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RESUMEN

El biofilm es un conglomerado de células rodeado por una matriz extracelular, que
contribuye a la persistencia de las infecciones, debido a que presenta una mayor
resistencia a los antibidticos y a la accion del sistema inmune del huésped. La
dificultad para eliminar el biofilm impulsa la busqueda de nuevas opciones
terapéuticas. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de los terpenos (-)-
trans-cariofileno, (S)-cis-Verbenol, (S) -(-) - Limoneno, (R) - (+) - Limoneno y Linalol,
tanto individualmente como en combinaciones sobre: el crecimiento bacteriano,
mediante ensayo con resazurina; la formacion de biofilm, mediante ensayo en placa
de poliestireno y tincion con cristal violeta; y la expresion de genes asociados,
mediante PCR a tiempo real, en dos aislados clinicos de S. aureus, ST30-t019 y ST5-
t311, responsables de mas del 90% de las infecciones pediatricas por este patdgeno en
Paraguay. Todas las combinaciones de terpenos fueron capaces de inhibir la formacion
de biofilm en un porcentaje superior al 50% sin afectar el crecimiento bacteriano. La
combinacion mas efectiva fue la del (-)-trans-cariofileno y Linalol a una concentracién
de 500 pg/mL para cada uno, con un porcentaje de inhibicién del 88%. Esta
combinacién disminuy6 los niveles de expresion de los genes sdrD, spa, agr y hld,
asociados con la etapa inicial de adhesion celular y el quorum sensing; mientras que
incrementd los niveles de expresion de los genes cap5B y cap5C, asociados a la
produccion de polisacaridos capsulares. Las combinaciones de compuestos testadas
constituyen unas prometedoras alternativas para inhibir la formacion de biofilm en S.

aureus.

Palabras claves: S. aureus, biofilm, terpenos
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ABSTRACT

The biofilm is a conglomerate of cells surrounded by an extracellular matrix.
This bacterial association contributes to the persistence of infections, due to its greater
resistance to antibiotics and to the action of the host's immune system. The difficulty
of treating these bacterial biofilms prompts the search for new therapeutic options,
with compounds obtained from natural sources being a promising alternative given
their ease of obtaining and low toxicity. This work aimed to evaluate the effect of the
terpenes (-) - trans-caryophyllene, (S)-cis-Verbenol, (S) - (-) - Limonene, (R) - (+) -
Limonene and Linalool, individually as in combinations on: bacterial growth, by
resazurin assay; biofilm formation, by polystyrene plate assay and crystal violet
staining; and the expression of associated genes, by real-time PCR, in two clinical
isolates of S. aureus, ST30-t019 and ST5-t311, responsible for more than 90% of
pediatric infections by this pathogen in Paraguay. All terpene combinations were able
to inhibit biofilm formation by a percentage greater than 50% without affecting
bacterial growth. The most effective combination was (-) - trans-caryophyllene and
Linalol at a concentration of 500 pg / mL for each, with an inhibition percentage of
88%. This combination decreased the expression levels of the sdrD, spa, agr and hid
genes, associated with the initial cell adhesion stage and quorum sensing;
and increased the expression levels of the cap5B and cap5C genes, associated with the
production of capsular polysaccharides. The tested compound combinations constitute

promising alternatives to inhibit biofilm formation in S. aureus

Keywords: S. aureus, biofilm, terpenes
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1. MARCO TEORICO
1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria gram-positiva con forma cocoide de un
diametro de aproximadamente 1 pm, que se presenta agrupada en racimos. Es una
bacteria anaerobia facultativa, inmovil y no esporulada, productora de catalasa y

coagulasa (1,2).

Este microorganismo forma colonias blancas o amarillas en medios nutritivos, y es
justamente a la pigmentacion dorada, debida a ciertos carotenoides, a la que hace
referencia el término “aureus”. Es capaz de crecer en medios con alto contenido de
sales, como el agar manitol salado (7,5% de NaCl), y es por esto que en la practica

habitual se utiliza para aislar colonias del género Staphylococcus (2).

Es un comensal habitual de piel y mucosas en el ser humano. Se ha demostrado que
aproximadamente 20% de los individuos son portadores permanentes, mientras que
alrededor del 30% lo porta de manera intermitente. La existencia de individuos con
mayor propension a portar esta bacteria puede explicarse en base a diferencias en la
microbiota, estado inmunitario e incluso obesidad (3-5).

La colonizacion frecuente sumada a su gran potencial patogénico, contribuyen a que
este microorganismo sea uno de los principales causantes de infecciones a nivel global.
Estas infecciones abarcan desde infecciones de piel y partes blandas, del aparato
gastrointestinal, neumonias hasta incluso bacteriemias, endocarditis, osteomielitis, e

incluso infecciones relacionadas a instrumental médico (1).

Gran parte de los cuadros causados por esta bacteria pueden ser atribuidas a la
produccién y excrecion de toxinas, que pueden clasificarse principalmente en tres
grupos: las toxinas formadoras de poros (hemolisina-a, hemolisina-f, leucotoxinas y
modulinas solubles en fenol), toxinas exfoliativas (ETA, ETB, ETC, ETD) vy los
superantigenos (toxina del sindrome del shock tdxico, enterotoxinas y 11 toxinas

similares a superantigenos) (6).

Otra de las caracteristicas que ha determinado el éxito de este patdgeno es la capacidad
de adaptacion a diferentes ambientes, pudiendo causar infecciones tanto en hospitales

como en la comunidad. Ademas, es capaz de adquirir resistencia a antibiéticos con



rapidez. La resistencia a la penicilina fue descrita tan s6lo dos afios después de su
introduccién como tratamiento y para inicios del siglo XXI mas del 90% de las cepas

de S. aureus eran resistentes a este antibiotico (7).
1.1.1 Resistencia a meticilina

La resistencia a penicilina es conferida por el gen plasmidico blaZ que codifica una
enzima beta-lactamasa (conocida como penicilinasa) capaz de escindir el anillo beta-
lactamico de la penicilina. En el afio 1961 fue introducida la meticilina como
alternativa para el tratamiento de infecciones causadas por estas cepas resistentes. Este
antibidtico aun siendo del grupo de los beta-lactdmicos, es resistente a la accién de la
penicilinasa. Sin embargo, en el mismo afio de su introduccion aparecieron las

primeras cepas resistentes a este nuevo compuesto (7).

Los beta-lactamicos actdan inhibiendo la sintesis de la pared celular mediante la union
a las proteinas denominadas PBP (penicillin binding proteins o proteinas de union a
penicilina), unas transpeptidasas que intervienen en el paso final de la sintesis de
peptidoglicanos de la pared. Las cepas resistentes a meticilina poseen el gen mecA que

codifica una PBP alternativa (PBP2a), la cual posee baja afinidad por estos antibidticos
(8).
1.1.2 Cepas hospitalarias y comunitarias

Inicialmente S. aureus fue sefialado como un patdgeno hospitalario, sin embargo en
las Ultimas décadas se ha incrementado su asociacion a infecciones en individuos sanos
de la comunidad. Segun el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
(Centers for Disease Control and Prevention, CDC) para clasificar a una cepa como
SARM-AC (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina adquiridos de la
comunidad) debe ser aislada de un paciente en menos de 48 horas desde su admisién
al hospital, sin historial de cirugias, dialisis, implantes de dispositivos médicos u
hospitalizaciones durante el afo anterior. Se clasifican como SARM-AH
(Staphylococcus aureus resistentes a meticilina adquiridas en el hospital) a todas
aquellas cepas que no cumplan con esta definicidén. No obstante, debido a la movilidad
del microorganismo entre ambos ambientes y su instalacion exitosa en los mismos,

esta clasificacion se torna cada vez mas complicada; registrandose cada vez con mayor



frecuencia infecciones adquiridas en el hospital causadas por cepas caracterizadas
como comunitarias. Recientemente se incluyé ademas a las cepas de S. aureus
resistentes a meticilina asociadas al ganado (SARM-AG), que fueron descritas por

primera vez en 2005 y han cobrado importancia en los ultimos afios (9-14).
1.1.3 Variabilidad genética

Los métodos genotipicos empleados para caracterizar a los aislados incluyen a la
electroforesis en gel de campo pulsado (Pulse-Field Gel Electrophoresis, PFGE), la
tipificacion multilocus de secuencias (Multilocus Sequence Typing, MLST), spa
typing, el Analisis Multi-Locus de Secuencias Repetitivas en Tandem de Numero
Variable (Multiple-Locus Variable Number of Tandem Repeat Analysis, MLVA); la
tipificacion del elemento SCCmec, entre otros (15-19)

La caracterizacion de los aislados es indispensable para la implementacion y la
evaluacion de la efectividad de medidas de control de brotes. La gran variabilidad de
esta especie requiere el empleo de una combinacién de métodos tanto fenotipicos como

genotipicos, para lograr la identificacion clonal (12).

Si bien la prevalencia de los clones varia geograficamente, existen 5 complejos
clonales (CC) maés frecuentes a nivel mundial: CC5, CC8, CC22, CC30 y CC45. Los
complejos clonales son grupos evolutivamente relacionados agrupados en base al
secuenciotipo (ST) obtenido mediante la técnica de MLST. La diversidad de clones
para cepas SARM-AC es mayor que para cepas SARM-AH. En la figura 1 se muestra

un resumen de los clones méas prevalentes en varios continentes (12).

