinas, indicando que esos son los responsables de
dicho efecto, interfiriendo con la capacidad de la E. coli O157:H7 para adquirir hierro,
ya que es esencial para muchos procesos metabdlicos. Faltaria hacer mas estudios
para determinar sus posibles mecanismos de accién de éstos compuestos bioactivos

de la miel sobre el efecto antihemolitico que presentan.
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Figura 7. 7 Actividad hemolitica de E. coli O157:H7 en presencia del extracto fendlico de miel
de Melipona beecheii.

7.6 Visualizacion de las hemoélisis por SEM

Al evaluar la actividad hemolitica y al observar una disminucién de la actividad en
presencia de la miel y de los extractos se realizd una observacion por microscopia
electronica de barrido para ver el estado en el que se encontraban los globulos rojos
después del tratamiento. En la Figura 7.8 A se observd como la hemolisina producida
por E. coli 0157:H7 produce protuberancias en la pared celular en los glébulos rojos,
deformandolos llevando a la lisis celular, librando el grupo hemo, dando el color rojo
caracteristico de la hemolisis, corroborando con el dado obtenido del 100% de
hemolisis. En la Figura 7.8 B se observd que en presencia de la miel reducen las
protuberancias provocadas por la bacteria, evitando la deformacion de la pared celular
de los globulos y ocurre una aglomeracion de los mismos, éste resultado muestra el

efecto protector que tiene la miel hacia este tipo de células sanguineas.
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Figura 7. 8 Actividad hemolitica de E. coli O157:H7 visualizados por SEM. A) Hemolisis
0157:H7, B) Tratamiento con miel, C) Tratamiento con el extracto proteico y D) Tratamiento
con el extracto fendlico).

En la Figura 7.8.C se observo que las proteinas de la miel reducen la formacion de las
protuberancias de las paredes celulares de los glébulos rojos y también se observé
gue las proteinas aglomeran a los glébulos rojos protegiéndolos del ataque bacteriano,
aungue en otro trabajo reportado por Brudzynski y Sjaarda (2015) indican que una
fraccion de glicoproteina rica en manosa causan un gran dafio a la membrana de las
células bacterianas que a los eritrocitos y tienen un efecto poco aglutinante en globulos
rojos en murinos, pero un efecto mayor aglutinante y en bacterias B. subtilis (Gram +)
y E. coli (Gram -). Caso contrario ocurrio en este estudio ya que las proteinas de la
miel de Melipona beecheii disminuyeron las protuberancias provocadas por la E. coli

0157:H7 en la pared celular de los eritrocitos de humanos, pero si concuerda con la
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aglutinacion de los mismo. Esto posiblemente se deba a que en el trabajo hecho por
Brudzynski y Sjaarda son sélo de una fraccion de glicoproteinas ricas en manosa,
ademas es de otra especie de abeja y en este trabajo es un extracto de un conjunto
de diversa naturaleza proteica. Posiblemente haya otros tipos de proteinas que tengan
afinidad hacia otros compuesto patégenos secretados por las bacterias como la
hemolisina, lo que da la baja actividad hemolitica y la disminucion de las

protuberancias.

De igual manera ocurre el mismo efecto con el extracto fendlico como se observa en
la Figura 7.8.D posiblemente éstos compuestos fendlicos tengan otro u otros
mecanismos de accion diferentes o semejantes a las proteinas. Por ejemplo que
interaccionen con la hemolisina, oxidandola, provocando cambios en su estructura lo
gue provoque su inactividad. Otra propuesta es que los compuestos fendlicos de la
miel se adhieran a la pared celular de los glébulos promoviendo la aglomeracion, y por
impedimentos estérico la hemolisina no pueda actuar hacia la pared celular de los
glébulos rojos, ya que existen reportes de compuestos de naturaleza fendlica, que han
demostrado poseer un efecto protector hacia los eritrocitos, interactuando con la
membrana de los eritrocitos, evitando la Per oxidacion lipidica (Alvarez et al., 2012),
Por otro lado Seong (2010) menciona la aglomeracion de eritrocitos humanos en

presencia de ciertos agentes catidnicos.

Otros autores han reportado la identificacién de algunos compuestos fendlicos en la
miel con propiedades terapéuticas y antimicrobianas como por ejemplo; Boanerges de
Queiro et al (2013) identificaron en la miel de Melipona compressipes manaosensis la
rutina, un flavonoide glucosidico, este presenta varias propiedades terapéuticas
asociadas con la mejoria de sintomas relacionados con la insuficiencia linfatico , vasos
sanguineos, enfermedades hemorragicas, hipertension y antioxidante, también este
flavonoide se ha informado que se encuentra presente en la miel producida por la
abejas Apis sp; Isla et al (2011) encontré pinocembrina en miles del noroeste de
Argentina y presentaba efecto inhibitorio contra S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa,

K. pneumoniae y M. morganii; Tenore et al (2012) detecto también pinocembrina en
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diferentes muestras de miel monoflorales de Italia; Kemjeric et al (2007) encontraron
apigenina en muestras de miel en Croacia y Makevi et al (2009) lo encontraron en
muestras de mieles de diferente origen botanico de diferentes regiones de Sudan;
Weston et al (2000) encontraron sirangato de melito en miel de Manuka, el cual es el
principal constituyente de la fraccion fendlica de la miel de Manuka.y presenta actividad
antibacteriana. Estos compuestos fendlicos posiblemente se encuentren en la miel de
Melipona beecheii u otros compuestos aun no identificados sean los compuestos
bioactivos de origen fendlico los que le den la propiedad de actuar como agentes
antimicrobianos y ya sea que uno o varios compuestos fendlicos tengan un efecto anti
hemolitico o protector hacia los glébulos rojos como se parecia en las pruebas de

hemodlisis y la visualizacion por SEM después de la hemdlisis.

