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RESUMEN

Campylobacter jejuni es el principal agente etiol6gico de la gastroenteritis infecciosa
humana en el mundo. Afecta a todas las personas, aunque los nifios, ancianos y personas
inmunocomprometidas, son mas susceptibles. Causa diarrea, vomito y fiebre y en algunos casos,
desencadena complicaciones neurolégicas. Estos microorganismos se comunican e interactlan
mediante quorum sensing (QS), coordinando su crecimiento y activando genes implicados en la
expresion de factores de virulencia como formacidn de biopeliculas, motilidad y adherencia. EI QS
puede bloquearse a partir del quorum quenching (QQ), atenuando dichos factores. Entre los
candidatos a QQ se encuentra la fucosa y otras sustancias fucosiladas, debido a que han demostrado
actuar como quimioatrayentes y receptores de adhesion para C. jejuni. En contraparte, existen
reportes de que la fucosa puede ser utilizada como fuente de carbono del patdgeno, promoviendo
su crecimiento. En esta tesis se estudio el efecto de la presencia de fucoidan, oligosacaridos de
fucoidan (OFuc) y fucosa sobre el crecimiento, formacion de biopeliculas, motilidad y adhesion de
C. jejuni. Los OFuc se obtuvieron mediante hidrolisis acida controlada; sus espectros de infrarrojo
mostraron gran similitud con los del fucoidan, evidenciando la disminucion de grupos sulfato. El
tamanfo coloidal del fucoidan fue de 750 £ 42 nm y el de los OFuc de 757+ 68 nm. El fucoidan
presento carga superficial de -66.6 + 0.5 mV, en cambio, la carga de los OFuc fue de -44.5 + 10.4
mV. No se observo efecto en el crecimiento de C. jejuni en presencia de diferentes concentraciones
(5-100 pg/mL) de fucosa u OFuc, mientras que el fucoidan disminuy6 la tasa de velocidad de
crecimiento del patdgeno, a concentraciones mayores a 25 pg/mL. Todas las curvas de crecimiento
se ajustaron a un modelo de crecimiento exponencial. La formacion de biopeliculas fue atenuada
en presencia de fucoidan y OFuc en modo concentracion dependiente, lo mismo que la adherencia
del patdgeno. Por otro lado, la presencia de los compuestos fucosilados no tuvo efecto en los
fenotipos de motilidad del patégeno (swimming, swarming y fitness) ni a ninguna de las
concentraciones (5-100 pg/mL) de las moléculas estudiadas. Estos resultados son un indicio de que
el fucoidan y los OFuc podrian estar modulando procesos de QS en C. jejuni. Sin embargo, se

requiere de mayores estudios para probarlo.

Palabras clave: Campylobacter jejuni, virulencia, biopeliculas, quorum sensing, compuestos

fucosilados.
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ABSTRACT

Campylobacter jejuni is the main etiological agent of human infectious gastroenteritis in
the world. It affects all people, although children, the elderly, and immunocompromised people are
more susceptible. It causes diarrhea, vomiting, and fever, and in some cases, triggers neurological
complications. These bacteria communicate and interact through quorum sensing (QS),
coordinating their growth and activating genes involved in the expression of virulence factors such
as biofilm formation, motility, and adherence. QS can be blocked from quorum quenching (QQ),
mitigating these virulence factors. Among the QQ candidates are fucose and other fucosylated
substances, since they have been shown to act as chemo-attractants and adhesion receptors for C.
jejuni. On the other hand, there are reports that fucose can be used as a carbon source for the
pathogen, promoting its growth. The effect of the presence of fucoidan, fucoidan oligosaccharides
(OFuc) and fucose on the growth, biofilm formation, motility, and adhesion of C. jejuni were
evaluated in this thesis. The OFuc were obtained by controlled acid hydrolysis; their infrared
spectra showed great similarity with those of fucoidan, showing the decrease of sulfate groups. The
particle size of the fucoidan was 750 £ 42 nm and that of the OFuc was 757 + 68 nm. The fucoidan
presented surface charge of -66.6 = 0.5 mV, while the charge of the OFuc was -44.5 £ 10.4 mV.
No effect was observed on the growth of C. jejuni in the presence of different concentrations (5-
100 pg/mL) of fucose or OFuc, while fucoidan decreased the growth rate of the pathogen at
concentrations greater than 25 pg/mL. All growth curves were fitted to an exponential growth
model, using GraphPad Prism software. Biofilm formation was attenuated in the presence of
fucoidan and OFuc in a concentration-dependent manner, as was pathogen adherence. On the other
hand, there was no effect on the motility phenotypes of the pathogen (swimming, swarming and
fitness) neither in the controls nor at any of the concentrations (5-100 pg/mL) of the studied
molecules. These results are an indication that fucoidan and OFuc could be modulating QS

processes in C. jejuni. However, further studies are required to prove it.

Key words: Campylobacter jejuni, virulence factors, biofilms, quorum sensing, fucosylated

compounds
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1. INTRODUCCION

Campylobacter jejuni es el principal agente etiologico de la gastroenteritis infecciosa
humana a nivel mundial. Produce la enfermedad denominada campilobacteriosis que, en la mayoria
de los casos, presenta una duracion de 3 a 6 dias, en los cuales, la rehidratacion es determinante
para la recuperacion del paciente. A pesar de estos cuidados, la infeccion puede complicarse
derivando en enfermedades como colecistitis, pancreatitis, peritonitis y hemorragia gastrointestinal
(OMS, 2018). También pueden presentarse complicaciones neuroldgicas, como los sindromes de
Guillain-Barré y Miller Fisher (Kaakoush et al., 2015a; Igwaran y Okoh, 2019). Este patdgeno
forma biopeliculas en superficies abioticas y en los alimentos contaminados; dichas biopeliculas,
le permiten sobrevivir en ambientes hostiles, mientras puede ingresar a los organismos que infectan
(Reeser et al., 2007). Una vez dentro del organismo humano, C. jejuni se adhiere a los enterocitos
del yeyuno y del ileon, como primer mecanismo de infeccidn. La bacteria cuenta con un sistema
sensor de moléculas quimioatrayentes y de uno a dos flagelos polares moviles, que lo dirigen hacia
los sitios de infeccion; la fucosa acta como molécula quimiotrayente (Dwivedi et al., 2016). Una
vez que alcanza yeyuno e ileon, C. jejuni se adhiere al intestino, a través de un biorreconocimiento
bioquimico establecido por sus adhesinas superficiales, que reconocen receptores moleculares
localizados en la superficie de la membrana plasmatica de los enterocitos. En C. jejuni, se han
documentado adhesinas que reconocen proteinas y otras que reconocen carbohidratos complejos o
glicanos, entre los que se encuentran moléculas fucosiladas (Mahdavi et al., 2014). La formacién
de biopeliculas y los mecanismos de virulencia de C. jejuni, estan ligados a los sistemas de quorum
sensing (QS) de la bacteria. EI QS es un conjunto de sistemas de comunicacion célula — célula, que
permiten la regulacion de la expresion génica bacteriana en respuesta a la densidad celular. EI QS
puede controlarse en presencia de moléculas especificas (efecto quorum quenching, QQ) afectando
la comunicacion bacteria-bacteria y, para el caso especifico de este trabajo, modulando la
formacion de biopeliculas y los factores de virulencia de C. jejuni. Una molécula candidata para el
QQ es la fucosa, que, para el caso del patdgeno en estudio, ha demostrado interferir con la
formacion de biopeliculas, actuar como quimioatrayente y ser reconocida por las adhesinas tipo
lectina FlaA (en inglés, major flagella subunit protein) y MOMP (en inglés, outer membrane

protein), ubicadas en la superficie del patdgeno (Ruiz-Palacios et al. 2003; Mahdavi et al., 2014).
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Una fuente natural de fucosa es el fucoidan de las algas pardas, es por ello que el objetivo de este
trabajo fue determinar el efecto del fucoidan y sus oligosacaridos en la supervivencia y factores de

virulencia asociados a quorum sensing en Campylobacter jejuni.