En Estados Unidos y Canada el clon comunitario més prevalente es el clon conocido
como USA300 (ST8). Una variante de este clon, denominada variante latinoamericana
(USA300-LV) es la principal causa de infecciones asociadas a S. aureus en los paises
del norte de Sudamérica (Colombia, Venezuela, Ecuador). A nivel regional, en
Uruguay y Argentina los clones mayoritarios pertenecen a los clones ST30-1V y ST5-
IV (20-25).
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Figura 1. Clones de SARM reportados con mayor frecuencia en cada continente o region. El rojo se
SARM-AG. Extraido de Lakhundi (2018) (12)



El clon ST30-1V merece especial atencion dada su amplia distribucion, es considerado
pandémico ya que es aislado de manera repetida en todos los continentes, y a que se
ha registrado una asociacion entre el aislamiento de este clon y el desarrollo de
infecciones de tipo invasivo. En Uruguay un brote debido a este clon ocasiond la
muerte de 7 personas. Ademas, puede presentar el mismo perfil de virulencia que el
también pandémico clon USA300, causante de numerosas muertes en diferentes
lugares del mundo. Si bien este clon ha ido desplazando al clon ST5-1V en la region,
este también sigue siendo una importante causa de preocupacion debido a que esta
asociado sobre todo a infecciones de tipo invasivo en poblacion pediatrica, exhibe
mayores niveles de resistencia a antibioticos como eritromicina y clindamicina que el
clon ST30-t019, y posee la capacidad de presentar fenotipo resistente a vancomicina
(23,24,26-29)

1.1.4 Situacién en Paraguay

En Paraguay se registran niveles elevados de resistencia a meticilina en aislados de S.
aureus, con porcentajes superiores al 60% en el afio 2016 segun datos de la
Organizacion Panamericana de la Salud. Dada la dificultad de tratar las infecciones
causadas por SARM, estos niveles resultan alarmantes. En cuanto a la variabilidad
genética de los mismos, en un estudio realizado en 2005 por Mayor y colaboradores,
se analizaron 35 aislados SARM-AH y se determind que pertenecian a dos clones:
ST5-t149-1 (similar al clon Cordobés/Chileno) y ST239-t037-111A (relacionado al clon
brasilefio) (30,31).

En aislados SARM-AC, el nico estudio realizado hasta la fecha con el fin de evaluar
su epidemiologia molecular en el pais, arrojo que los clones responsables del 90% de
las infecciones pediatricas en los afios 2009-2010 y 2012-2013 corresponden a los
clones ST30-1V y ST5-1V. Estos aislados fueron colectados en cuatro centros
hospitalarios de referencia a nivel nacional (32,33).



1.2 S. aureus y biofilm bacteriano

S. aureus presenta la capacidad de persistir en implantes médicos, huesos, valvulas
cardiacas, entre otros. Esta persistencia se logra mediante la formacion de
conglomerados celulares adheridos a una superficie y recubiertos con una matriz de
naturaleza polimérica. Estos conglomerados reciben el nombre de biofilms o
biopeliculas, y constituyen una barrera contra los componentes del sistema inmune del
huésped (34).

Estos biofilms presentan también una sensibilidad a antimicrobianos diferente a la de
las células en estado no asociado. El incremento de hasta 1000 veces la resistencia a
antibidticos en comparacion a las células en estado planténico puede darse a través de
varios mecanismos. Uno de ellos es que la existencia de la matriz extracelular actda
como una barrera fisica que disminuye la penetracion de los antimicrobianos hacia las
capas mas internas del biofilm. También, una limitacién en el aporte de nutrientes
conduce a ciertas células a un estado estacionario en el que los antibi6ticos pierden
efectividad. Se ha demostrado ademas un incremento en la eficiencia de transferencia
de plasmidos que confieren resistencia a un antibiotico en biofilms que son expuestos
al mismo (35,36)

1.2.1 Etapas de la formacion de biofilm

La formacion de biofilm implica varias etapas: adhesion, multiplicacién, éxodo,
maduracion y dispersion. En la etapa de adhesion las bacterias se unen a superficies
bidticas o abidticas mediante diversas proteinas de superficie. Entre estas podemos
citar a la proteina A, familia de proteinas con repeticiones serina-aspartato (SdrC,
SdrD, SdrE), adhesinas de colageno, proteinas de unién a fibronectina, entre otras.
Para superficies abidticas, la adherencia se da méas bien a través de interacciones
electrostaticas e hidrofébas. Luego de la adhesion, si las condiciones son adecuadas,
las células empiezan a multiplicarse formando capas. En esta etapa aln no esta
presente la matriz polimérica por lo que las células son aun susceptibles a desprenderse

de su unidn a otras células (37,38).

En la etapa del éxodo se forman microcolonias a partir de la liberacién coordinada de

células desde las capas conformadas luego de la multiplicacion. A diferencia de la



etapa de dispersion, mediada por el sistema agr, en esta etapa son las nucleasas las que
participan en la liberacion, degradando el ADN extracelular que participa en la
adhesion entre células. Este ADNe es producto de la lisis de algunas células durante la

formacion del conglomerado (37).

Inicialmente se consideraba que estas microcolonias se originaban luego de la
formacion de tuneles en capas de células ya establecidas. Actualmente se propone que
las microcolonias se forman a partir de las células remanentes en la capa basal luego
de la etapa de éxodo, y que durante su etapa de maduracion cada una puede adoptar un
ritmo de crecimiento y una expresion de genes diferencial, aun cuando el biofilm se
origine a partir de células genéticamente idénticas. Finalmente se produce la etapa de
dispersion que es necesaria para la colonizacion y el establecimiento de nuevos sitios
de infeccion. Las etapas de la formacion de biofilm se esquematizan en la figura 2
(39).

Time

Attachment Multiplication Exodus Maturation Dispersal

Biofilm Matrix: Protein-meditated Proteins and eDNA eDNA degradation eDNA, proteins, PSMs eDNA, proteins, PSMs

Figura 2. Etapas de la formacion de biofilm y composicién de la matriz extracelular en cada etapa.
Extraido de Moormeier (2017) (37)

1.2.2 Genes asociados a la formacién de biofilm

- Genes que codifican proteinas de la familia de proteinas con repeticiones
serina-aspartato (Sdr): Dentro de esta familia se encuentran las proteinas SdrC,
SdrD y SdrE en S. aureus. Estas proteinas participan en la etapa de adhesion,
debido a que presentan tanto la capacidad de unirse a ligandos del huésped como

la de promover la auto-asociacion entre las células bacterianas; ademas de ser



capaces de inhibir la activacion del complemento. En esta etapa de adhesion
también pueden estar involucrados otros numerosos genes entre los que se pueden
citar a los genes que codifican las proteinas de unién a fibronectina (FnBPA and
FnBPB), autolisinas (AtIA and AtIE),
proteina de union a sialoproteinas 6seas (Bbp), factores de aglutinacion (CIfA 'y
CIfB), proteina de adhesion a colageno (CNA), entre otras (40,41)

Gen de la proteina A: La proteina A, codificada por el gen spa, participa también
en la etapa de adhesion mediando la agregacion bacteriana. Incluso se ha
demostrado que la adicion exdgena de esta proteina al medio de cultivo induce la
formacion de biofilm. Esta proteina participa ademas en la evasion de la respuesta

inmune mediante la union as la region Fc de la inmunoglobulina 1gG (40,42)

Sistema agr (accessory gene regulator): Es el sistema de quorum-sensing mejor
descrito para S. aureus. Durante las etapas inciales de formacion de biofilm este
sistema se encuentra reprimido. En la etapa de dispersion el aumento de la
densidad celular o la acumulacion de moléculas de sefial en el medio activan al
sistema agr, el cual controla la dispersion de las células mediante el incremento

de la actividad de proteasas (43)

Gen hld: Las modulinas solubles en fenol (PSM, phenol-soluble modulin), entre
las que se encuentra la 3-hemolisina (codficada por el gen hld), son un grupo de
moléculas de caracteristicas surfactantes y constituyen el mecanismo efector del
sistema agr durante los procesos de maduracién y dispersion del biofilm. Una
sobreexpresion de la 6-hemolisina implica una inhibicion en la formacion de
biofilm (44,45)

Genes cap: Estos genes se encuentran involucrados en la sintesis de polisacaridos
capsulares, constituyentes de la sustancia polimérica extracelular que es requerida
para la formacion de biofilm. Ademas, contribuyen a la resistencia del patégeno

a la fagocitosis y de esta manera favorece su persistencia (46)



1.2.3 Nuevas opciones terapéuticas

Dada la dificultad de tratar estos biofilms con agentes antibioticos tradicionales se han
empleado otros agentes quimicos para erradicarlos. Un ejemplo de esto son los
compuestos cuaternarios de amonio que si bien tienen capacidad de eliminar el
biofilm, resultan téxicos, lo que limita su aplicacion. Es por esto que actualmente
numerosos trabajos se centran en la busqueda de nuevas opciones terapéuticas seguras
tanto para impedir la formacién de biofilm como para eliminar el biofilm ya
establecido. Estas nuevas estrategias incluyen al uso de compuestos de origen natural,
moléculas que interfieren con el sistema de quorum-sensing, péptidos anti-biofilm,

terapia con fagos, ingenieria de superficies, entre otras (47,48)

Los compuestos de origen natural presentan varias ventajas incluyendo su abundancia,
facilidad de obtencion y bajo costo en comparacién a otras estrategias, seguridad e
incluso la presencia de otras propiedades biologicas como por ejemplo anti-
inflamatorias o cicatrizantes. Extractos de varias plantas como por ejemplo
Rhodomyrtus tomentosa, Hymenocallis littoralis, Cocculus trilobus, Eucalyptus
globulus, Sesbania grandiflora han demostrado tener capacidad de inhibir la

formacion de biofilm por S. aureus (48-52)

Los fitoquimicos puros también han demostrado efectos inhibidores. Entre estos se
incluyen sobre todo a compuestos del grupo de los flavonoides, alcaloides o terpenos.
Los terpenos constituyen uno de los principales componentes de los aceites esenciales
de numerosas plantas. Son derivados del acido mevalonico y estructuralmente
implican una combinacién de unidades de isopreno. Y en ademas de su actividad anti-
biofilm contra S. aureus y otras especies bacterianas, presentan otras propiedades
bioldgicas: anti-inflamatorias, anti-isquémicas, antioxidantes, insecticidas,

antimicrobianas (53-55)

El presente trabajo busca brindar nuevas alternativas para evitar la formacion del
biofilm por S. aureus y todas las consecuencias que esto implica, evaluando no sélo la
accion inhibidora de varios compuestos monoterpénicos y sesquiterpénicos, sino
también su efecto sobre la expresion de ciertos genes asociados a este proceso, lo que
podria conducir a una aproximacién de su mecanismo de accién y a la identificacion

de nuevas dianas terapéuticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 General

Evaluar el efecto de monoterpenos y sesquiterpenos sobre la produccién de

biofilm y la expresion de genes asociados en SARM

2.2 Especificos

Evaluar la actividad de monoterpenos y sesquiterpenos como inhibidores de la

formacion de biofilm en SARM

Determinar el efecto de monoterpenos y sesquiterpenos sobre la expresion de

seis genes asociados a la produccion de biofilm en SARM
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio de estudio y poblacion

El disefio del presente trabajo corresponde a un estudio experimental. Los aislados de
S. aureus incluidos provienen de nifios y han sido previamente caracterizados a nivel
molecular como pertenecientes a los clones ST30-t019 y ST5-t311. Estos fueron
colectados en el marco de proyectos realizados por el grupo de investigacion de
Bacteriologia Molecular del Instituto de Investigacion en Ciencias de la Salud, en los
afios 2010, 2012, 2013y 2017, cuyos objetivos eran establecer la variabilidad genética
de las cepas de S. aureus responsables de infecciones en poblacion pediétrica en el
Paraguay. La colecta de aislados se realiz6 en cuatro centros hospitalarios de referencia
a nivel de Nacional e incluian al Hospital General Pediatrico “Nifios de Acosta Nu”,
Instituto de Prevision Social, Hospital de Clinicas y el Hospital Nacional de Itaugud.
Para llevar a cabo la genotipificacion bacteriana se emple6 una combinacién de
métodos moleculares: MLVA, MLST, spatyping, que determinaron a los clones ST30-
t019 y ST5-t311, como responsables del 90% de las infecciones en nifios causadas por
este patdgeno. Por este motivo fue seleccionado un aislado clinico representativo de

cada uno de estos clones.