7.7. Curvas de letalidad de E. coli O157:H7 en presencia de lamiel y de los
extractos proteicos y fendlicos.

En la Figura 7.9.A se observan las diferentes cinéticas de crecimiento de E. coli
0157:H7. De color rojo es la cinética de crecimiento normal de la bacteria sin la
presencia de ningun agente antimicrobiano (control), de color verde y morado las
cinéticas de crecimiento en presencia del extracto proteico (EP) a las concentraciones
1x y 2x la CMI respectivamente (lo que equivale a 55y 110 ug/mL del EP) y de color
amarrillo y azul las cinéticas de crecimiento de en presencia de la Ampicilina 1x y 2x
respectivamente. Para esta prueba se determin6 que la CMI de la Ampicilina contra E.
coli O157:H7, fue de 35 pg/mL. La bacteria al estar con el extracto proteico 1x CMI se
observé que hay una disminucion de absorbancia a la primera hora de incubacion, la
cual va aumentando con el tiempo pero debajo del crecimiento normal, después de las
6h la absorbancia empieza a decrecer y al usar el doble (2x) de la CMI observamos
gue hay una relacion dependiente con la inhibiciébn de crecimiento y la concentracion

del EP, debido a que la las absorbancias fueron menores que las de 1x. Si
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comparamos las cinéticas de letalidad del EP se asemejan con las cinéticas de la
ampicilina. Pero con un mayor efecto inhibitorio, lo que nos indica que posiblemente
tiene un mecanismo de accion de inhibicion en la biosintesis de la pared celular

bacteriana el EP.

Al hacer la resiembra en medio LB-agar después de cada hora de las cinéticas de
letalidad y contar las células viables observamos que se inicié con una concentracion
de 1x10” UFC/mL y fue aumentando con el tiempo, pero en la presencia de 1x CMI
E.P disminuye hasta 1x10® UFC/mL en la primera hora, después se mantiene casi
constante en las siguientes 4 horas hasta disminuir a una a 1x102 UFC/mL a las 7 h,
como se observa en la Figura 7.9 B, teniendo una mayor efecto de disminucion de
células viales con 2x CMI del E.P , lo cual acaba por completo con la E. coli 0157:H7
a las 5 h. Esto sugiere que los dafios estructurales inducidos por las proteinas de la
miel a la pared celular son irreparables, llevando a la muerte celular y ademas esta
bacteria es mas susceptible a las proteinas de la miel de Melipona beecheii que a la
ampicilina (usando 1x y 2x) .Estos resultados nos garantizan que el EP no sélo inhibe
en crecimiento de esta cepa, sino que tiene la capacidad de lisarla, temiendo el

extracto proteico un efecto bactericida contra este serotipo de E.coli.
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Figura 7. 9 A) Cinéticas de letalidad de E. coli 0157:H7 expuesto con 1xy 2x CMI del extracto
proteico de la miel de Melipona beecheii (EP), 1x y 2x CMI de ampicilina (Amp). B) Cinéticas
de muerte de E. coli O157:H7 a partir las células viables (UFC/mL) después de estar

expuestas al EP y Amp.

Aungue no hay reportes de las proteinas de la miel de Melipona beecheii tienen efecto
bactericida contra E. coli 0157:H7, pero hay trabajos donde indican que las proteinas
de la miel producida por ésta abaja es bactericida contra E. coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus (Ramon, 2011), también hay estudios donde glicoproteinas de
la miel de Apis tienen actividad bactericida contra E. coli ATCC 14948 usando 1x la
CMI (13.8 pg/mL) debido a que no se encontraron células sobrevivientes utilizando la
resiembra en placas y al usar 0.5x CMI redujo el crecimiento solo en un 50% durante
los primeros 15 minutos, aunque después de ese tiempo, se observé una disminucién
constante en las tasas de crecimiento, alcanzando finalmente 80% (Brudzynski y
Sjaarda, 2015)
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En la Figura 7.10 A se observan las cinéticas de letalidad de E. coli O157:H7 en
presencia de 1x y 2x CMI del extracto fendlico (EF), de color verde y morado
respectivamente (lo que equivale a 180 y 360 pg/mL del EF). Estas cinéticas nos
mostraron que al estar la bacteria en presencia de los compuestos fendlicos de la miel
no permite el crecimiento de la misma, por lo que indica la baja absorbancia de casi
cero en la primera hora de incubacién la cual continda hasta inhibirla completamente.
Podemos observar que no hubo una relacion de inhibicién al duplicar la CMI del EF.
También se pudo observar que las cinéticas de letalidad del EF no se asemejan con
las cinéticas de letalidad de la ampicilina, indicando posiblemente que los compuestos
fendlicos de la miel poseen otro u otros mecanismos de accion diferente a la ampicilina,
siendo también diferente al de las proteinas. Como perspectivas para elucidar el
mecanismo de accién de las proteinas y los compuestos fendlicos de la miel de
Melipona beecheii es realizar mas cinéticas de letalidad con antibioticos de diferentes

mecanismos de accion.