14



2. ANTECEDENTES

2.1. Campylobacter jejuni

2.1.1. Caracteristicas Generales

El orden Campylobacterales esta constituido por las familias Campylobacteraceae, Nautiliaceae,
Hydrogenimonaceae y Helicobacteraceae; pertenece a la clase Epsilonproteobacterias, filo de
Proteobacterias (Vandamme et al., 2005; Lastovica et al., 2014). El género de Campylobacter (del
griego, bacilo curvo), esta compuesto por bacterias Gram-negativas, caracterizadas por su
morfologia bacilar delgada, curva o en espiral, con dimensiones que varian entre 0.2 a 0.8 um de
ancho y 0.5 a 5 um de largo, dependiendo de la especie (Keener et al., 2004). Algunas especies
son moviles, debido a la presencia de uno o dos flagelos bipolares. Como excepciones se
encuentran C. showae, que es multiflagelada y C. gracilis y C. hominis que carecen de flagelo y
por tanto son inmaviles (Lastovica et al., 2014; Bolton, 2015; Kaakoush et al., 2015b).

Existe controversia respecto al numero de especies dentro del género de Campylobacter.
Inicialmente, este género fue clasificado como Vibrio spp. por formar bacilos en espiral. Los
avances en la secuenciacién del gen 16S ARN ribosomal y los analisis filogenéticos, reorganizaron
la taxonomia de Campylobacter obteniendo su clasificacion actual (Fonseca et al., 2016). Lastovica
et al. (2014), declaran que el género de Campylobacter comprende 20 especies y 11 subespecies.
Otros autores describen 16 especies y 6 subespecies (On, 2001). Clasificaciones mas recientes
establecen que el género Campylobacter contiene 26 especies y 9 subespecies. De estas, 12 se
consideran patogenas, las mas importantes son C. jejuni, C. coli, C. fetus, C. upsaliensis, C.
concisus, C. curvus y C. lari (Bhunia, 2018).

C. jejuni es un patdgeno entérico comunmente identificado en alimentos y agua contaminados.
Segun las estadisticas de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se encuentra entre las cuatro
principales causas de diarrea y es la principal causante de gastroenteritis a nivel mundial (OMS,

2018). Es una especie termdfila, que crece entre 37 y 42 °C (Keener et al., 2004). Sin embargo,
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existe evidencia de que puede sobrevivir a temperaturas de congelacion (Kim et al., 2017). Por otro
lado, es capaz de crecer en un rango de pH de 4.9 a 9.0, siendo el rango 6ptimo un pH de 6.5a 7.5
(Keener et al., 2004).

C. jejuni es una bacteria movil, microaeroéfila, zoonotica y termofila, que no esporula. Su forma
caracteristica es la de un bacilo delgado y curvo (Figura 1), aunque también se describen formas
de S, espirales y cocoides. La forma cocoide se observa en cultivos viejos o en condiciones de
estrés (Vandamme et al., 2005; Silva et al., 2011). Esta bacteria mide entre 0.5y 5 um de longitud
con un didmetro entre 0.2 y 0.5 um (Vandamme et al., 2005); cuenta con uno o dos flagelos polares
que le dan movilidad y le permiten adherirse al intestino delgado (Igwaran y Okoh, 2019). Requiere
una atmosfera especial de 5% de O, 10% de CO2 y 85% de N2 para crecer en condiciones de
laboratorio (Vandamme et al., 2005). Es un microorganismo ureasa negativo, oxidasa y catalasa
positivos. Su principal fuente de energia son los aminoacidos. Puede hidrolizar hipurato, indoxilo,
acetato y reduce nitratos. Sin embargo, no puede oxidar o fermentar carbohidratos (Vandamme et
al., 2005).

Figura 1. Imagen de microscopio electronico de barrido (SEM) de Campylobacter jejuni. Fuente:
Carr (2011).

Algunas cepas de C. jejuni presentan resistencia a antibiéticos betalactamicos de amplio espectro
como las cefalosporinas, ampicilina, carbenicilina y piperacilina. Ademas, la mayoria de las cepas
son resistentes a la cefalotina y a las fluoroquinolonas (Keener et al., 2004; Webb et al., 2018).
Este patdgeno es ampliamente adaptable a diferentes condiciones ambientales, pero es sensible al

oxigeno y a la deshidratacion (Keener et al., 2004).
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2.1.2. Etiologia, Incidencia e Importancia Economica

Campylobacter jejuni se transmite por zoonosis y por via fecal-oral; los animales infectados y sus
productos (carne, leche) son la principal via de transmision. Las aves son el reservorio principal y,
por tanto, el mayor problema se presenta por consumo de pollo contaminado. El agua y los
alimentos contaminados por heces o por manipuladores de alimentos portadores del patdgeno,
también pueden ser una via de transmision. La transmision de humano a humano es inusual
(Acheson y Allos, 2001; OMS, 2018). C. jejuni es la especie responsable del 95% de los brotes
epidémicos y esporadicos de campilobacteriosis (Bhunia, 2018). La dosis minima infectiva de C.
jejuni es de 360 UFC. El sintoma de diarrea puede presentarse en una dosis de 800 UFC (Kaakoush
et al., 2015a).

C. jejuni es la causa mas comun de gastroenteritis aguda en lactantes e infantes menores de 2 afos,
tanto en México como en el mundo (Larrosa-Haro et al., 2010). Sin embargo, la tasa de infeccion
varia por pais y por regién debido a diferencias en el grado de industrializacion, en la
susceptibilidad, practicas higiénicas y alimentarias de cada poblacion y, en la disponibilidad de
reservorios naturales para el patoégeno. Las metodologias de deteccion, el alcance del perfil de caso
estudiado y la rigurosidad de los protocolos de control, también influyen en las estadisticas
reportadas (Kaakoush et al., 2015a).

La infeccidn por C. jejuni tiene gran importancia econdémica, tanto por la incapacidad temporal que
provoca y gue se Ve reflejada en ausentismo escolar y laboral, como por las pérdidas economicas
debidas al retiro de alimentos contaminados (Bolton, 2015). En Meéxico, Zaidi et al. (2012)
demostraron una contaminacion significativa con C. jejuni, en carne de pollo y res; también
encontraron contaminacion de ensaladas listas para consumir. Una preocupacion adicional es el
aumento en la resistencia a antibioticos observado en las especies de Campylobacter,
especialmente a la ciprofloxacina (Zaidi et al., 2012). La suma de estos hechos revela la necesidad

de encontrar alternativas para el control de la infeccién por C. jejuni.
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2.1.3. Patogenia en Humanos

La infeccion por C. jejuni se caracteriza por diarrea aguda, frecuentemente sanguinolenta, fiebre y
dolor abdominal (Acheson y Allos, 2001). Normalmente, la enfermedad tiene una duracion de 3 a
6 dias, siendo la hidratacion constante el tratamiento méas frecuente. Sin embargo, debe darse un
seguimiento puntual a la evolucion del paciente, ya que algunos de estos, pueden desarrollar
complicaciones como colecistitis, pancreatitis, peritonitis y hemorragia gastrointestinal masiva. En
estos casos se recomienda tratamiento con antibi6ticos (Acheson y Allos, 2001; OMS, 2018). Un
reducido nimero de pacientes presenta complicaciones extraintestinales que derivan en meningitis,
endocarditis, artritis reactiva, osteomielitis y sepsis neonatal (Acheson y Allos, 2001). La
complicacién neurologica mas importante desencadenada por C. jejuni es el sindrome de Guillain-
Barré (Igwaran y Okoh, 2019). Debido a lo anterior, es importante conocer los mecanismos de
infeccion y virulencia de este patdgeno. En este sentido, los fenomenos de colonizacion, adhesion,
invasion y produccion de toxinas, asi como la glicosilacion, y la motilidad mediada por flagelos,

estan muy relacionados con la patogenicidad de C. jejuni (Lastovica et al., 2014).