Estos aislados se encontraban conservados a -80°C en viales con medio infusion
cerebro corazon (BHI, Britania, Argentina) suplementado con glicerol al 15%. Los
cultivos para los ensayos posteriores se realizaron en agar tripticasa de soja (TSA,
Becton, Dickinson and Company, USA).

3.2 Monoterpenos y sesquiterpenos

Las soluciones stock de los compuestos (—)-trans-cariofileno, (S)-cis-Verbenol, (S)-
(-)- Limoneno, (R)-(+)-Limoneno (Sigma-Aldrich, USA) y Linalool (Consolidated
Chemical & Solvents LLC, USA) fueron preparadas a concentraciones de 20, 10y 4
mg/mL usando etanol (J.T Baker, USA) como solvente y conservadas a -20°C. Las
estructuras de los compuestos citados se muestran en la figura 3, mientras que la figura

4 indica un flujograma resumido del trabajo experimental.
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3.3 Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

Las CIM del antibidtico gentamicina y de los terpenos fueron determinadas mediante
el método descrito por Sarker y colaboradores en 2007, con algunas modificaciones.
El ensayo se llevd a cabo en placa de poliestireno de 96 pocillos, colocando en la
primera columna 100 pL de caldo tripticasa de soja (TSB, Becton, Dickinson and
Company, USA), suplementado con gentamicina a una concentracion de 1 mg/mL o

con los compuestos terpénicos a una concentracion final de 20 mg/mL.

En los pocillos restantes fueron colocados 50 uL de medio TSB y fueron realizadas
diluciones seriadas para obtener concentraciones decrecientes de los compuestos
testados a un volumen final de 50 pL. Las dos ultimas columnas fueron utilizadas
como control de crecimiento (medio de cultivo con indculo bacteriano) y como control
de esterilidad (medio de cultivo). Una suspension bacteriana de 5.10° UFC fue afiadida
a cada pocillo para alcanzar un volumen final de 100 pL. La placa se incubo a 37°C

durante 24 horas.

Se agregaron 10 pL de resazurina (Sigma Aldrich, USA) a cada pocillo, se incubo
nuevamente la placa a 37°C y se realizo la lectura luego de 4 horas. EI cambio de color
de azul a rosa indica crecimiento bacteriano. La menor concentracion a la cual ocurre
el cambio de color es considerada como el valor de CIM. El ensayo se llevd a cabo por

duplicado y se realizd un promedio de los valores obtenidos (Figura 5) (56).

Figura 5. Ensayo de determinacién de CIM para compuestos terpénicos. ATB: Gentamicina; C+:

Control de crecimiento; C-: control de esterilidad.
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3.4 Concentracion inhibitoria minima para combinaciones de terpenos

Se testaron combinaciones de dos terpenos de manera a evaluar una posible accion
sinérgica entre los mismos. Los compuestos fueron clasificados en dos grupos:
compuestos de cadena hidrocarbonada exclusiva ((—)-trans-cariofileno, (S)-(-)-
Limoneno, (R)-(+)-Limoneno) y compuestos oxigenados (Linalool y (S)-cis-
Verbenol). Las combinaciones se establecieron de manera a incluir a un compuesto de

cada grupo y se detallan en la tabla 1.

La determinacion de CIM se realizd segun lo detallado en el apartado anterior para
testar terpenos de manera individual. El ensayo se llevo a cabo en placa de poliestireno
de 96 pocillos, colocando en la primera columna 100 pL de medio TSB suplementado
con gentamicina a una concentracion de 1 mg/mL o con ambos compuestos terpénicos

a una concentracion final de 20 mg/mL para cada uno.

En los pocillos restantes fueron colocados 50 pL de medio TSB y fueron realizadas
diluciones seriadas para obtener concentraciones decrecientes de los compuestos
testados a un volumen final de 50 pL. Las dos ultimas columnas fueron utilizadas
como control de crecimiento y como control de esterilidad. Una suspension bacteriana
de 5.10° UFC fue afiadida a cada pocillo para alcanzar un volumen final de 100 pL.
La placa se incubo a 37°C durante 24 horas. Se agregaron 10 uL de resazurina a cada
pocillo, se incubo nuevamente la placa a 37°C y se realizé la lectura luego de 4 horas.
El cambio de color de azul a rosa indica crecimiento bacteriano. La menor
concentracion a la cual ocurre el cambio de color es considerada como el valor de
CIM. El ensayo se llevé a cabo por duplicado y se realiz6 un promedio de los valores

obtenidos.

Para evaluar las posibles interacciones entre compuestos fue utilizado el indice de
Concentracion Inhibitoria Fraccional (FIC, Fractional inhibitory concentration) y se
establecen las siguientes categorias de interaccion: sinérgica, aditiva, indiferente y
antagonista. Una interaccion sinérgica se da cuando el efecto debido a la combinacién
es mayor a la suma de los efectos individuales de los compuestos, mientras que un
efecto aditivo se da cuando el efecto combinado es simplemente igual a dicha suma.
Una interaccidon antagonista se registra cuando la combinacion de los compuestos

produce un efecto menor que el de los compuestos individuales. También puede darse
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el caso en el que no exista ninguna interaccioén y entonces se habla de un efecto

indiferente. La FIC se calcula mediante la siguiente formula:

FIC MICcombinacion MICcombinacion

= +
MICcompuestol = MICcompuesto?2

Los resultados son interpretados de la siguiente manera: sinergia (FIC < 0.5), efecto
aditivo (0.5 < FIC < 1), efecto indiferente (1 < FIC <4) o antagonismo (FIC > 4) (57)

Tabla 1. Combinaciones de terpenos testadas

Combinacion Compuestos ‘
Combinacion 1 (S)-(—)- Limoneno / Linalool

Combinacién 2 (S)-(—)- Limoneno / (S)-cis-Verbenol

Combinacion 3 (R)-(+)-Limoneno / Linalool

Combinacion 4 (R)-(+)-Limoneno / (S)-cis-Verbenol

Combinacion 5 (—)-trans-cariofileno / Linalool

Combinacién 6 (—)-trans-cariofileno / (S)-cis-Verbenol

3.5 Ensayo de inhibicion de formacion de biofilm

El ensayo de inhibicidn de biofilm se realizé en placa de poliestireno de 96 pocillos
segun lo descrito por Qiny colaboradores en el afio 2014, con algunas modificaciones.
A partir de un cultivo de 24 horas en medio TSA, se prepard un inoculo de 0,5
McFarland en medio TSB suplementado con glucosa al 0,25%, utilizando el medio

esteril como blanco (58).

A cada pocillo se agregaron 190 pL de medio TSB estéril, 5 uL del in6culo bacteriano,
y 5 uL de las soluciones madre para alcanzar concentraciones finales de 500, 250 y
100 pg/mL, exceptuando aquellos pocillos destinados al control sin tratamiento en los
que se colocaron 5 pL del solvente empleado, en reemplazo de los terpenos. Se
incluyeron ademas controles de esterilidad. La placa se incubd a 37°C por 24 horas.
Luego de este periodo se descarto el sobrenadante y se realizaron tres lavados con PBS
y posteriormente la fijacion con 200 pL de etanol (J.T Baker, USA) por pocillo,

durante una hora. Tras eliminar el etanol se realizd la tincién con cristal violeta
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(Anedra, Argentina) al 0,1% durante 30 minutos. El exceso de cristal violeta fue

removido mediante tres lavados con agua destilada.

La elucion se realizé con 200 pL de una mezcla etanol/acetona (Cicarelli, Argentina)
(70:30) y una agitacion de 30 minutos en agitador automatico (Nahita Blue, Espafia).
La lectura de las densidades Opticas se realizd mediante el espectrofotometro
Multiskan Go (Thermo Fisher Scientific, USA) a 570 nm. Todas las determinaciones

se realizaron por triplicado.

3.6 Ensayo de inhibicion de formacion de biofilm para combinaciones de

terpenos

Las combinaciones testadas en este ensayo fueron las mismas que se citan en la tabla
1. Para este ensayo fue utilizado el aislado ST5-t311 debido a que presentd mayor
capacidad de formar biofilm. A partir de un cultivo de 24 horas en medio TSA, se
prepar6é un indculo de 0,5 McFarland en medio TSB suplementado con glucosa al
0,25%, utilizando el medio estéril como blanco. A cada pocillo se agregaron 185 pL
de medio TSB estéril, 5 pL del indculo bacteriano, y 5 uL de las soluciones madre
para alcanzar concentraciones finales de 500, 250 y 100 pg/mL para cada uno de los
compuestos incluidos en la combinacion (relacion 1:1), exceptuando aquellos pocillos
destinados al control sin tratamiento en los que se colocaron 10 pL del solvente
empleado, en reemplazo de los terpenos. Se incluyeron ademas controles de
esterilidad.