Al analizar el conteo de células viables (UFC/mL) de la cinética de letalidad con el 1x
y 2x CMI del EF, éstas disminuyen de una concentracion inicial de 1x107 UFC/mL a
1x10% y a 3x10° UFC/mL respectivamente en la primera hora, ambas continGan
disminuyendo con el tiempo las células viables pero habiendo un mayor efecto en 2x
CMI del E.F, ya que liso completamente las células bacterinas a las 4h de incubacion
como se observa en la Figura 7.10 B, también se observé que con 1x CMI del EF
disminuye un poco mas las células viables a las 6 h con 1x10%? UFC/mL en comparacion

de con 1x y 2x CMI de ampicilina que tuvo 1x10% UFC/mL.

El extracto fendlico también tuvo un efecto bactericida al igual que el extracto proteico,
pero con un posible mecanismo de accion diferente al de la ampicilina contra E. coli
O157:H7.
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Figura 7. 10 A) Cinéticas de letalidad de E. coli 0157:H7 expuesto con 1x y 2x CMI del extracto
fendlico de la miel de Melipona beecheii (E.F). B) Cinéticas de muerte de E. coli 0157:H7 a

partir de las células viables (UFC/mL) después de estar expuesta con E.F y Amp.

En la Figura 7.11.A se observa las cinéticas de letalidad de E. coli O157:H7 en
presencia de 1x y 2x CMI de miel lo que equivale a 17 y 34 % (v/iv) de miel
respectivamente. Las absorbancias medidas en cada hora fueron de cero en todo el
tiempo del tratamiento y presenta las cinéticas de letalidad de miel un perfil muy
semejante a las cinéticas de letalidad del EF. Esto posiblemente se debe que en miel
de Melipona beecheii hay una mayor concentracion de compuestos fendlicos (133 ug
EAG/uL de EF) que de proteina (2.7 pg/pL EP), estos tengan un mayor efecto en la
letalidad del microorganismo patégeno o también como la miel es un mezcla de
diversos compuestos estos estén actuando en sinergismo y por eso se observa una

inhibicion completa en presencia de ésta.
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Figura 7. 11 A) Cinéticas de letalidad E.coli O157:H7 medido por densidad Optica
expuesto con 1x y 2x CMI de miel de Melipona beecheii. B) Cinéticas de muerte de E.coli
0157:H7 medidas por las células viables (UFC/mL) después de estar expuesta con 1x y

2x CMI de miel de Melipona beecheii.

El conteo de células viables (UFC/mL) muestran disminucion de células viables con
respecto al tiempo después de haber estado en presencia de la miel como se observa
en la Figura 7.11B aunque no fue suficiente para acabar con toda la carga microbiana
a las 6 h si fue suficiente para lisar la gran mayoria de células, debido a los compuestos
bioactivos de la miel no tienen la disponibilidad debido a su difusién por la viscosidad
de la miel por lo que no permite que interactien completamente los compuestos
bioactivos con la bacteria. Pero éste resultado indica que utilizando bajos porcentajes
de miel es posible evitar que se desarrolld este patdgeno y la miel presenta tener

actividad bactericida al igual de los extractos proteicos y fendlicos.
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7.8 Validacion de los genes housekeeping y de virulencia de E. coli O157:H7 a
partir de DNA.

Previo a la validacién de los genes en estudio, se procedié a la estandarizacion del
protocolo de extraccion del ADN bacteriano. En la Figura 7.12 se puede observar una
banda definida el cual se realiz6 por cuadriplicado, lo cual nos indica un ADN integro
de E. coli O157:H7. Esto indica que la extraccion se realizé correctamente, debido a

gue no se mostro la presencia de ARN.

Figura 7. 12 Visualizacién del ADN bacteriano de E.coli O157:H7 por electroforesis en gel de

agarosa al 0.8%

Una vez obtenido el ADN molde sea realiz6 la deteccion de los genes housekeeping y
de virulencia. Los 5 genes housekeeping (ECmd, ECpgi, ECid, ECsfs y ECmp)
amplificaron en las pares de bases esperados como se muestra en la Figura 7.13. El
gen ECsfs fue especifico a todas las temperaturas evaluadas; Los genes ECmd y
ECpgi fueron especificos a 61 y 65°C; el gen ECmp fue especifico a las temperaturas

de 49y 61°C, y para el gen ECid fue especifico a las temperaturas de 49, 61y 65 °C.

Estos resultados nos indican que los genes housekeeping evaluados se encuentran
dentro del genoma de E.coli, los oligos para PCR de los genes housekeeping fueron
disefiados correctamente y la temperatura especifica de los oligos disefiados para

cada gen, el cual nos dard la pauta para la evaluacion de la expresion de éstos genes
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Figura 7. 13 Validaciéon de la presencia de los genes housekeeping de E. coli 0157:H7 por
electroforesis en geles de agarosa al 0.8%.