2.1.4. Proceso de Infeccion y Mecanismos de Virulencia

La patogenicidad de Campylobacter se basa en la expresion de diferentes factores de virulencia de
naturaleza variable, relacionados con factores intrinsecos (genéticos) y extrinsecos, como ciertas
situaciones de estrés (Igwaran y Okoh, 2019). La infeccién por este patdgeno esta mediada por
mecanismos de adherencia, colonizacidn, invasion y produccion de toxinas. Ademas, C. jejuni es
la Unica bacteria conocida al momento, capaz de utilizar la N-glicosilacion de su flagelo, para
unirse a mas de 30 proteinas de las células epiteliales del hospedero (Lastovica et al., 2014).
Actualmente existen investigaciones que han demostrado la capacidad de C. jejuni para adherirse
y colonizar una serie de lineas celulares cultivadas in vitro (Wang et al., 2015; John et al., 2017).

Los factores determinantes de la virulencia de C. jejuni, incluyen quimiotaxis, motilidad mediada

por flagelo, adherencia bacteriana a la mucosa intestinal, produccidn de enterotoxinas y citotoxinas,
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ademas de la regulacion de la captacion de hierro (Silva et al., 2011; Perez-Perez y Kienesberger,
2013).

Los flagelos de Campylobacter le permiten una rapida motilidad (Fonseca et al., 2016). En C.
jejuni, el flagelo responde a quimiotaxis, actuando como sensor para aminoacidos, &cidos grasos
de cadena corta y otros componentes presentes en el microambiente. Tanto la quimiotaxis como la
proteina flagelina, dirigen a la bacteria al sitio de colonizacion facilitando la invasion de la célula
hospedera (Bolton, 2015; Igwaran y Okoh, 2019). Campylobacter utiliza el mecanismo de
quimiotaxis para localizar quimioatrayentes primarios como mucinas que son el constituyente
principal de la mucosa intestinal. En la mucina humana y en la superficie de las células epiteliales,
puede encontrarse L-fucosa, la cual es el unico quimioatrayente tipo carbohidrato para C. jejuni
(Dwivedi et al., 2016). Otros quimioatrayentes descritos son sustratos metabolicos como: a-
cetoglutamato, L-aspartato, L-asparagina, L-cisteina, L-glutamato, piruvato, L-serina (Bolton,
2015). Asimismo, se ha demostrado que C. jejuni se une a estructuras fucosiladas (Ruiz-Palacios
et al., 2003; Day et al., 2009) y esta union es inhibida por estructuras que contienen fucosa, como
los oligosacaridos de la leche humana (Ruiz-Palacios et al., 2003).

El flagelo de C. jejuni estd compuesto por dos flagelinas homdlogas, FlaA y FlaB. La flagelina
principal, FlaA, es la responsable de la adherencia, colonizacion del tracto gastrointestinal e
invasion de las células hospederas. El flagelo también secreta al antigeno invasivo de C. jejuni
(Cia) que se exporta hasta el citosol de las células hospederas. Esto facilita la unién del patégeno
jugando un papel importante en la adhesion e invasion a las células hospederas, en la secrecion de
proteinas, la auto aglutinacion y en la formacion de biopeliculas (Lastovica et al., 2014; Fonseca
et al., 2016).

La adhesidn bacteriana es el primer paso de la infeccion; C. jejuni se une a las células epiteliales
por medio de adhesinas expresadas en la superficie del patogeno (Bolton, 2015). Esto desencadena
una serie de eventos patogénicos, que incluyen la invasion intracelular, translocacion a través de la
barrera intestinal, interaccion con las células inmunes e induccién de dafio a los tejidos del
hospedador (Kaakoush et al., 2015b). Las principales adhesinas de C. jejuni, involucradas en la
adhesién son JIpA y CadF; CadF reconoce a fibronectina mientras que JIpA se une a la proteina de
choque térmico Hsp 90 (Bolton, 2015; (Kaakoush et al., 2015b). Después de la adhesion se lleva a
cabo el proceso de invasion, el cual ain no ha sido completamente elucidado. Algunas

investigaciones sugieren que C. jejuni induce la apertura de la membrana, seguido de la entrada a
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la célula hospedera, primero con su punta flagelar y luego por el extremo flagelar opuesto (O
Crdinin y Backert, 2012).

Existen tres tipos principales de reconocimientos adhesina-receptor: las interacciones proteina-
proteina, hidrofobina-proteina y lectina-carbohidrato (Abraham et al., 2015). Esta Gltima, se
encuentra especialmente presente en bacterias patdgenas Gram-negativas. Los patégenos expresan
adhesinas tipo lectina que reconocen receptores celulares como primer paso de la infeccion
(Tiralongo y Moran, 2010; Abraham et al., 2015). Las lectinas son proteinas que reconocen
glicanos de manera especifica. Al igual que otras proteinas de union a carbohidratos, las lectinas
se unen a sus ligandos mediante una red de puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobicas,
estableciendo interacciones reversibles (Sharon y Lis, 2007).

Ruiz-Palacios et al. (2003) han demostrado que la adhesina CA-A de Campylobacter jejuni
reconoce fucosa. También existe evidencia de que FlaA y MOPs se unen a fucosa (Mahdavi et al.,
2014). Otros estudios indican que estructuras fucosiladas presentes en los glicanos de la leche
humana, pueden inhibir la adhesion. Con base a lo anterior, resulta factible que pueden
desarrollarse agentes anti-adhesivos, para prevenir o controlar infecciones (Tiralongo y Moran,
2010).

2.2.3. Produccion de Biopeliculas en Campylobacter jejuni

C. jejuni forma biopeliculas en superficies abidticas y en la superficie de alimentos contaminados.
Este mecanismo de proteccion le permite sobrevivir a diferentes condiciones de estrés ambiental,
como el estrés oxidativo mediado por la tension del O, atmosférico, manteniéndolo viable hasta
que pueda infectar al organismo vivo (Bronnec et al., 2016). Por ello, la formacion de peliculas de
C. jejuni se considera como un factor de virulencia. Lo mismo ocurre con otros patégenos como
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae y Escherichia coli enteropatogena (Bronnec
et al., 2016; Dwivedi et al., 2016).

Las biopeliculas son capas multicelulares de bacterias incrustadas en una matriz de sustancias
poliméricas extracelulares. En C. jejuni forma biopeliculas adheridas a superficies solidas,

peliculas en superficies liquidas o agregados que flotan en cultivos liquidos (Joshua et al., 2006).
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Hasta el momento, no hay evidencia concluyente de formacion de biopeliculas en el intestino
durante la infeccion. Esto se justifica debido a las observaciones de que no hay produccion de
biopeliculas cuando el microorganismo contiene todos los nutrientes necesarios para su
crecimiento. Por ejemplo, medios ricos en nutrientes, como los caldos Brucella y Bolton, inhiben
la formacion de biopeliculas (Reeser et al., 2007), mientras que la presencia de materiales
organicos Yy la bioincrustacion inducen su formacion (Brown et al., 2014). La exposicion a altas
temperaturas y la tension de oxigeno también inducen la formacion de biopelicula (Reeser et al.,
2007).

La adhesion y formacion de biopeliculas de C. jejuni a superficies abioticas involucra estructuras
altamente glicosiladas (Sulaeman et al., 2012). Por ello, se ha observado que algunos carbohidratos
interfieren con la formacion de biopeliculas en las superficies; por ejemplo, la L-fucosa (Dwivedi
et al., 2016). Asimismo, se ha demostrado que la formacion de biopeliculas de C. jejuni esta
mediada por el mecanismo de quorum sensing, gracias a las investigaciones realizadas en el gen
luxS de C. jejuni, donde se confirmé que mutantes deficientes de este gen presentaron una

reduccion en la produccion de biopeliculas (Simunovié et al., 2020).