La placa se incubé a 37°C por 24 horas. Luego de este periodo se descartd el
sobrenadante y se realizaron tres lavados con PBS y posteriormente la fijacion con 200
uL de etanol por pocillo, durante una hora. Tras eliminar el etanol se realiz6 la tincion
con cristal violeta al 0,1% durante 30 minutos. El exceso de cristal violeta fue
removido mediante tres lavados con agua destilada. La elucion se realizo con 200 pL
de una mezcla etanol/acetona (70:30) y una agitacion de 30 minutos. La lectura de las
densidades dpticas se realizd mediante el espectrofotometro Multiskan Go (Thermo

Fisher Scientific, USA) a 570 nm. Todas las determinaciones se realizaron por
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triplicado. Para el célculo de los porcentajes de inhibicion fue utilizada la siguiente

férmula;

OD control—0D muestra

Porcentaje de inhibicion = x 100% (58)

OD control

Para clasificar los porcentajes de inhibicion fue utilizado el criterio publicado por
Yuyama y colaboradores, el cual establece como elevada una inhibicion de biofilm en
un rango de 70 a 100%, buena en el rango de 40 a 69% y moderada en un rango de 20

a 39%. Los porcentajes inferiores a 20% se consideran inactivos (59).

3.7 Ensayo de expresion géenica

Para realizar el ensayo de expresién genica se selecciond la combinacion de
compuestos (-) trans-cariofileno y linalool a una concentracion de 500 pug/mL para
cada uno, la cual present6 la mayor actividad de inhibicion de formacion de biofilm.
Se testd cada compuesto de manera individual y también la combinacion de estos. El
ensayo se realizo en placa de poliestireno de 6 pocillos. A cada pocillo se agregaron
100 pL de la solucion madre de 20 mg/mL de los compuestos (—)-trans-cariofileno
y/o Linalool, de manera a alcanzar una concentracion final de 500 pg/mL para cada
uno. Se incluy6 un pocillo de control, en el que se afiadié 100 pL de etanol. A partir
de un cultivo de 24 horas en medio TSA, se prepararon indculos bacterianos, en medio
TSB suplementado con glucosa al 0,25%, de manera a alcanzar una concentracion de
3.108 UFC/mL y un volumen final de 4 mL por pocillo. Se incluyeron ademas controles
de esterilidad. La placa se incubd a 37°C por 4 horas. Luego de ese periodo, se
transfirié el contenido de cada pocillo a tubos plasticos estériles y se centrifugaron por
5 min a 1500 rpm. Se descartd el sobrenadante y el pellet de células obtenido fue
conservado a -80°C hasta la la extraccion de ARN.

3.7.1 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizd empleando el kit comercial Quick-RNA
Fungal/Bacterial Kit (Zymo Research, Australia) segun las recomendaciones del
fabricante. Posterior a la extraccion se realizd la digestion de ADN empleando el kit
RQ1 RNase-Free DNase (Promega, USA). A un volumen de 25 uL de ARN extraido,
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se afadieron 3 pL de Buffer 10x RQ1, 1 pL de DNasa y 1 pL de agua libre de
nucleasas. Se incubd la mezcla de reaccion a 37°C por 30 minutos. Posteriormente se
afiadieron 3 pL de la solucién de finalizacion y se realiz6 una incubacion a 65°C por
10 minutos. La concentracion final de ARN se midié empleando el espectrofotometro
Multiskan Go (Thermo Fisher Scientific, USA). EI ARN extraido fue almacenado a -

80°C hasta su uso en la sintesis del ADNCc.
3.7.2 Sintesis de ADNc

La sintesis de ADN complementario se realizé empleando 2 ug de ARN (el volumen
utilizado fue calculado mediante la concentracion obtenida) y 1 pug de random primers
hexameros (Macrogen, Corea del Sur). Se realiz una incubacion a 70°C durante 5
minutos y un posterior enfriamiento en bafio de hielo. Al tubo de reaccion se agregaron
5 uL del Buffer de reaccion M-MLV 5x (Promega, USA), 1,25 uL de cada nucleotido
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) con una concentracion inicial de 10 mM (Promega,
USA), 0,625 pL (25 u) del inhibidor de RNasa (Promega, USA), 1 pL (200 u) de la
enzima M-MLV-RT (Promega, USA) y agua libre de nucleasas hasta alcanzar un
volumen de 25 pL; y se incub6 a 37°C por 1 hora. El ADNc obtenido fue almacenado

a -20°C hasta su uso.
3.7.3 Estandarizacion de condiciones de amplificacion de genes

Se seleccionaron 6 genes relacionados a la formacién de biofilm en S. aureus para
evaluar los cambios en la expresion génica: spa, sdrD, hld, agrA, cap5B y cap5C,
cuyas funciones asociadas al biofilm se resumen en la tabla 2. La presencia de los
genes en los aislados fue verificada mediante secuenciacion de genoma completo
realizada con el equipo Illumina MiSeq en el Instituto Tecnol6gico y de Energias
Renovables (ITER, Espafa). Para la amplificacion de los transcriptos de los genes se
emplearon oligonucledtidos y condiciones de reaccion descritas por Qin y
colaboradores, con algunas modificaciones. Como gen normalizador fue utilizado el
gen de la girasa. La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 25 uL. empleando
el kit Rotor-Gene SYBR Green PCR (Qiagen, USA) segun lo descrito por el
fabricante. Los parametros de ciclado fueron los siguientes: una desnaturalizacion
inicial a 95°C por 30s, seguida de 40 ciclosde 5sa 95 °C,30sa 60 °C, 30sa 72 °C.
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La especificidad de la amplificacion fue verificada mediante la realizacion de curvas

de fusion.
3.7.4 Cuantificacion relativa de genes

Para calcular la expresion relativa normalizada fue empleado el método de 2-44€T- Para
su célculo por una parte se obtienen las diferencias entre los valores promedios de Ct
del gen de interés y del gen de referencia en presencia del compuesto a evaluar (ACtg),
y por otra parte la diferencia entre los valores promedios de Ct del gen de interés y gen
de referencia bajo condiciones control (sin el compuesto) (ACtc). Los cambios en los

niveles de expresion se calculan mediante la siguiente formula:

Fold change = 2"24CT donde AACt = ACte — ACt. (58,60).

Tabla 2. Genes amplificados y su funcidn asociada al proceso de formacion de biofilm

Gen Funcion
‘Spa Adhesion

sdrD Adhesion

HIid Dispersion

agrA Dispersion

Cap5B Sintesis de polisacaridos capsulares

cap5C Sintesis de polisacaridos capsulares

3.8 Asuntos estadisticos

Los datos obtenidos fueron almacenados en bases de datos utilizando planillas
electronicas Excel (Microsoft Office 2013) y fueron procesados y analizados mediante

el software GraphPad.
3.9 Consideraciones éticas

El banco de compuestos puros naturales forma parte del trabajo de investigacion del
grupo del Dpto. de Fitoquimica de la FCQ y la busqueda de actividad inhibitoria de
biofilm no conlleva conflictos de interés respecto a los objetivos de la creacion dicho

banco.



En este estudio se emplearon aislados de S. aureus obtenidos de muestras
bioldgicas de pacientes que concurrieron a los laboratorios de microbiologia, de los
centros hospitalarios participantes de los proyectos marco. Los mismos cuentan
con aprobacion de comité cientifico y de ética del Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Salud, bajo los codigos P29/2011 y P12/2016, al igual que el presente
trabajo bajo cédigo P25/2019.

Los trabajos publicados a partir del presente estudio conllevaran el respeto de la
autoriay la posicion de acuerdo a la contribucion de cada investigador participante.
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4. RESULTADOS
4.1 Concentracion Inhibitoria Minima

La CIM de los diversos terpenos varié entre 5 mg/L y mayor a 20 mg/mL y se observa
un perfil de susceptibilidad diferente entre los clones ST30-t019 y ST5-t311. El aislado
ST30-t019 presentd mayor sensibilidad a los compuestos (—)-trans-cariofileno y (S)-
(-)- Limoneno, mientras que presentd una sensibilidad intermedia para (S)- cis-
verbenol, Linalool y (R)-Limoneno. En el caso del compuesto espatulenol su efecto
fue nulo sobre el crecimiento de la bacteria a 20 mg/mL, y debido a la poca solubilidad
del mismo no se pudieron analizar concentraciones superiores y evaluar su efecto sobre

el crecimiento bacteriano, por lo que se considera una CIM de > 20 mg/mL (Tabla 3).

En el caso del aislado ST5-t311, la mayor sensibilidad se registro para los compuestos
(S)- cis-verbenol y Linalool y una susceptibilidad intermedia a los isomeros (S)-
Limoneno y (R)-Limoneno. El nivel de resistencia mas elevado se observo con los
compuestos (—)-trans-cariofileno y espatulenol, cuya CIM fue establecida en > 20
mg/mL. Con la finalidad de emplear concentraciones subinhibitorias y evaluar su
efecto sobre el biofilm, los siguientes ensayos emplearon 500, 250 y 100 pg/mL de

terpeno.

Tabla 3. Concentraciones minimas inhibitorias de los compuestos terpénicos

Compuesto CMI (mg/mL

ST30-t019 ST5-t311
(S)-Limoneno 5 15
(R)-Limoneno 15 20
(-)-trans-cariofileno 5 >20
(S)- cis-verbenol 20 7,5
Linalool 20 7,5

Espatulenol >20 >20
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4.2 Formacion de biofilm en las cepas ST30-t019 y ST5-t311

Tanto el aislado ST30-t019 como ST5-t311 son capaces de formar biofilm. Como se
observa en la figura 6, en el que se presentan los valores de absorbancia obtenidos a
570 nm, el aislado ST5-t311 presenta una mayor capacidad de formar biofilm en las

condiciones ensayadas.
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Figura 6. Capacidad de formacién de biofilm de los aislados ST30-t019 y ST5-t311. Se presenta el
promedio de tres mediciones y la desviacion estandar. Prueba t de Student. * (p<0,05); ** (p<0,01) y
*** (p<0,001) indican significancia

4.3 Efecto de terpenos sobre la formacion de biofilm

El compuesto (S)-Limoneno indujo la formacion de biofilm en el aislado ST30-t019 a
500 pg/mL. A las demas concentraciones no se observo un efecto significativo en la
formacion de biofilm en este aislado. Para el aislado ST5-t311, si bien se observa una
reduccion similar en la capacidad de formar biofilm a las tres concentraciones testadas,
estas no resultan estadisticamente significativas respecto al control. El isomero (R)-

Limoneno no afectd la formacion de biofilm en ambos aislados a ninguna de las tres

concentraciones (Figura 7).
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Figura 7. A. Efecto de (S)-Limoneno sobre la formacion de biofilm en el aislado ST30-t019. B. Efecto
de (S)-Limoneno sobre la formacion de biofilm en el aislado ST5-t311. C. Efecto de (R)-Limoneno
sobre la formacion de biofilm en el aislado ST30-t019. D. Efecto de (R)-Limoneno sobre la formacion
de biofilm en el aislado ST5-t311. En cada caso, se presenta el promedio de tres mediciones y la
desviacion estandar. Se compara el efecto de cada concentracidn con respecto al control (Anova de un
factor, prueba post hoc de Dunnett) * (p<0,05); ** (p<0,01) y *** (p<0,001) indican significancia
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Se observo un efecto de induccion en la formacion de biofilm en ambos aislados con
el compuesto (S)-cis-verbenol. Los mayores efectos se observaron a las
concentraciones de 250 pg/mL para el aislado ST30-t019 y de 100 pg/mL para el
aislado ST5-t311. En este Ultimo aislado, a las concentraciones de 500 pg/mL y 250
pg/mL no se observo efecto sobre la formacion de biofilm (Figura 8).