De igual manera se validaron la presencia de los genes de virulencia, para los cuales
todos los oligos disefiados para cada gen de virulencia amplificaron a los pares de
bases esperados como se observa en la Figura 7.14. Para el gen EAE fue inespecifico
Unicamente a 45°C porque se observa una banda no tan nitida debajo del amplicon
esperado, para los genes Stx1A y HIyE fueron especificos en todas las temperaturas
evaluadas y para el gen Stx2A fue especifico solamente las temperaturas de 49, 57, y
61°C. Lo cual con este resultado afirmamos que la E. coli enterohemorragica si es del
serotipo O157:H7 ya que posee la capacidad de producir las dos tipos de Toxinas
Shiga el cual se le considera ser el principal factor de virulencia de esta cepa

hemorragica y el plasmido pO157 que codifica a la hemolisina.
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Figura 7. 14 Validacion de la presencia de los genes de virulencia de E. coli O157:H7 por

electroforesis en geles de agarosa al 0.8%.

7.9 Extraccion de ARN de E. coli O157:H7 y validacion de la expresion de los
genes housekeeping y de virulencia de E. coli O157:H7 a partir de cDNA.

Para la evaluacion de la expresion de los genes de virulencia de E. coli O157:H7 por
RT-PCR fue necesario contar con un medio de cultivo donde se expresen los cuatro
genes de virulencia a evaluar de E. coli O157:H7. Es por eso que se cultivd en los
medios B+G y B+S, a ambos se le realizé la extraccion de ARN y se visualizd en un
gel de agarosa al 0.8%. En la Figura 7.15 se observa el ARN bacteriano integro, ya
gue se observaron dos bandas nitidas, caracteristicas del ARNr 23s y 16s y se

encuentra libre de DNA.
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Figura 7. 15 Visualizacion de los dos fragmentos de ARN de E. coli 0157:H7 crecido en los
medios B+G y B+S por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%

Una vez obtenido el ARN limpio e integro se pasé a cDNA, seguido, se realizaron
reacciones de PCR en gradiente de temperatura de 58, 60 y 62°C. En la Figura 7.16
se observa los genes de virulencia Stx1A, Stx2A, EAE y HIyE amplificaron a los 100
pares de bases esperados, lo que indica que el disefio de los oligos para PCR-RT se
realizaron correctamente e igual indica que se esta llevando la transaccion de los
genes de virulencia, lo cual se estan expresando tanto en el medio de cultivo bricela
suplementado con glébulos rojos (B+G) asi como en el suplementado con suero fetal
bovino (B+S), pero no todos los genes de virulencia fueron especificos sus oligos a las
tres temperaturas evaluadas al inducirlos diferentemente. Los oligos disefiado para los
genes EAE, HIyE y Stx1A mostraron ser inespecificos a las temperaturas en el medio
B+G, ya que se observan otros amplicones a parte de los 100 pb esperados, siendo
especificos solamente en el medio B+S. Solo los oligos para el gen Stx2A fueron
especificos a las temperaturas evaluadas en los dos medios suplementados

diferentemente.
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Figura 7. 16 Deteccion de la expresion de gen los genes de virulencia de E. coli O157:H7 a
partir de ADNc crecido en medio de Brucella suplementado con 0.1% de globulos rojos (B+G)
y 10% de suero feral bovino (B+S) por electroforesis en geles de agarosa al 0.8%.

Debido a que los oligos de los cuatro genes de virulencia fueron especificos en el
medio de cultivo B+S, se optd por utilizar este medio, para la expresion de los genes
housekeeping, debido a que todos los genes de virulencia se expresaron en este
medio y fueron especificos a las tres temperaturas evaluadas. En la Figura 7.17 se
observan los genes housekeeping (ECid, ECmd, ECmp, ECsfs y ECpgi) que
amplificaron a las tres temperaturas evaluadas en los 100 pares de bases esperado,
lo cual nos indica que los oligos de RT-PCR de estos genes son especificos a las
temperaturas de 58, 60 y 62°C y se puede trabajar a cualquiera de estas tres

temperatuas para la expresion de los genes por -RT- PCR.
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Figura 7. 17 Deteccion de la expresion de los genes housekeeping de E. coli O157:H7 a partir

de ADNCc crecido en medio B+S.
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7.10 Extraccion y cuantificacion de ARN de E. coli O157:H7 crecido en
concentracion subletal de miel y EP.

El mejor medio de cultivo para inducir los cuatro genes de virulencia y los genes
housekeeping de E. coli O157:H7 fue el medio B+S. Se creci6 la bacteria
enterohomorrdgica en este medio de cultivo en presencia de concentraciones
subletales (1/2, 3/4 y 6/7x CMI) de miel, EP y EF, esto para saber a qué concentracion
se obtenia mas biomasa y obtener una mayor concentracién de ARN para los estudios
de los niveles de expresiéon de los genes de virulencia transcritos después de estar
en tratamiento con la miel, E.P y E.F. Seguido se realizo6 la extraccion de ARN a todas
las muestras y el resultado fue que usando 1/2, 3/4 y 6/7x CMI se obtuvieron buenas
cantidades de biomasa y se visualizdé el ARN en geles de agarosa al 0.8% como se

observa en la Figura 7.18.