2.3. Mecanismos de Comunicacion en Campylobacter jejuni Relacionados con Factores de

Virulencia

2.3.1. Quorum Sensing en Campylobacter jejuni

Ademas de adaptarse al ambiente que las rodea, las bacterias tienen la capacidad de establecer
comunicacion entre las células de su especie, regulando sus respuestas fisiologicas en base a la
densidad o concentracion de dichas células circundantes (Elvers y Park, 2002). Este mecanismo de
comunicacion célula-célula se conoce como quorum sensing (QS). EI QS implica la sintesis,
secrecion y deteccion de moléculas de sefializacidn extracelulares, denominadas autoinductores
(Al) (Papenfort y Bassler, 2016). EI fendmeno se presenta cuando la bacteria alcanza un umbral de

densidad celular, y, por ende, un umbral de moléculas de sefializacion. En este momento, los Al se
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unen a proteinas especificas de la superficie bacteriana, induciendo una cascada de sefializacion
que da como resultado un cambio coordinado en sus perfiles de expresion genética. Entre los
procesos bacterianos, regulados por QS se encuentran: bioluminiscencia, expresion de factores de
virulencia, esporulacién, produccién de antibidticos, movilidad, competencia, conjugacion,
produccion de metabolitos secundarios y la formacion de biopeliculas (Castillo-Juarez et al., 2015;
Papenfort y Bassler, 2016).

En las bacterias Gram-negativas, los Al son mayoritariamente N-acil homoserin lactonas (N-AHL
0 sus derivados), y se denominan Al-1. Estos interaccionan con receptores especificos
membranales o citoplasmaticos, para desencadenar una respuesta celular, mediante la regulacién
de la expresion génica (Galloway et al., 2011). Al activarse el QS se estimula también un aumento
en la sintesis de Al-1s, estableciéndose un ciclo continuo de sefializacion, que promueve la
expresion génica sincrénica en la poblacion bacteriana (Papenfort y Bassler, 2016; Subramani y
Jayaprakashvel, 2019; Simunovi¢ et al., 2020). Otro tipo de autoinductores son los Al-2,
sintetizados por la enzima S-ribosilhomocisteina liasa (LuxS). Los Al-2 funcionan como sefial
universal para mediar la comunicacion entre la misma especie y entre otras especies (Bassler,
2002). Sin embargo, la estructura molecular de las Al-2 también puede ser especie-especifica vy,
por tanto, las sefiales que emiten estas moléculas resultan en lenguajes bioquimicos especificos
para cada especie. Este hecho complica la comprension y elucidacion de los mecanismos de QS
(Teren et al., 2019).

Los estudios de QS en C. jejuni son limitados y en algunos casos, contradictorios. Elvers y Park
(2002) involucraron por primera vez al sistema LuxS, utilizando Al-2 como molécula sefal,
relacionandola con la expresion de algunos factores de virulencia. Por otro lado, Moorhead y
Griffiths (2011) aislaron un homdlogo de Al-1 en las cepas C. jejuni 81-176 y C. jejuni cl1
(aisladas en carne de pollo). Los andlisis de espectrometria de masas confirmaron la presencia del
anillo de homoserinlactona (estructura tipica de Al-1), pero sin el residuo N-acilado. Esta molécula
se denomino cjA; cuando se aisla y afiade a cultivos de C. jejuni tiene un impacto significativo en
la formacion de biopeliculas y en la expresion de los factores de virulencia del patdgeno. Esto
implica que tanto autoinductores Al-1 como Al-2 pueden estar actuando en el QS de C. jejuni.

La produccion de Al-2 en Campylobacter se describi6 primero para C. jejuni NCTC 11168 y hasta
la fecha, se ha demostrado para otras 14 especies de Campylobacter spp. (Golz et al., 2012). Sin

embargo, no se ha detectado en C. lari, C. peloridis y C. insulaenigrae. En C. jejuni se ha
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demostrado que el nivel de Al-2 aumenta en el sobrenadante durante la fase tardia de crecimiento
exponencial y disminuye durante la entrada a la fase estacionaria (Cloak et al., 2002; Quinones et
al., 2009).

2.3.1.1. Regulacion de Factores de Virulencia Mediada por Quorum Sensing. Los procesos de
patogénesis de C. jejuni dependen de la expresion de factores de virulencia, regulados por
mecanismos de QS (Zhang y Li, 2016). Existe evidencia de la intervencion del sistema LuxS/Al-
en la regulacién de la expresién de genes en C. jejuni, relacionados con la motilidad,
autoaglutinacion, expresion de la toxina distorsionadora citoletal, sintesis de flagelos, estrés
oxidativo y colonizacion de la bacteria en animales (Elvers et al., 2002; Plummer et al., 2011;
Reeser et al., 2007). Plummer (2012) y Simunovi¢ et al. (2020) demostraron que mutantes de C.
jejuni deficientes en luxS forman biopeliculas mas débiles, tienen menor motilidad, y mayor
sensibilidad al estrés oxidativo y, ademas, presentan menor adherencia e invasion a células de la
linea Caco-2. Al estudiar estos mutantes in vivo, observaron una menor colonizacion en el intestino
de pollos y animales de laboratorio, en comparacion con las bacterias silvestres. En el caso de la
adhesion, el efecto dependio de la temperatura de la temperatura de incubacion. Otros estudios
relacionan la respuesta mediada por Al-2 al medio ambiente en el que se encuentra el patdégeno
(Teren etal., 2019). Debido a lo anterior, es importante realizar investigacion complementaria para

contribuir a la comprension de este fenémeno.

2.3.2. Quorum Quenching Dirigido a Campylobacter jejuni

El quorum quenching (QQ) se define como el proceso de inhibicion del mecanismo de quorum
sensing en las comunidades bacterianas (Turan y Engin, 2018). En Pseudomonas aeruginosa se
han reportado algunos inhibidores del QS, como las lactonasas/acilasas, que degradan a los Al-1,
ademas de moléculas analogas a los autoinductores, que bloquean las sefiales (Lesic et al., 2007).
Por otro lado, en Vibrio harveyi, la presencia de furanonas bromadas bloquea los tres canales del
sistema de QS (Defoirdt et al., 2007).
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Respecto a C. jejuni, Castillo et al. (2015) demostraron que el galato de epigalocatequina (EGCG),
un compuesto extraido del té verde, inhibe la motilidad de la bacteria, disminuyendo la capacidad
infectiva de C. jejuni, (Rodrigues et al., 2016). Por otro lado, complejos de inclusion de resveratrol-
hidroxipropil-y-ciclodextrina (IC) inhiben la formacion de biopeliculas y promueven la dispersion
de C. jejuni. Otros compuestos inhibidores son las furanonas bromadas, derivadas del alga Delisea
pulchra y del té verde (Castillo et al., 2015). Aunque estas resultan menos efectivas que las
furanonas sintéticas y no han sido probadas en C. jejuni (Castillo et al., 2014). Por otro lado, Bezek
et al. (2016), observaron una reduccion en la formacién de biopelicula y adherencia de C. jejuni,
en presencia de extractos de la planta Euodia ruticarpa y Simunovié (2020), demostraron que los
extractos de Sedum rosea (Rodhiola) inhiben en un 96 %, la adherencia de C. jejuni a superficies
de poliestireno y reducen su motilidad.

2.3.2.1. Fucosa como Elementos del Quorum Quenching. Algunas investigaciones muestran que
la L-fucosa puede actuar inhibiendo el QS en Pseudomona aeruginosa. Kandasamy et al. (2015)
probaron que la presencia de fucosa obtenida a partir de polisacaridos de Ascophyllum nodosum
mejoré la supervivencia de Caenorhabditis elegans infectado con P. aeruginosa PA14,
disminuyendo, ademas, la capacidad de formacion de biopeliculas y la motilidad del patégeno. Por
otro lado, Johansson et al. (2008) y Sommer et al. (2018), demostraron que la L-fucosa bloguea la
adhesina tipo lectina LecB (antiguamente conocida como PA-IL y PA-IIL) de P. aeruginosa, la
cual se encuentra regulada por QS. Esta adhesina, regula la adherencia y formacion de biopeliculas,
por lo cual se logré bloquear eficazmente la formacion de biopelicula de P. aeruginosa in vitro.