En ambos aislados no se observé efecto significativo sobre el biofilm formado al
utilizar los compuestos (—)-trans-cariofileno (Figura 9) y espatulenol (Figura 10), a

ninguna de las tres concentraciones ensayadas.
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Figura 8. A. Efecto de (S)- cis-verbenol sobre la formacién de biofilm en el aislado ST30-t019. B. Efecto
de (S)- cis-verbenol sobre la formacion de biofilm en el aislado ST5-t311. En cada caso, se presenta el
promedio de tres mediciones y la desviacion estandar. Se compara el efecto de cada concentracion con
respecto al control (Anova de un factor, prueba post hoc de Dunnett) * (p<0,05); ** (p<0,01) y ***
(p<0,001) indican significancia
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Figura 9. A. Efecto de (—)-trans-cariofileno sobre la formacion de biofilm en el aislado ST30-t019. B.
Efecto de (—)-trans-cariofileno sobre la formacion de biofilm en el aislado ST5-t311. En cada caso, se
presenta el promedio de tres mediciones y la desviacion estandar. Se compara el efecto de cada
concentracion con respecto al control (Anova de un factor, prueba post hoc de Dunnett)

El Linalool incrementd significativamente la produccion de biofilm en ambos aislados.
La mayor capacidad inductora se observé a una concentracion de 500 pg/mL con el
aislado ST30-t019. Sin embargo, para el aislado ST5-t311 el mayor efecto fue
registrado empleando la menor concentracion (100 pg/mL), mientras que a 500 pg/mL
no se observaron cambios en la formacion del biofilm en este aislado (Figura 11)
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Figura 10. A. Efecto de espatulenol sobre la formacion de biofilm en el aislado ST30-t019. B. Efecto
de espatulenol sobre la formacion de biofilm en el aislado ST5-t311. En cada caso, se presenta el
promedio de tres mediciones y la desviacion estandar. Se compara el efecto de cada concentracion con
respecto al control (Anova de un factor, prueba post hoc de Dunnett)
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Figura 11. A. Efecto de linalool sobre la formacion de biofilm en el aislado ST30-t019. B. Efecto de
linalool sobre la formacién de biofilm en el aislado ST5-t311. En cada caso, se presenta el promedio
de tres mediciones y la desviacion estandar. Se compara el efecto de cada concentracion con respecto
al control (Anova de un factor, prueba post hoc de Dunnett) * (p<0,05); ** (p<0,01) y *** (p<0,001)
indican significancia



27

4.4 Concentracion Inhibitoria Minima para combinaciones de compuestos
sobre el aislado ST5-t311

El aislado ST5-t311 fue empleado en los ensayos para evaluar el efecto de
combinaciones de terpenos sobre el crecimiento bacteriano y la capacidad de formar
biofilm debido a que esta cepa formaba biofilm con mayor intensidad. Las
combinaciones que involucraban al compuesto (—)-trans-cariofileno, tanto con
Linalool como con (S)-(cis)-Verbenol, presentaron un efecto aditivo. Las
combinaciones restantes no tuvieron efecto sobre los valores de CIM con respecto a

los valores obtenidos con los compuestos individuales (Tabla 4)

Tabla 4 Concentraciones minimas inhibitorias de las combinaciones de compuestos terpénicos

Compuestos CIM (mg/mL) FIC . RS d_e,
A interaccion

(S)-(-)- Limoneno / Linalool 10 2 Indiferente
(S)-(—)- Limoneno / (S)-cis-Verbenol 7,5 1,5 Indiferente
(R)-(+)-Limoneno / Linalool 10 1,8 Indiferente
(R)-(+)-Limoneno / (S)-cis-Verbenol 10 1,8 Indiferente
(—)-trans-cariofileno / Linalool 5 0,9 Aditiva
(—)-trans-cariofileno (S)-cis-Verbenol 5 0,9 Aditiva

4.5 Efecto de combinaciones de terpenos sobre la formacion de biofilm del
aislado ST5-t311

Todas las combinaciones de terpenos inhibieron la formacion de biofilm. La
combinacion més efectiva resulto ser la que involucraba los compuestos Linalool y
(—)-trans-cariofileno. EI mayor efecto se observo a la concentracion de 500 pg/mL
para cada uno de los compuestos con una reduccién de la formacién de biofilm del
88% con respecto a la condicion control. A 250 pug/mL se observd una reduccion
similar, y para la concentracion de 100 pug/mL el efecto fue ligeramente menor en
comparacion a las concentraciones anteriores. La segunda combinacion mas efectiva
también incluia al compuesto (—)-trans-cariofileno, esta vez en conjunto con el (S)-
cis-Verbenol, que redujo la formacion de biofilm en una proporcion similar a la

combinacion anterior a las concentraciones de 500 y 250 pg/mL (86 y 87%,
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respectivamente) y tuvo un efecto menor a la concentracion de 100 pug/mL (65% de
inhibicidn) (Figura 12. Tabla 5)

Una reduccion similar en la capacidad de formar biofilm se obtuvo también para el
compuesto Linalool en sus combinaciones con (R)-(+)-Limoneno, con un porcentaje
de inhibicion del 84% para las concentraciones de 500 y 250 pg/mL de cada uno de
los compuestos, y con (S)-(-)-Limoneno, con una inhibicién del 80% a las mismas
concentraciones. A 100 pg/mL, ambas combinaciones redujeron la formacion de
biofilm en un 78% respecto al control.

Empleando el (S)-cis-Verbenol en sus combinaciones con los isomeros (R)-(+)-
Limoneno y (S)-(-)-Limoneno se obtuvo el menor efecto de inhibicion, siendo 57% el

menor porcentaje registrado.
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Figura 12. Efecto de combinaciones de terpenos sobre la formacion de biofilm en el aislado ST5-t311.
En cada caso, se presenta el promedio de tres mediciones y la desviacion estdndar. Se compara el efecto
de cada concentracion con respecto al control (Anova de un factor, prueba post hoc de Dunnett). *
(p<0,05); ** (p<0,01) y *** (p<0,001) indican significancia
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Tabla 5. Porcentajes de inhibicién de la formacion de biofilm empleando combinaciones de terpenos

Compuestos Concentracion  Porcentaje de Efecto
inhibicion inhibitorio

500 80,1 Elevado

(S)-(—)- Limoneno / Linalool 250 80,5 Elevado

100 78,1 Elevado

500 69,5 Bueno

(S)-(-)- Limoneno / (S)-cis-Verbenol 250 63,7 Bueno

100 57,1 Bueno

500 83,8 Elevado

(R)-(+)-Limoneno / Linalool 250 83,6 Elevado

100 77,9 Elevado

500 73,0 Elevado

(R)-(+)-Limoneno / (S)-cis-Verbenol 250 81,9 Elevado

100 77,0 Elevado

500 88,1 Elevado

(—)-trans-cariofileno / Linalool 250 86,6 Elevado

100 74,6 Elevado

500 85,9 Elevado

(—)-trans-cariofileno / (S)-cis-Verbenol 250 86,7 Elevado

100 65,0 Bueno

4.6 Estandarizacion de la amplificacion de genes asociados a formacion de
biofilm

Se logré la amplificacion de los 7 genes bajo las condiciones descritas en la seccion
de materiales y métodos. La especificidad de amplificacion se evalué mediante la
realizacién de curvas de fusién, que mostraron la ausencia de productos secundarios
de amplificacién. Los valores de Tm obtenidos experimentalmente corresponden a los
valores calculados tedricamente. Los graficos de las curvas de fusion obtenidos se

incluyen en el anexo.

4.7 Efecto de terpenos sobre expresion de genes asociados a formacion de
biofilm

Para comprender el mecanismo a través del cual ocurre la inhibicion, fue testada la
expresion de 6 genes relacionados a la formacion de biofilm en el aislado ST5-t311

cuando fue sometida a la combinacion de los compuestos Linalool y (—)-trans-
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cariofileno a una concentracién de 500 pg/mL para cada uno. También fueron testados
los compuestos individuales a la misma concentracion. Los valores de Cq obtenidos
asi como de expresion relativa normalizada se incluyen en el anexo. La amplificacion
del gen de la girasa utilizada como gen de referencia fue uniforme entre las distintas
condiciones, con un valor Ct promedio de 19,7 y una desviacién estandar de 0,89.