Figura 7. 18 Visualizacion de los fragmentos de ARN de E. coli O157H7 crecido en
concentraciones sub-letales de miel y E.P. por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.
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EL ARN extraido crecido en las concentraciones sub-letales de EF fue degradado
(dato no mostrado), por lo que se prosiguio esta parte del estudio en adelante con solo
los ARNs extraidos a partir de los tratamiento con miel y el EP. Se utilizé un ARN
control el cual fue sin ningun tratamiento. Los ARNs obtenidos en las concentraciones
sub-letales de miel y de EP se observan integros, libres de ADN, observando 2

bandas nitidas las cuales son caracteristicas del ARN ribosomal 23s y 16s.

Tabla 7. 3 Cuantificaciéon de ARN de E. coli 0157 con/sin tratamiento de miel y Extracto
proteico (EP).

Concentracion Abs
(ng/pL) 260 /280
Control (sin tratamiento)
780.8 1.95
697.3 1.97

Promedio 739.04 +59
E. coli O157H7 182.2 1.91
6/7x CMI Miel 182 1.91

. Promedio 182.1 +0.14
Con tratamiento

656 1.99
6/7x CMI EP
662.3 1.99

Promedio 659.15 +4.45

+ es la desviacion estandar.

Una vez verificado el ARN extraido se optd por usar el ARN de los tratamientos 6/8x
CMI de ambos tratamientos (miel y E.P) para evaluar los niveles de expresion de los
genes de virulencia, debido a que es una concentracion sub-letal alta para ver el efecto

gue tiene la miel y el E.P y se cuantific6 como se observa en la Tabla 7.3. Se obtuvo
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una concentracion promedio de ARN control de 749.04 ng/uL de acidos nucleicos y
con el tratamiento con miel y extracto proteico se obtuvo una concentracién promedio
de 182.1 y 659.15 ng/pL de acidos nucleidos respectivamente. Indicando que la
extraccion de ARN se obtuvo una alta concentracion de ARN, el cual ademas la
relacion de Abs 260/280 en todas las muestras fueron mayores de 1.8 y menores a 2
lo cual nos indica la pureza de nuestro ARN extraido y ademas es ausente de
contaminantes por ADN y proteinas (Nolan, 2006). Este ARN se pas6 a cDNA con los
cebadores de las colas poli A, seguido el cDNA se diluyé a una relacién 1:125 para
obtener una concentracién aproximada de 100 ng de cDNA y obtener valores de Cr

entre los ciclos ideales entre 20 y 30.

7.11 Amplificaciones de los genes housekeeping y virulencia de E. coli
0157:H7 por gRT-PCR y el Andlisis de las curvas de melting

Los resultados de la amplificacion de los genes ECid, ECpgi, EAE, Stx1A y HIyE por
RT-PCR en presencia de la miel se muestran en la Figura 7.19 A, en la cual se pudo
observar que los genes amplificaron entre los ciclos 20 y 30, indicando que los
resultados obtenidos son adecuados para hacer el analisis en la expresion de los
genes de virulencia en presencia de la miel y de igual manera se observo en presencia

del EP como se muestra en la Figura 7.19 B.
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Figura 7. 19 Figura Amplificacién de los genes ECid, ECpgi, EAE, Stx1A y HIYE por RT-
PCR. A) En presencia de 6/8x CMI de miel. B) En presencia de 6/8x CMI del E.P.

Para verificar que los valores de Ctsean los correctos después de la amplificacion por
RT-PCR para cada uno de los tratamientos de miel y el EP, se analizaron las curvas
de melting para verificar que los genes hayan amplificado un Unico producto en su
temperatura de fusion especifica (Tm). En la Figura 7.20 se observan las curvas de
melting para los genes Stx1A, EAE, ECpgi y ECid, los cuales muestran un unico pico
de amplificacion para cada gen, indicando la especificidad de la reaccion, es decir, que
los amplicones que se formaron son del tamafio esperado. La linea de abajo
corresponde al control negativo, el cual no amplificé, a diferencia del gen HIyE (curvas

de color verde limén y azul claro marcado con una flecha) mostré un pico entre la
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temperatura de 65 a 70 °C en ambos tratamientos, indicando que los oligos para el

gen Hlye no fueron especificos.

Para descartar que los oligos para el gen HIyE no se hayan contaminado, debido a
gue aparece otra elevacion en la curva de melting. Se realizaron dos reacciones de
PCR, en la primera usando los oligos Forward y Reverse y en la segunda reaccion
solo el oligo Forward y se visualizo por electroforesis como se observa en la Figura
7.21 la cual muestra en el carril 1 el gen HIyE amplificd a los 100 pb esperados sin
mostrar otro implicon diferente y el carril 2 no amplificé, el cual nos indica que los oligos
Forward y Reverse para el gen Hemolisina no estan contaminados, aunque fue
especifico para la PCR no lo fue para la RT-PCR debido a que el equipo para esta
altima técnica es mas sensible y una de las desventajas de usar el SBYR Green es
gue puede unirse a cualquier molécula de ADN, incluyendo a dimeros de oligos, lo que
hace que se detectara otra sefial a la esperada o posiblemente haya otra region
parecida muy parecida a otro gen, dando como resultado otro pico (otro amplificacion)
en la curva de melting. Dado lo anterior se descartaron los valores de Cr del gen HIyE

(Hemolisina).
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Figura 7. 20 Curvas de melting.de los genes EAE, Stx1A, HIyE, ECpgi y ECid. A) con/sin
tratamiento 6/7x CMI miel de Melipona beecheii. B) Con/sin tratamiento 6/7x CMI extracto
proteico de la miel de Melipona beecheii.
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Figura 7. 21 Visualizaciéon del gen HIyE por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Carrill-
los oligos Forward y Reverse, Carril 2- Oligo Forward.