Existen muy pocos estudios que relacionan a la fucosa como elemento de QQ en Campylobacter
jejuni. Dwivedi et al. (2016) demostraron que la utilizacion de L-fucosa, con una concentracion de
25 mM en caldo MH, reduce en un 50%, la formacion de biopeliculas en superficies de borosilicato.
Sin embargo, al ser la fucosa, el Unico carbohidrato quimioatrayente de C. jejuni y al expresar este
patogeno adhesinas que lo reconocen, es posible suponer que la presencia de fucosa pueda modular

a los mecanismos de QS.
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2.4. Fucoidan como Fuente de Fucosa para Modular Factores de Virulencia Asociados con

Quorum Sensing

2.4.1. Fuente y Caracteristicas Estructurales del Fucoidan

El fucoidan es un heteropolisacarido sulfatado de alta masa molecular, constituido principalmente
por fucosa, que pueden encontrarse unidos por enlaces a. (I — 2). Este polisacarido es un
constituyente de la pared celular de las algas pardas de la clase Phaeophyceae y tambien se
encuentra en algunos tejidos de equinodermos, como los erizos de mar (Jiao et al., 2011; Fitton et
al., 2015). Algunos de los residuos de fucosa pueden estar sulfatados (SOz’) en el C-2 0 C-4,y
raramente en C-3; el grado de sulfatacion depende del fucoidan de cada especie; esta modificacion
le imparte a la molécula de fucoidan una carga negativa (Ale et al., 2011). Otros monosacaridos
presentes en la molécula pueden ser galactosas unidas a las fucosas mediante enlaces (1 — 6) y
ramificaciones con manosas, unidas mediante enlace 3 (1 — 2) (Ale et al., 2011; Jiao et al., 2011).
Ademas, pueden estar presentes glucosa, acido glucurénico y xilosa. Es importe mencionar que
todos estos monosacaridos se encuentran en proporciones muy pequefias y que su presencia y
concentracion depende de la especie de alga de donde se extraiga (Van Weelden et al., 2019).

En la actualidad el interés por el fucoidan se ha centrado en sus propiedades bioactivas, tales como,
sus efectos anticoagulantes, antivirales, antinflamatorias, antitumorales, inmunomoduladoras y
antioxidantes y antiinflamatorias (Fitton et al., 2019). En este estudio, nos concentraremos en otras
actividades menos estudiadas como la capacidad de modular el QS. Las principales fuentes
comerciales de fucoidan son las algas Laminaria digitata, L. clustoni y Ascophyllum nodosum.
Otras fuentes que estan en continuo estudio son Macrocystis pyrifera, Himanthalia lorea,
Cladosiphon okamuranus, Adenocystis utricularis, Sargassum stenophyllum, Sargassum
linifolium, Fucus versiculosus y F. spirales (Jiao et al., 2011). En este estudio nos concentraremos

en el fucoidan de A. nodosum por ser una de las fuentes mas disponibles.
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3. HIPOTESIS

El fucoidan y sus oligosacaridos modulan la supervivencia y factores de virulencia de

Campylobacter jejuni.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar el efecto del fucoidan y sus oligosacéridos en la supervivencia y factores de virulencia

asociados a quorum sensing en Campylobacter jejuni.

4.2. Objetivos Especificos

Obtener oligosacéaridos a partir de fucoidan de Ascophyllum nodosum mediante hidrdlisis acida
controlada y caracterizarlos por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier y
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) y dispersion dinamica de la luz (DLS).

Determinar el efecto del fucoidan y sus oligosacaridos, en el crecimiento de Campylobacter jejuni
ATCC 43442.

Evaluar el efecto de la presencia de fucoidan y sus oligosacaridos en la formacién de biopeliculas
Evaluar el efecto de la presencia de fucoidan y sus oligosacéaridos sobre la adherencia y motilidad

de Campylobacter jejuni.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

La cepa utilizada en el presente estudio fue Campylobacter jejuni subsp. jejuni (ATCC 43442)
aislada de heces de humano, la cual se obtuvo de American Type Culture Colection (ATCC). El
fucoidan de Ascophyllum nodosum se adquirié de Carbosynth Ltd (United Kingdom). Los caldos
Brucella y Muller-Hinton (MH) para el cultivo de C. jejuni se obtuvieron de Becton, Dickinson &
Company (BD) (Franklin Lakes, NJ, EUA). El sistema generador de gas, las bolsas CampyGen,
anaerogen Y los clips de sellado para el cultivo de C. jejuni, se adquirieron en Hardy diagnostics
(Santa Maria, CA, EUA). El resto de los reactivos utilizados fueron de grado reactivo obteniéndose

de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), a menos que se especifique lo contrario.

5.2. Preparacion de Oligosacaridos de Fucoidan

Los oligosacaridos de fucoidan (OFuc) se prepararon de acuerdo al método de Oliveira et al.
(2017), con algunas modificaciones. Se afiadieron 2 mL de HCI 0.03 N a 40 mg de fucoidan de A.
nodosum, agitando en intervalos de 2 min en vortex con velocidad moderada, hasta su completa
disolucion. La mezcla se incub6 a 100 °C durante 3 h en bafio maria con agitacion continua. Al
término de este periodo se detuvo la reaccion trasladando los tubos a hielo con sal, durante 10 min
y neutralizando con NaOH 0.01 N. En seguida se centrifugd (Costar, mini centrifuge, DC, USA) a
5585 x g durante 20 min a 25 °C para obtener el sobrenadante, éste se congel6 a -40 °C durante 30
h, se liofiliz6 (Virtis Benchop, Modelo 2312, NY, EUA) a -54 °C durante 48 h y se guardd a 4°C
hasta su andlisis (Sandoval-Larios, 2021). El precipitado se almacend para reutilizarlo
posteriormente; el sobrenadante conteniendo la mezcla de oligosacaridos, se caracterizé como se

describe a continuacion.
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5.2.1. Caracterizacion de Fucoidan y sus Oligosacaridos por Dispersion Dindmica de la Luz

Se aplico el principio de dispersion dindmica de la luz para obtener el tamafio de particula y la
carga superficial del fucoidan y de sus oligosacaridos, utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS 90
(Malvern instruments Ltd., Malvern UK). Se prepararon concentraciones de 1 mg/mL en agua
desionizada. Las mediciones se hicieron por triplicado a 25 °C, utilizando los programas
computacionales del equipo y verificando la calidad de la medicién. Para el tamafio se determind
el diametro en nandmetros y el indice de polidispersidad, mientras que la estimacion de la carga
superficial se obtuvo utilizando la ecuacion de Smoluchowski para determinar la potencial zeta (()

expresado en mV; para este caso, el equipo realizé 100 corridas (observaciones) por réplica.

A continuacion, se muestra la ecuacion de Smoluchowski:

at oX

IP(X,t) 8 {(P(X,t))BZ{X)+88 [kBT ]}
X X

—P(X,t)
mry m

Donde siendo F(X)=-V'(X)=8,V(X) |a fuerza debida al potencial V(X), ks la constante de
Boltzmann, m la masa de la particulay T la temperatura del bafio. Con todo ello, se tiene la ecuacion

de Smoluchowski para la evolucién temporal de la densidad de probabilidad P(X,t).
5.2.2. Analisis de Espectroscopia FTIR-ATR

El fucoidan y sus oligosacaridos se caracterizaron por espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier con reflexién total atenuada (FTIR-ATR), utilizando un espectroscopio
Cary 630 FTIR (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Se utiliz6 un rango espectral de 4000 a 650
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cm con una resolucion de 4 cm™. Se tomaron tres lecturas independientes para cada tratamiento
programando al aparato para que realizara 40 corridas por réplica. Los valores de las absorbancias
obtenidas en cada réplica se registraron en el programa Excel (Microsoft, Office, EUA) obteniendo
el promedio de las mediciones para posteriormente obtener los espectros de cada tratamiento
graficando nimero de onda (cm™) contra absorbancia (unidades arbitrarias), utilizando el software
SigmaPlot version 11.0 (Systat, software, Inc., San José, CA, USA).

5.3. Cultivo de Campylobacter jejuni

La cepa de Campylobacter jejuni (ATCC 43442) se sembro en caldo Brucella (Franklin Lakes, NJ,
EUA). Después, se incubo a 37 °C durante 48 h en condiciones de microaerobiosis (10% CO., 5%
02, 85% N) de acuerdo con Lartiga-Fattah, (2017). Para crear la atmdsfera adecuada se empled
un sistema generador de gas, bolsas de cierre hermético CampyGen, anaerogen y clips de sellado
para el cultivo de C. jejuni (Santa Maria, CA, EUA).