4.7.1 Genes asociados a la adhesion

En el caso del gen sdrD, su expresion aumentd 2 veces en comparacion a la condicion
control cuando el aislado fue tratada con el compuesto linalool. Sin embargo, se
observé una disminucién de 20 veces en su expresion cuando se utilizd soélo el

compuesto (—)-trans-cariofileno o la combinacion de ambos terpenos (Figura 20)
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Figura 13. Efecto de los terpenos Linalool, (—)-trans-cariofileno y su combinacién sobre la expresion
del gen sdrD. En cada caso, se presenta el promedio de tres mediciones y la desviacién estandar. Se
compara el efecto de cada concentracion con respecto al control (Anova de un factor, prueba post hoc
de Dunnett) * (p<0,05); ** (p<0,01) y *** (p<0,001) indican significancia. Lin: Linalol. TC: (-)-trans-
cariofileno.
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Ambos compuestos testados de manera individual, asi como su combinacién,
redujeron la expresion del gen spa. El linalool y (—)-trans-cariofileno empleados en
conjunto disminuyeron su expresion en 500 veces, mientras que de manera individual

la reduccion fue de 26 y 469 veces, respectivamente (Figura 21)
4.7.2 Genes asociados a dispersion

Para el gen hid, el tratamiento con linalool redujo la expresion de este gen en 4 veces
en comparacion a la condicion control. EI compuesto (—)-trans-cariofileno y su
combinacion con linalool, tuvieron un mayor efecto disminuyendo en mas de 900

veces la expresion del gen (Figura 22)

El compuesto linalool disminuy6 en mas de 4 veces la expresion del gen agrA. El (-)-
trans-cariofileno redujo en 16 veces dicha expresion, mientras que con el empleo de
la combinacion de compuestos se observo una reduccion de mas de 40 veces con

respecto al control (Figura 23)
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Figura 14. Efecto de los terpenos Linalool, (—)-trans-cariofileno y su combinacién sobre la expresion
del gen spa. En cada caso, se presenta el promedio de tres mediciones y la desviacion estandar. Se
compara el efecto de cada concentracion con respecto al control (Anova de un factor, prueba post hoc
de Dunnett) * (p<0,05); ** (p<0,01) y *** (p<0,001) indican significancia. Lin: Linalol. TC: (-)-trans-
cariofileno.
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Figura 15. Efecto de los terpenos Linalool, (—)-trans-cariofileno y su combinacién sobre la expresion
del gen hld. En cada caso, se presenta el promedio de tres mediciones y la desviacion estandar. Se
compara el efecto de cada concentracion con respecto al control (Anova de un factor, prueba post hoc
de Dunnett) * (p<0,05); ** (p<0,01) y *** (p<0,001) indican significancia. Lin: Linalol. TC: (-)-trans-
cariofileno.
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Figura 16. Efecto de los terpenos Linalool, (—)-trans-cariofileno y su combinacién sobre la expresion
del gen agrA. En cada caso, se presenta el promedio de tres mediciones y la desviacién estandar. Se
compara el efecto de cada concentracion con respecto al control (Anova de un factor, prueba post hoc
de Dunnett) * (p<0,05); ** (p<0,01) y *** (p<0,001) indican significancia. Lin: Linalol. TC: (-)-trans-
cariofileno.
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4.7.3 Genes asociados a la sintesis de polisacaridos capsulares

Todas las condiciones testadas incrementaron la expresion del gen cap5B. La
combinacién Linalool y (—)-trans-cariofileno incrementd su expresion en 1,2 veces
con respecto al control, mientras que de manera individual la incrementaron en més de

3,5y 2 veces, respectivamente (Figura 24)

La expresion del gen cap5C se incrementd en més de 10 veces luego del tratamiento
del aislado con linalol, en més de 6 veces con el compuesto (—)-trans-cariofileno y en

casi 3 veces empleando la combinacion de ambos compuestos (Figura 25)
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Figura 17. Efecto de los terpenos Linalool, (—)-trans-cariofileno y su combinacién sobre la expresion
del gen cap5B. Se compara el efecto de cada concentracion con respecto al control (Anova de un factor,
prueba post hoc de Dunnett) * (p<0,05); ** (p<0,01) y *** (p<0,001) indican significancia. Lin: Linalol.
TC: (-)-trans-cariofileno.
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Figura 18. Efecto de los terpenos Linalool, (—)-trans-cariofileno y su combinacién sobre la expresion
del gen cap5C. Se compara el efecto de cada concentracion con respecto al control (Anova de un factor,
prueba post hoc de Dunnett) * (p<0,05); ** (p<0,01) y *** (p<0,001) indican significancia. Lin: Linalol.
TC: (-)-trans-cariofileno.
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5. DISCUSION
5.1 Concentracion Inhibitoria Minima

Las CIM de los compuestos (S) y (R)-Limoneno, (S)-cis-Verbenol y Linalol para
ambos aislados y del compuesto (-)-trans-cariofileno para el aislado ST30-t019 fueron
determinadas dentro de un rango de entre 5y 20 mg/mL. Las CIM para el compuesto
espatulenol contra ambos aislados y el (-)-trans-cariofileno contra el aislado ST5-t311
solo pudieron establecerse como superiores a 20 mg/mL, debido a los limites de
solubilidad de los compuestos en el solvente utilizado. En base a los criterios
establecidos por diversos autores, segun los cuales un compuesto posee actividad
antimicrobiana interesante s6lo cuando la CIM obtenida es menor a 0,1 mg/mL, estos
resultados sefialan que los compuestos estudiados en este trabajo no poseen actividad
antimicrobiana. Este hecho resulta positivo desde el punto de vista de la basqueda de
compuestos inhibidores de biofilm porque disminuye la probabilidad de desarrollo de

fendmenos de resistencia (61,62).

El isomero (S)-(—)- Limoneno resultdé mas activo en la inhibicion del crecimiento
bacteriano en comparacion al (R)-(+)-Limoneno en ambos aislados. Las diferencias de
susceptibilidad para los estereoisdmeros del Limoneno se sefialaron previamente para
la cepa ATCC 12600 de S. aureus, siendo también el (S)-(—)- Limoneno el més activo,
con una CIM 3 veces menor a la del otro isomero. Estas diferencias entre isomeros
también se describen para otras especies bacterianas como E. coli, K. pneumoniae y
M. catarrhalis. En otro trabajo realizado por Chalchat y colaboradores, se registraron
CIM diferentes no sélo para los estereoisomeros del limoneno, con mayor actividad
también para el (S)-(—)- Limoneno, sino ademas para los isdbmeros del o y B pineno
frente a S. aureus y otros patdgenos. Estos hallazgos permiten postular que la

inhibicidn del crecimiento se daria a través de mecanismos estereoespecificos (63,64).

El aislado méas susceptible al (S)-(—)- Limoneno fue ST30-t019, con una CIM de 5
mg/mL; mientras que para el aislado ST5-t311 la CIM fue de 15 mg/mL. Van Vuuren
y colaboradores obtuvieron un valor de CIM de 4 mg/mL para este isdmero frente a S.
aureus, el cual resulta cercano al valor obtenido con la primera cepa mencionada. Para
el (R)-(+)-Limoneno el aislado ST30-t019 también resulto ser la mas susceptible, con

un valor de CIM de 15 mg/mL. Los autores mencionados anteriormente obtuvieron
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una CIM de 13 mg/mL contra la cepa ATCC 12600 de S. aureus para este compuesto
(63)

Para el (—)-trans-cariofileno, el menor valor de CIM obtenido (5 mg/mL)
correspondié nuevamente al aislado ST30-t019. En un estudio realizado por Rios y
colaboradores, en el que se evaluo la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Annona cherimolay de sus componentes mayoritarios, se obtuvo una CIM de 8
mg/mL para el (—)-trans-cariofileno testado contra la cepa ATCC 25213 de S. aureus
(65).

En el presente estudio el aislado ST5-t311, la mas sensible al compuesto (S)-cis-
Verbenol, present6 un valor de 7,5 mg/mL. En un trabajo realizado por Bobadilla y
colaboradores en el afio 2018 se obtuvo un valor de CIM de 8,6 mg/mL cuando fue
testado el (S)-cis-Verbenol contra un aislado clinico de SARM. Ademas se demostrd
la capacidad del compuesto de establecer sinergia con los antibidticos gentamicina y

amoxicilina (66).

Uno de los compuestos terpénicos con el que mas se ha ensayado la actividad
antimicrobiana es el Linalol. En el estudio realizado por Hada y colaboradores en el
que se evalud la actividad antimicrobiana de varios terpenos contra 34 aislados tanto
sensibles como resistentes a meticilina, se obtuvo una CIM mayor a 1 mg/mL para el
Linalol. En el trabajo realizado por Rios y colaboradores también fue testado el
compuesto Linalol, obteniéndose una CIM de 2 mg/mL tanto para S. aureus como para
otras especies bacterianas como E. coli, S. sonei y P. mirabilis. Las diferencias con
respecto a los valores obtenidos en este trabajo pueden obedecer a diversos factores
como los referentes a la metodologia utilizada, ya que se reportan valores mayores de
CIM cuando es utilizada la resazurina para evaluar el crecimiento bacteriano. También
las diferencias puede deberse a la variedad de aislados empleados en los diferentes
ensayos (65,67).

Para el espatulenol se obtuvieron concentraciones inhibitorias minimas de mas de 20
mg/mL con ambos aislados. Estos valores difieren de los reportados por Fernandes y
colaboradores en un trabajo publicado en 2015, donde registraron un valor de CIM

mayor a 200 pg/mL (68).
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Por lo general, los compuestos terpénicos oxigenados presentan una mayor actividad
antimicrobiana, mientras que los terpenos con cadena hidrocarbonada exclusiva con
frecuencia son menos activos. Si bien contra el aislado ST5-t311 los compuestos mas
activos fueron de tipo oxigenado, contrario a esto, para el aislado ST30-t019 los
compuestos méas activos resultaron el (S)-Limoneno y trans-cariofileno (compuestos
hidrocarbonados). Sin embargo, se reconoce que este tipo de terpenos es el menos
estudiado, por lo que la generalizacion enunciada podria tener excepciones como las
evidenciadas en este trabajo. Cabe resaltar también la importancia de comparar la
actividad de los terpenos bajo las mismas condiciones metodoldgicas, ya que se han
demostrado importantes diferencias entre los metodos de difusion en disco,
turbidimétricos y aquellos que emplean colorantes para evidenciar el crecimiento
bacteriano. Se debe considerar ademas la relevancia de la variabilidad propia de cada
cepa (61,69,70)

Ambos aislados demostraron distinta susceptibilidad frente a los diferentes terpenos
testados. También se han obtenido estas diferencias entre varias cepas del mismo
patdgeno en un estudio realizado por Hada y colaboradores, en el que se registraron
valores de CIM entre 512 y >1024 pg/mL para el sesquiterpeno (+)-nerolidol cuando
fue testado contra un grupo de 20 aislados clinicos de S. aureus resistentes a meticilina.
Para este mismo grupo de aislados, el rango de CIM obtenido con el compuesto
plaunotol fue de 16 a >1024 pg/mL. En otro estudio realizado por Kepa y
colaboradores con el compuesto fendlico acido caféico se obtuvieron resultados
similares en cuanto a diversidad en la susceptibilidad donde, con un grupo de 20
aislados clinicos de S. aureus y 3 cepas de referencia, se obtuvieron valores de CIM
entre 256 y 1024 pg/mL. Este comportamiento es analogo al que se da con respecto a
los antimicrobianos conocidos, donde aislados de la misma especie presentan diferente
sensibilidad frente a los mismos, debido a la variabilidad genética propia de cada cepa.
La mayor o menor susceptibilidad de las cepas frente a los terpenos testados brinda
nuevas posibilidades de estudio, con el fin de dilucidar cuales serian los mecanismos

implicados en S. aureus (67,71)

También fue evaluada la accion en conjunto de los terpenos para evidenciar posibles
interacciones sinérgicas. Varios estudios han testado interacciones entre terpenos

fenolicos con otros del mismo tipo o con monoterpenos alcoholicos, sin embargo son


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=K%26%23x00119%3Bpa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30105241
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pocos los estudios que se centran en la evaluacion de posibles efectos sinérgicos de
terpenos oxigenados con aquellos hidrocarbonados. Para evaluar las posibles
interacciones entre compuestos fue utilizado el indice de Concentracion Inhibitoria

Fraccional (FIC, Fractional inhibitory concentration) (57,70,72—74).