77



Capitulo 7 Resultados y discusion

7.12 Evaluacion de los niveles de expresion relativa de los genes de virulencia
de E. coli O157:H7.

Los resultados de la cuantificacion relativa de los genes de virulencia de Stx1A fueron

calculados con el modelo matematico 22#Cr usando los Ctde cada uno de los genes

con/sin tratamiento, estos valores se encentran en los anexos 2, 4, 5,6, 7,8y 9.

En la Figura 7.22.A observamos que al estar E. coli 0157:H7 en presencia de la miel

(6/7x CMI), sufre cambios en los niveles de ARNm transcritos de los genes EAE y

Stx1A, ya que ambos disminuyeron hasta 0.3 veces menos la expresion de estos

genes de virulencia comparado con el gen de referencia ECid (gen housekeeping). Los

niveles de expresion de los genes de virulencia al compararlo con el gen de referencia

ECpgi, éstos también disminuyen hasta 0.4 y 0.5 veces la expresion de los ARNm

transcritos de EAE y Stx1A respectivamente (Figura 7.22).
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Figura 7. 22 Niveles de expresion relativa de los genes de virulencia stxla y eae con

tratamiento de miel de Melipona beecheii. A) Normalizado la expresion con el gen

housekeeping ECid. B) Normalizado la expresion con el gen housekeeping ECpgi.
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E.coli 0157:H7 con tratamiento 6/7x CMI del extracto proteico mostrd tener un efecto
contrario con el gen EAE, ya que aumentod los niveles de expresion de los ARNm
transcritos a 0.2 comprado con el gen ECid y 0.3 veces mas comparado con el gen
ECpgi como se observa en la Figura 7.23. El gen Stxla no present6 una disminucion
significativa en presencia del EP, ya que sélo disminuyo 0.1 veces menos que los

niveles normales de los ARNm transcritos comparado con los dos genes de referencia.

A 1.2 1.4 B
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W Stx1A (sintrat.) M Stx1A (con trat.) B Stx1A (sin trat.) B Stx1A (con trat.)

Figura 7. 23 Niveles de expresion relativa de los genes de virulencia Stx1A y EAE con
tratamiento del EP. A) Normalizado la expresion con el gen housekeeping ECid. B)

Normalizado la expresion con el gen housekeeping ECpgi.

Este resultado nos indica que las proteinas de la miel por si solas no poseen ningun
efecto en los niveles de expresion de los genes de virulencia pero si tienen un efecto
antimicrobiano y protector hacia los eritrocitos como se vio en los resultados
anteriormente. Y el aumento de los transcritos del gen EAE se debe probablemente a
gue la cela busca nuevas formas de adaptacidn para su supervivencia. Aungue no fue
posible determinar los niveles de expresion de los genes de virulencia en tratamiento

con el extracto fendlico, este nos hubiera dado la pauta de que tipos de moléculas son
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las que tienen la caracteristica de disminuir los niveles de expresion de los genes de

virulencia o si en conjunto les brinda esa caracteristica.

Estos resultados nos indican que los compuestos bioactivos no proteicos de la miel de
Melipona beecheii son los responsables de estar provocando una disminucion de los
niveles de ARNm transcritos de los genes de virulencia EAE y Stx1A, ya sea a que los
compuestos de la miel tengan afinidad hacia la molécula de ADN y éstas se estén
adhiriendo en las partes reguladoras del operon de estos genes de virulencia, o que
los compuestos bioactivos modifiquen la estructura de la proteina reguladora de los
genes de virulencia EAE y Stx1A, o actuen directamente con la ARN polimerasa,
provocando la disminucion en los niveles transcritos de ARNm’s, ya que se ha
identificado en la miel de Leptospermum scoparium (Manuka) en Nueva Zelanda un
compuesto denominado metilglioxal, un alfa-oxoaldehido, que reacciona con
macromoléculas tales como ADN, ARN y proteinas (Adams et al.,2008; Mavric et al
2008), y ademas presenta actividad antimicrobiana (Cokcetin et al., 2016) por lo que
posiblemente este compuesto se encuentre presente en la miel de Melipona beecheii
0 haya otros compuestos aun no identificados con un mecanismo igual o similar al del

metilglioxal identificado en la miel de manuka.