Para los ensayos de movilidad, adhesion y produccion de biopeliculas, las células bacterianas de
Campylobacter jejuni, se recuperaron centrifugando a 3500 rpm durante 10 min a 25 °C y
posteriormente se lavaron dos veces con solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS; pH 7.4 +
0.2 M). En seguida, la cepa se suspendié en PBS ajustando la absorbancia a 600 nm a valores de

0.5 0 0.6, dependiendo del experimento.

5.4. Establecimiento de las Condiciones de Crecimiento de Campylobacter jejuni

Para seleccionar las mejores condiciones de crecimiento de Campylobacter jejuni se siguié el
procedimiento reportado por Dos Santos-Eduardo (2007) utilizando placas de crecimiento de 96
pozos (Corning Costar, USA). Para minimizar las inconsistencias debidas a variaciones en la
absorbancia de las microplacas, Gnicamente se utilizaron aquellas que presentaran una absorbancia

menor o igual a 0.01 en el rango de 600 a 620 nm. El disefio del experimento para determinar la
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cinética de crecimiento de C. jejuni se presenta en la Figura 2. Se escogieron los medios Brucella
y Mueller Hilton desgasificados, utilizado tratamientos con y sin 0.5% de cisteina, como reductor
de oxigeno. Ademas, se afiadio una pelicula plastica a las placas, para conservar la anaerobiosis.

Se probaron diferentes indculos (1x 10%-1x108 UFC/mL), preparados a partir de un cultivo de 72 h
de crecimiento en medio Brucella a 37 °C en condiciones de microaerobiosis (10% CO», 5% Oy,
85% N>). El experimento se llevé a cabo en lector de microplacas Anthos Zenyth 340st (Anthos
Labtee Instruments, Alcobendas, Madrid) a 37 °C, durante 96 h. El equipo se programd para
determinar la absorbancia cada 30 min, con una agitacion cada 20 s, con el propoésito de
homogenizar al medio. La cinética se realiz6 por triplicado con 28 observaciones por réplica
(Figura 2). Las absorbancias de cada cinética se registraron en el programa Excel (Microsoft,
Office, EUA) obteniendo la media y desviacion estandar de las mediciones para posteriormente

graficar las cineticas. Los datos obtenidos se analizaron en el programa GraphPad Prism.

Cinética de crecimiento de Campylobacter jejuni

Preparar Cisteina 0.5% Configurar el equipo para medir a 620 nm a 37° C, ¢/30

min, con movimientos ¢/20 s. Tiempo de medicion 96 h.
Todas las operaciones se haran en campana de flujo
laminar. La placa se cubrira con una pelicula adherente

+ Agregar 30 pL de C. jejuni
Agregar 5 mL de cisteina a y 270 pL de caldo de
50 mL de caldo en estudio

— estudio en los pozos de especial para conservar la anaerobiosis.
+ tratamiento o 300 pL de
Desgacificar caldo y PBS caldo en los pozos control
(30 min, maxima potencia) Calgo  Caldo de
‘ ) de caumvo 2‘:::::‘; CcC+ CCCys +
' y 270 pL de caldo de ) ) . o
y estudio + cisteina en los eide B A SN -
Centrifugar a 3,500 rpm | pozos de tratamiento o @00 00000000
poﬂ?m-" 300 pL de caldo en los 90 00000000
Lavar dos veces con e ¢ @ @ { . . ‘ . . . . .
’omLfePBS |, Agregar 300 pL de PBS a 00 00000000
Resuspender en 1 mL 109, POROS: Diaco E @ @ O ) . . . . . . . .
colocarlo en microtubo ()
: 000000000000
conctlnet:z::;nuzae oD @ @ v “ . . . . . ‘ . .
0.6 600-650 nm res QHOIOIO ( O OO00O0
+

Colocar en microtubo

Figura 2. Disefio de experimento para determinar la cinética de crecimiento de C. jejuni.
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5.5. Efecto del Fucoidan y sus Oligosacéaridos en el Crecimiento de Campylobacter jejuni

Para determinar el efecto de la presencia de fucosa, fucoidan y sus oligosacaridos sobre el
crecimiento de C. jejuni se escogié el medio, in6culo y mejores condiciones (con o sin cisteina)
donde se registré mayor crecimiento del patdgeno. Se probaron, diferentes concentraciones (100,
50, 25, 10y 5 pg/mL) de cada compuesto fucosilado y se compararon con sus controles.

Las cinéticas de crecimiento se realizaron en medio Brucella a 37 °C en condiciones de
microaerobiosis (10% CO2, 5% Oz, 85% Ny), utilizando microtubos de 200 uL (CRMGIobe Int.,
MX) por 48 h. Cada hora se tomo un determinado microtubo y se realizaron las mediciones a 620
nm (Anthos Labtee Instruments, Alcobendas, Madrid). El disefio del experimento se presenta en la

Figura 3. Los datos obtenidos se analizaron en el programa GraphPad Prism.

Efecto de adicion de fucoidan y sus oligosacaridos sobre la cinética de crecimiento
de Campylobacter jejuni

Solubilizar el fucoidan o
OFuc en caldo Brucella

Resuspender en 1 mL
colocarlo en microtubo

} Colocar los microtubos en una bolsa generadora de
l Llevar a una atmosfera (GasPack) para conservar la anaerobiosis.
Filtrar caldo con membrana concentracion de OD Realizar 5 diluciones (100, 50, 25, 10, 5 pL) del
(0.22 pm) 0.6 600-650 nm carbohidrato de estudio y el caldo Brucella. Realizar cada

Realizar diluciones

|

Tomar la bacteria, ponerla

en tubo Falcon estéril

‘
Centrifugar a 3,500 rpm
por 10 min

v

Lavar dos veces con

10 mL de PBS

—

4

Colocar en microtubo

|
Agregar 20 pL de C. jejuni
y 180 pL de caldo de
estudio los microtubos o
200 pL de caldo en el
control

}

Agregar 20 pL de C. jejuni
y 180 pL de caldo de
estudio + carbohidrato de
estudio en los pozos de
tratamiento o 200 pL de
caldo en los pozos control

dilucién por duplicado.

A\

QO e
N ANY
—1 Mg 3
= 1

|

Figura 3. Disefio de experimento para determinar efecto de la adicion de fucoidan y sus
oligosacaridos sobre la cinética de crecimiento de C. jejuni.
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5.6. Efecto de Fucoidan y sus Oligosacaridos Sobre Factores de Virulencia de Campylobacter

jejuni Relacionados con Quorum Sensing

5.6.1. Ensayo de Formacion de Biopeliculas y su Caracterizacion

El ensayo de formacion de peliculas se partié de cultivos individuales de C. jejuni en medio MH o
en medio Brucella, incubados durante 72 h a 37 °C. Se recuperé el paquete celular mediante
centrifugacion a 3500 rpm por 10 min a 25 °C y se resuspendio en solucion salina amortiguadora
de fosfatos (PBS 0.1 M; pH 7.4 + 0.2) ajustando a 0.5 DOsoonm. Después, 300 pL de esta suspension
bacteriana fueron transferidos a placas de poliestireno de 24 pozos (Corning) conteniendo 2700 pL
de medio Brucella suplementado con las diferentes concentraciones de fucosa, fucoidan y sus
oligosacaridos OFuc (100, 50, 25, 10 0 5 pg/mL). Las placas se incubaron a 37 °C en condiciones
de microaerobiosis y aerobiosis durante 48 h, manteniendo las condiciones de esterilidad. Como
control se utiliz6 medio sin compuestos fucosilados.