Las combinaciones del trans-cariofileno, tanto con el Linalol como con el (S)-cis-
Verbenol, fueron consideradas como con efecto aditivo. La demas combinaciones
testadas fueron establecidas como indiferentes. Si bien se esperaria efectos
antagonistas entre terpenos hidrocarbonados y oxigenados debido a diferencias en la
solubilidad, es importante resaltar que se postulan varios mecanismos a través de los
cuales pueden darse estas interacciones: inhibicién secuencial de la misma via
metabdlica, inhibicién de enzimas protectoras o disrupcion de la membrana por un

compuesto facilitando la entrada del otro (70,75-77).

Los reportes presentados en este trabajo constituyen los primeros sobre los efectos de
estas combinaciones de terpenos sobre la formacion de biofilm en S. aureus. Si bien
no han sido descritos los efectos de estas mismas combinaciones en otros estudios, si
se han evaluado los efectos de algunos de estos compuestos en combinacion con otros
diferentes a los aqui presentados. Se ha registrado por ejemplo que la adicion de
Linalol a ciertos aceites esenciales puede incrementar su potencial antimicrobiano.
También se ha descrito una interaccion sinérgica entre el limoneno y el 1,8-cineol
contra S. aureus. Otra combinacion que ha demostrado efecto sinérgico para este
patdgeno es geraniol/mentol. Interacciones de tipo aditivo se han registrado con las

combinaciones timol/carvacrol y cinnamaldehido/eugenol (63,78-81)
5.2 Efecto de terpenos sobre la formacion de biofilm

Ambos aislados testados en este estudio mostraron capacidad de formar biofilm segun
los resultados del ensayo en placa de poliestireno. Este hecho resulta alarmante dado
que estas cepas son responsables de aproximadamente el 90% de las infecciones
pediatricas causadas por este patdgeno en nuestro pais. Si bien ambos aislados
presentaron esta capacidad, el aislado ST5-t311 fue capaz de formar biofilm con mayor
intensidad. Esta capacidad diferencial de formar biofilm entre diferentes clones fue
evidenciada también por un estudio realizado por Espina y colaboradores en el afio

2015, en el que cuatro clones distintos formaron biofilm con diferente intensidad y sin
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correlacion con el lugar de aislamiento ni la presencia o ausencia de resistencia a
meticilina. En el trabajo citado también se registraron diferentes respuestas en cuanto
a la inhibicion de formacion de biofilm en las cuatro cepas cuando eran expuestas a la

accion de terpenos (32,82)

Se observo una induccion en la formacion de biofilm del aislado ST30-t019 a una
concentracion de 500 pug/mL de (S)-(—)- Limoneno. Todas las demas concentraciones
testadas de ambos isdmeros en ambos aislados no produjeron efectos significativos
sobre la produccion de biofilm. En un trabajo realizado por Kim y colaboradores en el
afio 2015 también fue registrada una induccion en el biofilm formado por P.
aureginosa cuando se enfrentd al Limoneno a una concentracion de 0,1% (v/v),
mientras que esta misma concentracién no tuvo efecto sobre la formacion de biofilm
en E. coli enterohemorréagica (EHEC). Sin embargo, otros trabajos demuestran su
potencial inhibidor de biofilm, como el realizado por Espina y colaboradores, en el
cual este compuesto fue capaz de inhibir la formacion de biofilm de cuatro clones
diferentes de S. aureus entre un 12 y 78%; o el llevado a cabo por Subramenium y
colaboradores, en el que el limoneno fue capaz de inhibir la formacion de biofilm
entre un 75y 95% en tres especies del género Streptococcus (pyogenes, mutans y mitis)
a una concentraciéon de 400 pug/mL. Se postula que este efecto podria deberse a su
capacidad para inhibir la adhesion inicial a superficies. También fue capaz de inhibir
la formacién de biofilm de C. albicans de una manera dependiente de la dosis y del
estadio del biofilm. El analisis protedbmico en este hongo sugiere que sus efectos

podrian deberse a la induccién de un dafio en la pared celular (82-85)

El compuesto (-)-trans-cariofileno no afectd significativamente la produccion de
biofilm en ambas cepas. En otros estudios se ha demostrado la capacidad de este

compuesto para inhibir la formacién de biofilm en S. mutans y P. intermedia (86,87)

El Linalol incremento significativamente la formacion de biofilm en ambos aislados.
Se han observado efectos diversos de este compuesto contra el biofilm formado por
varias especies bacterianas. El Linalol fue capaz de eliminar la formacion de biofilm
cuando fue utilizado a una concentracion de 3% (v/v) contra S. flexneri. También
redujo la formacion de biofilm de L. monocytogenes en mas del 50% a 0,5% (v/v) e
inhibid la formacién de biofilm y eliminé el biofilm ya formado por Acinetobacter
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baumannii, afectando capacidad de adhesion y el sistema quorum sensing. Sin
embargo, no afecto significativamente el biofilm formado por P. aeruginosa y E. coli
enterohemorragica (EHEC) (83,88-90)

Los datos obtenidos en este trabajo para los compuestos (S)-cis-Verbenol y espatulenol
constituyen los primeros reportes de sus efectos sobre la formacion de biofilm tanto

en S. aureus como en otras especies bacterianas.

En términos generales ninguno de los compuestos fue capaz de inhibir la formacion
de biofilm a ninguna de las concentraciones testadas, observandose incluso un efecto
inductor a determinadas dosis. Este efecto inductor ha sido observado también al
emplear aceites esenciales de hierbabuena, salvia y orégano en concentraciones
inferiores a la CIM contra S. aureus. Aceites esenciales de pimienta negra y mastranzo
registraron actividad antibiofilm a una concentracion de 1% (v/v), sin embargo al
reducir gradualmente esta concentracion se pierden los efectos inhibidores e incluso
se induce la formacién de biofilm. Papa y colaboradores sugieren, en base a estos
hallazgos, utilizar a los aceites esenciales con actividad anti-biofilm en condiciones en
las que no se reduzca su concentracion tales como en la desinfeccion de superficies o
en la aplicacion topica sobre piel 0 mucosas de seres humanos o animales, ya que su

dilucion podria provocar el efecto opuesto (91-93).

La actividad inductora de estos compuestos podria ser aprovechada en ciertos modelos
en los gque es deseable la formacion de biofilm, como en reactores biol6gicos para la
produccion de compuestos de importancia econdémica o para el tratamiento de aguas 0
desechos industriales. En este Gltimo caso, podrian aplicarse para inducir la formacion
de biofilm en organismos que no poseen esta capacidad pero que poseen excelentes
propiedades de biodegradacion, y de esta manera facilitar la separacion bacteriana del
efluente tratado, siempre realizando los ensayos necesarios para determinar las
concentraciones optimas a ser utilizadas segun el microorganismo, dados los efectos

variables observados (94,95)

Los aceites esenciales constituyen la mezcla de mas de 20 compuestos distintos, por
lo que cabe esperar que sus efectos puedan deberse no s6lo a un componente en
particular si no a la interaccion de varios de ellos. Por ejemplo, el aceite esencial de

pomelo resulté mas efectivo que su componente mayoritario (Limoneno) para inhibir
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la formacion de biofilm de P. aureginosa. De manera a evaluar posibles interacciones
sinérgicas sobre la formacion de biofilm de los compuestos incluidos en este trabajo,
fueron testadas las mismas combinaciones previamente evaluadas en el ensayo de
concentracion minima inhibitoria. Todas las combinaciones fueron capaces de inhibir
la formacidn de biofilm en un porcentaje superior al 50%, siendo la mas efectiva la
combinacion (-)-trans-cariofileno/Linalol con un porcentaje de inhibicion del 88% a
500 pg/mL. Esta combinacion ya ha demostrado su eficacia para inhibir la formacién
de biofilm en C. albicans a una concentracion de 0,005% (v/v) para cada compuesto
(96,97)

Estos compuestos también han sido testados en otras combinaciones. El (-)-trans-
cariofileno redujo en un porcentaje menor a 30% la formacion de biofilm en L.
monocytogenes y S. typhimurium a una concentracion de 117 y 133 pg/mL,
respectivamente. Sin embargo, los porcentajes de inhibicion superaron 50% cuando
fue utilizado en combinacién con cinamaldehido o eugenol en una proporcion 1:1 con
respecto a sus MIC. Por otra parte, el Linalol actio sinérgicamente con el a-
longipineno para reducir la formacion de biofilm en C. albicans. También se ha
descrito la capacidad del Linalol de inhibir el biofilm formado por S. flexneri cuando
fue combinado con el citral y el timol. Los mecanismos a través de los cuales se origina
este efecto sinérgico podrian ser similares a los ya descritos para la inhibicion del
crecimiento, siendo la facilitacion del ingreso de uno de los compuestos gracias a la
accion del segundo, uno de los mecanismos mas probables (88,97,98).

5.3 Efecto de terpenos sobre expresion de genes asociados a formacion de
biofilm

El estudio de expresion génica incluyo a 6 genes que fueron analizados en presencia
de Linalol y (-)-trans-cariofileno de manera individual, a una concentracion de 500
pMg/mL; y también en presencia de la combinacién de ambos compuestos en una

proporcion 1:1 a la misma concentracion.