Hay informes de algunas mieles que han mostrado tener un efecto en la expresion
diferencial de un nimero de genes esenciales para la supervivencia, al estrés y la
virulencia bacteriana. Blair et al (2009) reporté que ciertas mieles de Leptospermum
scoparium obtenidos de Nueva Zelanda y Australia han demostrado que modulan la
expresion de forma negativa de un gran conjunto de genes de E. coli (K-12), de los
cuales se encuentran los implicados a la respuestas de estrés y la mayoria de los
genes que se regularon de forma negativa por esta miel codifican los productos
implicados en la sintesis de proteinas ribosdmicas y factores de elongacion. Lee et al
(2011) han demostrado diferentes tipos de miel a bajas concentraciones de origenes
coreanos y estadounidenses que regulan negativamente la expresion de multiples
genes implicados en la formacién de biopeliculas, la detecciéon de quérum, y genes de
virulencia LEE (Adhesion/Borrado), incluyendo al gen EAE del patdgeno E. coli O157:
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H7. Wasfi et al (2016) reportaron tres mieles egipcias procedentes de diferentes
fuentes florales (citricos, trébol y Mejorana) contra E. coli ATCC 8739 que regulan
negativamente los genes relacionados a la formacion de biopeliculas, deteccion de

quérum y la supervivencia al estrés.

No existen reportes donde indiquen que la miel Melipona beecheii tienen efecto
inhibitorio en la expresion de los genes de virulencia de E. coli O157:H7. Este es el
primer trabajo donde se reporta que la expresién de los genes de virulencia puede ser

regulada de manera negativa en presencia de la miel.

Los resultados de este trabajo nos dio informacién sobre posibles mecanismos de
accion que tiene la miel, EF y EP contra E. coli 0157:H7, también nos dio informacion
gue ademas de tener actividad antimicrobiana, presenta actividad antihemolitica y anti-
viral, siendo la miel de Melipona beecheii un candidato para combatir este patbgeno
de tipo enterohemorragica para uso clinico ya que actualmente, el tratamiento de la
infeccion de E: coli O157:H7 con farmacos es considerado controversial. En los
Estados Unidos, el tratamiento antimicrobiano general no se recomienda para el
tratamiento de estas infecciones, debido a la posibilidad de difusion de la Toxina Shiga
lo que conduce a Sindrome Urémico Hemolitico. Sin embargo, los ensayos in vitro en
este trabajo tienen un gran impacto porque ademas de eliminar a la bacteria también
se disminuyen los niveles de expresion de la toxina shiga y asi reducir la progresion
de la enfermedad al SUH en pacientes que contengan esta bacteria en su organismo.
Hoy en dia méas del 10% de la mayoria de los aislamientos clinicos de E. coli
enterohemorragica son resistentes a antibioticos de uso clinico como a los
sulfametoxazol y tetraciclina. La miel puede ser un candidato viable para el tratamiento
de infecciones por esta bacteria patégena y no genere resistencia alguna debido a su
compleja conformacién de moléculas no genere resistencia, ya que ya que esta la
fecha no se han reportado trabajos donde informen que algun tipo de cepas patdgenas

genere resistencia a la miel.
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Conclusiones

La miel de Melipona beecheii, el extracto proteico y el extracto fendlico de la
misma inhibieron el crecimiento de E.coli ATCC 25922 y E. coli O157:H7.

La miel y sus extractos fendlico y proteico mostraron actividad bactericida contra
E.coli O157:H7 requiriendo 0.7 veces mas concentracion de extracto fendlicos

de la miel de melipona a comparacion de E.coli ATCC 25922-

La miel y sus extractos proteico y fendlico disminuyeron la actividad hemolitica
de E. coli O157:H7, posiblemente inhibiendo la actividad de la hemolisina o
protegiendo de alguna manera a los globulos rojos. Ademas, indujeron la
aglomeracién de los glébulos rojos, reduciendo la formacién de poros en la

pared celular-

Se corrobord el serotipo O157:H7 de la cepa enterohemorragica de E: coli

usada en este trabajo, mediante la amplificacion de los genes correspondientes

El medio de Brucella suplementado con 10% de suero fetal bovino fue el
adecuado para inducir todos los genes de virulencia de E. coli O157:H7

Se pudo comprobar que la miel de Melipona beecheii disminuye los niveles de

expresion de los genes de virulencia EAE y Stx1A de E.coli 0157:H7.

Posiblemente los compuestos no proteicos de la miel de Melipona beecheii sean
los responsables de la disminucion de la expresion de los genes de virulencia
EAE y Stx1A.
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Anexos

Anexo 1 Actividad por difusion en disco contra E. coli 0157:H7. 400 ug E.F es la cantidad
del extracto fendlico extraido por el método de Zahra Can, 80 pg E.F es la cantidad del
extracto proteico, C es control y A es ampicilina
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Anexo 2

Razoén relativa de EAE

i AC_(EAE C_ - ANC_(AC_ - AC
ECid EAE T( i T T( T T normalizado sin tratamiento
C, C, ECid C.) _ . -ADCT
T Sin tratamiento
Sin tratamiento
29.58 25.72
29.74 25.59
29.82 25.58
29.78 25.64
29.73+ 25.63+
promedio 0.11 0.06 -4.10+£0.16 0+0.16 1(09-1.1)
26.92 22.52
Con tratamiento
(6/8 CMI del 26.93 22.56
E.P)
26.87 22.56
26.87 22.56
26.89+ 2255+
promedio 0.03 0.02 -3.08 £ 0.04 -0.25+0.04 1.2 (1.1-1.3)

+ es la desviacion estandar.
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Anexo 3

ECpgi EAE AC _(EAEC_ -
C. C, ECpgi C.)