Las células no adheridas (planctonicas) se removieron junto con el medio y los pozos se lavaron
dos veces con 3000 uL de agua desionizada esteril. Posteriormente, las placas se secaron a 55 °C
por 15 min, se adicionaron 3000 uL de cristal violeta 0.1% (p/v) y se incubaron por 5 min a 25 °C.
El cristal violeta no unido fue eliminado mediante dos lavados con agua desionizada estéril. El
cristal violeta adherido, fue decolorado con una solucion 80% etanol-20 % acetona (v/v) y las
biopeliculas fueron recuperadas. Para determinar la formacion de biopeliculas, se tomaron 200 uL
de la solucién removida que fueron colocados en una placa de 96 pozos para medir la absorbancia
a 620 nm con una agitacién baja por 60 s (Reeser et al., 2007). El disefio del experimento para

determinar la formacion de biopelicula de C. jejuni se presenta en la Figura 4.
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Figura 4. Disefio de experimento para ensayos de formacion de biopelicula de C. jejuni.

Las biopeliculas se caracterizaron mediante FTIR-ATR de acuerdo a la metodologia anteriormente
descrita y se compararon con los espectros de las bacterias planctonicas. La morfologia de las
biopeliculas se analizé en un microscopio electrénico de barrido JEOL (JSM-7600, Tokio, Japon).
Las mediciones de las muestras se hicieron dentro de una lectura de 80 s y las areas promedio
escaneadas fueron de 1500 mm?. Previo al analisis, las muestras se recubrieron con una placa

conductora de oro/paladio. El andlisis se realizo por duplicado.

5.6.2. Ensayos de Movilidad Bacteriana

El efecto del fucoidan y sus oligosacaridos sobre la motilidad bacteriana se evaluo en placas Petri
con medio Brucella y MH semisolido al que se agregaron las mismas concentraciones de fucosa,
fucoidan o sus fucooligosacaridos probadas en los otros estudios (100, 50, 25, 10 0 5 pg/mL). Se
prepararon las placas de acuerdo al disefio experimental presentado en el Cuadro 1. Posteriormente,
una alicuota de 1 uL de suspension de cultivo bacteriano de Campylobacter fue inoculada en el
centro de cada placa. Las placas Petri se incubaron por 24 y 48 h a 37 °C bajo condiciones de

microaerobiosis (Elver y Park, 2002). El fenotipo de motilidad de la bacteria fue determinado
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midiendo el desplazamiento de la colonia sobre la superficie del agar comparandose con agares
control (bacteria sin compuestos fucosilados) y con controles positivos obtenidos de otras bacterias

que presentan movilidad.

Cuadro 1. Condiciones para la evaluacion de fenotipos de movilidad en C. jejuni.

Ensayo d?arggp'(ﬂ /S) Medio de cultivo Fundamento
Movimiento individual de las bacterias en
Swimming 0.3 Brucella MH medio liquido impulsado por la rotacion
del flagelo.
Movimiento mediante la formacién de
pelicula de crecimiento que se extiende a
Swarming 0.7 Brucella MH partir de las colonias y en algunos casos
las bacterias pueden ser filamentosas y
flageladas.
Capacidad de supervivencia y replicacion
Fitness 0.8 Brucella (1X) MH (1X) tras la disminucion de nutrientes del
medio.
Estandar 1.5 Brucella MH Condiciones estandar de crecimiento.

5.6.3. Ensayo de Adhesién

La hidrofobicidad superficial de Campylobacter jejuni se determiné utilizando la técnica MATH
(Microbial Adhesion to Hydrocarbons) segln Zoueki et al. (2010). La concentracion bacteriana se
ajusto a 0.5 DOsoonm con PBS 10 mM, pH 7.4, (Anthos Zenyth 340st, Anthos Labtee Instruments,
Alcobendas, Madrid). Posteriormente se prepararon los diferentes tratamientos. Se tomo su
absorbancia inicial a 600 nm, y se afiadié un volumen igual de p-xileno. Se agité en vortex por
90 sy seincubd por1ha37°C. Después, se separd la fase acuosa y enseguida se midié nuevamente
la absorbancia a 600 nm.

El porcentaje de células adheridas al p-xileno (hidrofobicidad) se calculé usando la siguiente

férmula:

., [(Ag —A)
% de adhesion = —a x 100
0
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Donde Ao es la densidad 6ptica a 600 nm de la suspension bacteriana con el carbohidrato de estudio
antes de la mezcla con el solvente y A es la absorbancia después de la mezcla. El experimento se

realiz6 con dos observaciones por replica.

5.7. Andlisis de Datos

Los experimentos se realizaron por triplicado. Cada réplica del analisis de la estructura por FTIR-
ATR fue producto de 40 corridas en el equipo y se presento el promedio de las mismas. Los analisis
de tamafio y carga superficial se presentaron como media y error estandar. Para las cinéticas de
crecimiento se realizo un andlisis de varianza de una via (ANOVA) y de comparacion de medias
por Tukey-Kramer, para detectar diferencias entre los tratamientos (p<0.05). Se utilizé el paquete
estadistico NCSS version 2020 (NCSS, LLC, Utah, USA). Por ultimo, las curvas de las cinéticas
de crecimiento obtenidas se ajustaron a un modelo cinético adecuado en el programa Prism-
GraphPad (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA.) y los parametros cinéticos de biomasa

méaxima (Xwm) y velocidad especifica de crecimiento (p) fueron determinados.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacion de Fucoidan de Ascophyllum nodosum

En este trabajo se utilizo el fucoidan de Ascophyllum nodosum por ser uno de los mas disponibles.
Los oligosacéridos se obtuvieron mediante hidrolisis acida controlada y se caracterizaron por
FTIR-ATR y DLS, comparandolos con el fucoidan nativo. El espectro tipico de FTIR-ATR de
dicho fucoidan (Figura 5), coincidi6 con el reportado anteriormente (Gomez-Ordofiez y Rupeérez,
2011). La sefial emitida entre los 3000 y 3600 cm™ se atribuye a la presencia de grupos hidroxilo
(—OH); el pico a 2929 cm™ representa los grupos metilo (CH). El pico entre 1650 a 1600 cm™ es
caracteristico de los grupos carbonilo (C=0), atribuidos al acido urénico presente en los
polisacaridos de las algas pardas (Cid et al., 2020). La banda en el nimero de onda 1419 cm™
corresponde a los grupos carboxilo (COOH), mayoritariamente disociados en forma de carboxilato
simétrico (-COO") (Blanco-Pascual et al., 2014). El estiramiento ubicado a 1022 cm™ (C-O-C)
representa a los enlaces glicosidicos presentes en oligo y polisacaridos (Gémez-Orddfiez y
Rupeérez, 2011).

Los grupos caracteristicos de los polisacaridos sulfatados se presentan entre los 1238 y 820 cm™,
La banda ubicada en 1238 cm™ representan los estiramientos de grupos -SOs, emitidos por los
acidos sulfénicos (Cid et al., 2020). La banda afilada a 840 cm™ y el hombro registrado a 820
cml, representan estrechamientos atribuidos a los grupos sulfatados (COS), que sugieren un patron
complejo de sustitucion, principalmente por la posicion en C-4 (sustitucién axial del ligando a de
L-fucopiranosa) con otras sustituciones en C-2 oly C-3 (posiciones ecuatoriales) en menor

cantidad. (Marais y Joseleau, 2001).
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Figura 5. Espectro FTIR-ATR tipico de fucoidan de Ascophyllum nodosum.

La carga superficial del fucoidan de A. nodosum fue de -66.6 + 0.48 (Figura 6A), la cual se debe
principalmente a los grupos sulfatos observados en el espectro (Blanco-Pascual et al., 2014). El
tamafno medio de la molécula fue de 760.51 £ 42.29 nm, con un indice de polidisperidad de 0.41 +
0.07. Se observaron tres poblaciones de diferente tamafio, aungue la poblacidn con didmetros entre
500 y 1500 nm fue la predominante (Figura 6B). La diversidad de tamafios puede deberse tanto a
los métodos de obtencion del polisacarido como a las funciones bioldgicas de este carbohidrato. El
fucoidan participa en la sintesis de la pared celular de las algas pardas impartiendo soporte y
estructura a este organismo y protegiéndolo de la desecacion (Ponce y Stortz, 2020; Zayed et al.,
2020). Ademas, es componente de las esporas, previniendo la liberacién prematura de los gametos
femeninos; cuando estos se encuentran listos, las fucosidasas los degradan produciendo diferentes

tamafos de particulas (Skriptsova, 2015).
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Figura 6. Caracterizacion parcial de fucoidan de Ascophyllum nodosum. A), Carga superficial. B),
Tamafio de particula.