El compuesto Linalol aumentd la expresion del gen sdrD, mientras que el (-)-trans-
cariofileno y la combinacion de compuestos redujeron su expresion. Se ha demostrado
que este gen media la adherencia de S. aureus a las células epiteliales nasales humanas

y otras células mediante su union a la glicoproteina desmogleina 1. Considerando que
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este gen codifica una proteina que participa en la etapa de adhesion inicial a superficies
0 a la matriz extracelular de las células del huésped, su sobrexpresion concuerda con
lo observado en el ensayo de inhibicion de biofilm dado el potencial inductor
demostrado por el compuesto Linalol. Ya que el (-)-trans-cariofileno pudo reducir de
manera individual la expresién del gen puede atribuirse principalmente a este
compuesto el efecto supresor sobre este gen; sin embargo, esta reduccion no fue
suficiente para afectar la formacion de biofilm del aislado. Recién cuando fue
combinado con el linalol fue afectada la capacidad de formar biofilm. En un trabajo
realizado por Kong y colaboradores en el 2018 se evaluo el efecto de un derivado de
benzimidazol sobre la formacion de biofilm y sobre la expresion de genes asociados
en S. aureus, observando un potencial inhibidor y una disminucién de la expresién
principalmente en genes asociados a la etapa de adhesion, entre ellos genes sdr. La
capacidad de reducir la expresion de este gen es una caracteristica importante, ya que
se ha demostrado su participacion en la evasion de la accion del sistema inmune innato,
contribuyendo asi a aumentar la supervivencia del patégeno en sangre y tejidos durante
las infecciones (40,46,99)

Las tres condiciones testadas fueron capaces de reducir la expresion del gen spa,
siendo la combinacion la que produjo una reduccién mayor, seguida del (-)-trans-
cariofileno, y por ultimo del Linalol. La proteina A, codificada por este gen, participa
también en la evasion de la respuesta inmune del huésped mediante la union a la region
Fc de la inmunoglobulina 1gG. Su rol en el biofilm ha sido demostrado empleando
cepas mutantes carentes de este gen, que redujeron significativamente su capacidad de
formar biofilm. Se presume que cumple un papel en la adhesion inicial; sin embargo

su mecanismo de participacion no ha sido completamente dilucidado (40,100).

El sistema de quorum sensing agr controla la expresion de alrededor de 200 factores
de virulencia a través de la produccion del denominado péptido autoinducido (AIP).
También cumple un rol fundamental en la etapa de dispersion de biofilm; su expresion
es necesaria para la liberacion de las células bacterianas permitiendo asi la infeccién
de nuevos tejidos. Por lo tanto, en etapas tempranas debe encontrase suprimida dicha
expresion hasta alcanzar la maduracion del biofilm formado. Los principales efectores
de este sistema agr sobre la estructura del biofilm son las modulinas solubles en fenol

(PSM, phenol-soluble modulin). Estos péptidos poseen una estructura anfipatica y
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tienen una accidn surfactante, responsable de la generacion de canales y la liberacion
de celulas del biofilm. Una de las modulinas mas importantes de este grupo es la 8-
hemolisina, codificada por el gen hld. Dada la implicancia directa que tiene la
sobreexpresion de este sistema en la inhibicion de la formacion de biofilm, podria
constituir un blanco para la de accion de nuevos compuestos anti-biofilm. Sin embargo
en este trabajo, tanto la expresion del gen agrA como del gen hld se vieron reducidas
tras el tratamiento con los compuestos tanto de manera individual como en
combinacion. Para el gen agrA se observo una mayor reduccion de la expresion del
gen al emplear la combinacién de compuestos. Sin embargo, para el gen hld el
compuesto (-)-trans-cariofileno present6 el mayor efecto, incluso superior al de la
combinacion, por lo que puede atribuirse principalmente a este compuesto la accién
sobre este gen y un cierto efecto antagénico al Linalol. Si bien, se esperaria un
incremento en la expresion de estos genes, al menos al emplear la combinacion de
compuestos dada la inhibicion del biofilm observada, este resultado podria indicar que
la afectacion del sistema agr no seria el mecanismo implicado en el efecto de esta
combinacion de compuestos. Mas bien, la reduccion en la expresion de estos genes
podria indicar una accion compensatoria dada la reduccién de la capacidad de formar
biofilm a través de otro mecanismo. Esta disminucion de la formacion de biofilm sin
afectar el sistema quroum sensing agr podria ser un cualidad extremadamente
deseable, ya que su induccion podria ocasionar el incremento en la produccion de
toxinas tales como las hemolisinas o la leucocidina de Panton-Valentine. Otra
posibilidad seria que el efecto de la combinacion se deba a un bloqueo del paso desde
etapas tempranas del biofilm hacia la maduracion del mismo, minimizando asi su
dispersion (44,101-105)

El locus cap5 esta implicado en la produccion de polisacéaridos capsulares, que son
componentes de la pared celular que protegen a la bacteria contra la fagocitosis y que
aumentan la virulencia del patégeno. Sin embargo, también pueden ser reconocidos
por anticuerpos especificos facilitando su eliminacion. En este trabajo, todas las
condiciones testadas indujeron la expresion de los genes cap5B y cap5C. El efecto fue
mayor para el compuesto Linalol, seguido del (-)-trans-cariofileno, mientras que para
la combinacién de compuestos, si bien se observé también un incremento en la

expresion, el efecto fue menor. Salimena y colaboradores han observado una
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correlacion negativa entre la produccion de polisacéridos capsulares y la intensidad
del biofilm formado. Sin embargo estos resultados parecen contrarios a los obtenidos
en este trabajo, en donde la combinacion de compuestos, que inhibié de manera mas
efectiva el biofilm, fue la que presentd los niveles de expresion mas bajos en
comparacion a los de los compuestos individuales. Sin embargo, es importante
mencionar que el estudio realizado por Salimena evalud la produccion de los
polisacaridos mientras que en este trabajo sélo fueron medidos los niveles de expresion
de algunos genes relacionados, que podrian no traducirse en la misma intensidad de
produccion. Es importante considerar el efecto de estos compuestos sobre estos genes
ya que una disminucién de la expresion de polisacéridos capsulares esta asociada a la

persistencia de las infecciones (106,107)

En base a los perfiles de expresion génica observados se podria postular que la
combinacion de compuestos Linalol/(-)-trans-cariofileno inhibe la formacion de
biofilm a través de la supresion de la expresion de proteinas asociadas a la etapa de
adhesion, y que podria originarse una respuesta compensatoria del sistema agr para
contrarrestar este efecto inhibidor. Por tanto, dada la complejidad del fenémeno de
formacion de biofilm es de nuestro interés en un futuro proximo investigar el perfil de
expresion de otros genes también implicados en este proceso para tener

aproximaciones mas finas respecto al mecanismo de accion.

Este trabajo presenta datos valiosos sobre el efecto de terpenos, tanto en forma
individual como en combinaciones, en la formacion de biofilm por S. aureus;
permitiendo ofrecer soluciones frente a las dificultades que implica el tratamiento de
los biofilms bacterianos.
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6. CONCLUSION

Las combinaciones de terpenos inhibieron la formacion de biofilm en ambos clones
SARM analizados, siendo la combinacién (-)-trans-cariofileno/Linalol la mas
efectiva. Mientras que no se observd efecto inhibitorio en compuestos individuales.
Tanto las combinaciones como los compuestos individuales no afectaron el

crecimiento bacteriano.

La combinacidn (-)-trans-cariofileno/Linalol disminuy6 los niveles de expresion tanto
de los genes sdrD y spa, implicados en la etapa de adhesién, como de los genes agrA
y hld , asociados al sistema de quorum sensing; mientras que indujo la expresion de

los genes cap5B y cap5C, que participan en la sintesis de polisacaridos capsulares.
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8. ANEXO

Gen sdrD

Compuesto

Control
Linalool
Trans-
cariofileno
Linalool —
Trans-
cariofileno

Gen spa

Compuesto

Control
Linalool
Trans-
cariofileno
Linalool —
Trans-
cariofileno

Gen hld

Compuesto

Control
Linalool
Trans-
cariofileno
Linalool —
Trans-
cariofileno

Valores Cq
promedio
ayr sdrD
19,86 21,41
19,41 20,39
19,32 25,82
20,04 27,11
Valores Cq
promedio
gyr spa
19,86 15.01
19,41 19.85
19,32 24.01
20,04 25.68
Valores Cq
promedio
ayr hid
19,86 10.50
19,41 14,17
19,32 21,18
20,04 21,72

Expresion
normalizada

2,11
0,98

6,50

7,07

Expresion
normalizada

-4,30
0,43

4,70

5,63

Expresion
normalizada

-8,81
-5,24

1,86

1,68

Expresion
relativa

normalizada

1,00
-1,13

4,39

4,96

Expresion
relativa
normalizada

1,00
4,73

9,00

9,93

Expresion
relativa
normalizada

1,00
3,57

10,67

10,49

55

Fold
change

1,00
2,22

0,05

0,05

Fold
change

1,001
0,039

0,002

0,002

Fold
change

1,00
0,2346

0,0007

0,0011



Gen agrA

Compuesto

Control
Linalool
Trans-
cariofileno
Linalool —
Trans-
cariofileno

Gen cap5SB

Compuesto

Control
Linalool
Trans-
cariofileno
Linalool —
Trans-
cariofileno

Gen cap5C

Compuesto

Control
Linalool
Trans-
cariofileno
Linalool —
Trans-
cariofileno

Valores Cq
promedio
gyr agrA
19,86 16,23
19,41 18,57
19,32 20,45
20,04 22,66
Valores Cq
promedio
gyr Cap5B
19,86 23,15
19,41 21,59
19,32 22,01
20,04 24,20
Valores Cq
promedio
gyr cap5C
19,86 25,57
19,41 22,40
19,32 23,05
20,04 25,14

Expresion
normalizada

-3,071
-0,847

1,138

2,616

Expresion
normalizada

3,84
2,18
2,69

3,51

Expresion

normalizada

6,27
2,98

3,74

5,10

Expresion
relativa
normalizada

1,02
2,223

4,208

5,686

Expresion
relativa
normalizada

1,00
-1,66

-1,15

-0,33

Expresion
relativa
normalizada

1,00
-3,29

-2,53

-1,17

56

Fold
change

1,00
0,222

0,062

0,022

Fold
change

1,00
3,51

2,28

1,28

Fold
change

1,04
10,93

6,29

2,95
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