AAC_(AC_ - AC_

Sin tratamiento

)

Razo6n relativa de EAE

normalizado sin
. -AACT
tratamiento 2

29.79 25.72

Sin tratamiento 29.74  25.59

29.65 25.58

29.62 25.64

29.7+ 2563
Promedio 0.08 +0.06 -4.07+0.07

26.93 2252

Con tratamiento 26.9 22.56
(6/8 CMI del E.P)

26.78 22.56

26.93 22.56

26.89 + 22.54 +
Promedio 0.07 0.02 -4.41 £0.08

0.0 £0.07

-0.34 + 0.08

1(1-1)

1.3 (1.2 - 1.3)

+ es la desviacién estandar.
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Anexo 4

ANC_(AC_ - AC. Razon relativa de Stx1A

ECid Stx1A AC (StxlaC. - , .
normalizado sin

CT CT ECid CT) Sin tratamiento) tratamiento 2—AACT
29.58 28.01
Sin tratamiento 29.74  27.92
29.82 28.1
29.78 27.92
29.73 + 27.98 +
Promedio 0.11 0.09 -1.74 +0.13 0.00 £0.13 1(0.9-1.1)
26.92 25.43
Con tratamiento
26.93 25.39
(6/8 CMI del E.P)
26.87 25.25
26.87 25.32
26.89 + 25.35 +
Promedio 0.03 0.08 -1.55 +0.05 0.19 £ 0.05 0.9 (0.8 -1.2)

+ es la desviacion estandar.
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Anexo 5

ECpgi Stx1A AC+(Stx1A Cr -

Cr Cr

AACt (ACT = ACt sin

razon relativa de Stx1A
normalizado sin
tratamiento 2-44CT

Sin tratamiento 2079 28.01

29.74 27.92
29.65 281

29.62 27.92

29.7+ 2798+
promedio 0.08 0.09

26.93 2543

Con tratamiento 26.9 25.39

(6/8 CMI del E.P)
26.78 25.25

26.93 25.32

26.88 + 25.34 +
promedio 0.07 0.08

-1.71+0.12 0.00+0.12

-1.50 + 0.05 0.21 +0.05

1(0.9-1.1)

0.9 (0.8 - 0.9)

+ es la desviacién estandar.
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Anexo 6

ECid EAE

- c. AC(EAEC,-ECUC)

AAC_(AC, -

T Sin tratamiento

)

razon relativa de EAE

normalizado sin
. -AACT
tratamiento 2

29.69 29.2

Sin tratamiento 2983 29.09

29.62 29.1

29.86 29.18
29.75+29.14 +
promedio 0.11  0.06 -0.61+0.11

30.13 29.74

Con tratamiento 29.89 29.74
(6/8 CMI Miel )

29.93 29.97

30.16 29.93
30.02 £ 29.85
promedio 0.14 0.12 -0.18 £ 0.18

0.00+0.11

0.43+0.18

1(0.9 -1.1)

0.7 (0.7 — 0.8)

+ es la desviacién estandar.
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Anexo 7

ECpgi EAE ACt (EAE B ~ Razon relativa de EAE
Cr - ECpgi AACT(ACr = ACrsn 0 malizado sin

Cr Cr Cr) rteierto) tratamiento 2744CT

28.64 29.2

28.64 29.09
Sin tratamiento

28.77 29.1

28.64 29.18

28.67 + 29.14 +
promedio 0.06 0.06 047+0.1 0.0%0.1 1(09-11)

28.52 29.74

Con tratamiento 28.77 29.74

(/8 CMIMiel) - 567 29.97

28.73 29.93

28.67 £ 29.81 +
promedio 0.11 0.12 1.22+0.14 0.75+0.14 0.6 (0.5-0.7)

+ es la desviaciéon estandar.
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Anexo 8

ECid ACrt (Stx1A _ razon relativa de Stx1A
Sx1A Ct - ECid AACr (ACt = ACr normalizado sin tratamiento
Cr Cr CT) Sin tatamiento) 2-AACT
29.69 21.66
29.83 21.9
Sin tratamiento
29.62 21.87
29.86 21.82
29.75+ 21.81+ -7.94 +
promedio 0.11 0.11 0.15 0.00 £0.15 1(0.9-11)
30.13 22.6
Con tratamiento 29.89 22.66
(6/8 CMI Miel) 2993 2257
30.16 22.98
30.02+ 22.70+ -7.32
promedio 0.14 0.19 0.16 0.61 +£0.16 0.7 (0.6 -0.7)

+ es la desviacién estandar.
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Anexo 9

ECpgi  Stx1A  ACT(Stx1A AACtT (ACt - razon relativa de Stx1A
Cr - ECpgi ACrsin normalizado sin
Cr Cr C1) atamiento) tratamiento 242CT
Sin tratamiento
28.64 21.66
28.64 21.9
28.77 21.87
28.64 21.82
28.6725 21.8125
Promedio +0.06 +0.11 -6.86+01 0.0x0.1 1(09-1.1)
28.52 22.6
Con tratamiento 28-77 22.66
(6/8 CMI Miel)
28.67 22.57
28.73 22.98
28.6725 2261+
Promedio +0.11 0.19 -5.92£0.17 0.94+£0.17 0.5(0.5-0.6)

+ es la desviacién estandar.
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