6.2. Caracterizacion de los Oligosacaridos de Fucoidan de Ascophyllum nodosum

Los OFuc se obtuvieron mediante hidrdlisis &cida, se separaron mediante ultrafiltracion en
diferentes fracciones (> 3kDa, <3 KDa, < 1kDa) y se analizaron mediante FTIR-ATR para observar
posibles cambios en su estructura. Sin embargo, debido a los bajos rendimientos obtenidos en las
fracciones mas pequerias, se decidio caracterizar también a la porcion hidrolizada, sin fraccionar.
La Figura 7 muestra los espectros FTIR-ATR de esta fraccion, comparandolo con los espectros del
fucoidan nativo y de los OFuc de la fraccion mayor a 3 kDa. Se observa que las fracciones
conservaron el mismo patron que el fucoidan, por lo que puede asumirse que se preservo la
estructura de las fucosas. A pesar de conservar el mismo patrén del fucoidan nativo, se observaron
disminuciones en la intensidad de algunas bandas, principalmente aquellas asignadas a la
sulfatacion. De acuerdo con Pomin et al. (2005), la hidrolisis acida en polisacaridos sulfatados
inicia con una desulfatacion de la molécula, seguida de la ruptura del enlace glicosidico de la unidad
no sulfatada dando como resultado oligosacéridos homogéneos.
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Figura 7. Comparacion de los espectros FTIR-ATR del fucoidan nativo de Ascophyllum nodosum
y sus hidrolizados.

La caracterizacién de los OFuc se muestra en el Cuadro 2. Al compararlos con el fucoidan nativo
se observaron disminuciones en carga debidas a la sulfatacion y en tamafio, debidas a la hidrolisis,
ademas del aumento en la polidispersidad, debida a la presencia de varias poblaciones obtenidas

por la fragmentacion del tratamiento acido.
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Cuadro 2. Caracterizacion de los oligosacaridos de fucoidan por dispersion dinamica de la luz.

Carga superficial Tamafio indice de
(mV) (nm) polidispersidad
Fucoidan nativo -66.6+ 0.5 750.6+42.3 0.48
Hidrolizado 445+ 10.4 457.1+67.9 0.92
sin fraccionar
Fraccion >3 kDa -41.9+8.5 321.3+95.9 1.00

6.3. Establecimiento de las condiciones de crecimiento de Campylobacter jejuni

Se evaluo el crecimiento de C. jejuni en caldo Brucellay MH, con y sin cisteina al 0.5% a 37 °C
por 106 h. Bajo estas condiciones, la bacteria solo crecié en caldo Brucella sin cisteina (Figura 8).
La cisteina es utilizada para promover el crecimiento de otras bacterias anaerobias, debido a su
capacidad de reducir el oxigeno presente en el medio. EI microorganismo tampoco crecié en caldo
MH. Las especies de Campylobacter muestran restricciones metabdlicas significativas en
comparacion con otras bacterias enteropatdgenas. Las principales fuentes de energia para C. jejuni
son aminoacidos, intermedios del ciclo del acido citrico y acidos grasos de cadena corta (Wagley
et al., 2014). Estudios previos han concluido que, a excepcion de unas pocas cepas que pueden
utilizar el carbohidrato L-fucosa (Stahl et al., 2011; Velayudhan y Kelly, 2002). Campylobacter es
un género no-sacarolitico que no puede oxidar o fermentar carbohidratos (Wagley et al., 2014).

En el Cuadro 3, se observa la composicion de los medios de cultivo utilizados para el crecimiento
de C. jejuni. Ambos estdn compuestos por diferentes fuentes de aminoacidos. Lamas et al. (2018),
atribuyen las diferencias de crecimiento de C. jejuni en estos medios, principalmente a las

caracteristicas de la cepa.
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Cuadro 3. Composicion de los medios de cultivo.

Medio de cultivo

(9/L)
Ingredientes Brucella Muller-Hinton

Caseina pancredtica digerida 10.0

Digestion péptica de tejido 10.0

animal

Hidrolizado acido de caseina 17.5
Extracto de carne bovina 3.0
Extracto de levadura 2.0

Cloruro de sodio 5.0

Bisulfito de sodio 0.1

Dextrosa 1.0 1.5*
pH 7.0

*Dextrosa en forma de almidon.

Mehlman y Romero (1982) demostraron que la adicion de casamino &cidos, los cuales son los
productos de una hidrdlisis acida de caseina, afectan positivamente el desarrollo de especies de
Campylobacter, sin embargo, una fuente extra de proteosa-peptona proteosa y bisulfito de sodio
como reductor de oxigeno, como es el caso del medio de cultivo Brucella, promueven el
crecimiento. Los digeridos enzimaticos de caseina y tejido animal proporcionan aminoacidos y
otras sustancias nitrogenadas complejas de una manera mas disponible en el medio.

En la Figura 8 se presentan las diferentes curvas de crecimiento de C. jejuni obtenidas en caldo
Brucella bajo las condiciones de cultivo establecidas anteriormente; la fase estacionaria se alcanzé

después de las 96 h.
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Figura 8. Curva de crecimiento de C. jejuni en caldo Brucella. Cada curva de color representa una
repeticion.

La Figura 9A representa el conjunto de datos obtenidos para la fase de crecimiento exponencial de
la cinética de crecimiento de C. jejuni. Para comprobar el ajuste de los datos obtenidos a un modelo
de crecimiento exponencial, se utilizo el software Prism-GraphPad, obteniéndose la grafica
representada en la Figura 9B. De acuerdo al analisis, se obtuvo un coeficiente de correlacion (R?)
de 0.91. Bajo las condiciones de cultivo establecidas para este ensayo, la velocidad especifica de
crecimiento obtenida fue de 1.86 x102 + 4.60x10* (h), y una biomasa maxima de 0.243
densidades dpticas. La microbiologia predictiva utiliza los modelos matematicos para describir el
comportamiento microbiano, incluyendo las expresiones que describen cémo las poblaciones
bacterianas cambian con respecto al tiempo dentro de determinadas condiciones. Las respuestas
obtenidas como la tasa de crecimiento, fase de adaptacion, densidad poblacional maxima, etc., y
establecimiento y comprensién de los parametros cinéticos para la descripcion del
comportamiento, los complejos requisitos nutricionales del organismo y las necesidades de su
entorno, en este caso microaerofilico, pueden contribuir al estudio in vitro pudiendo ser modelados
con respecto a la influencia que sobre los mismos ejercen otras variables intrinsecas o extrinsecas

presentes (Zwietering et al., 1991).
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Figura 9. Comportamiento del crecimiento de Campylobacter jejuni en caldo Brucella. A.
Cinética del crecimiento exponencial de C. jejuni. B. Ajuste de la cinética de crecimiento de C.
jejuni al modelo exponencial de crecimiento.

6.4. Efecto de Fucosa, Fucoidan y sus Oligosacaridos Sobre el Crecimiento de Campylobacter

jejuni

La Figura 10 concentra las curvas de crecimiento de C. jejuni en presencia de fucosa, fucoidan y
sus oligosacaridos, comparandolos con los controles (sin la adicién de compuestos fucosilados)

Los datos de cada tratamiento se ajustaron al modelo de crecimiento exponencial, el ANEXO |

presenta los datos a detalle.
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Figura 10. Cinética de crecimiento de C. jejuni con diferentes concentraciones de fucosa,
fucoidan y oligosacaridos de fucoidan. A) fucosa, B) fucoidan y C) oligosacaridos de fucoidan.
Control: crecimiento en ausencia de compuestos fucosilados.

La Figura 11 presenta la comparacion de las cinéticas de crecimiento de C. jejuni de cada
concentracion utilizada de fucosa, fucoidan y oligosacaridos de fucoidan, mientras que el Cuadro

4 presenta las velocidades especificas de crecimiento.
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Figura 11. Cinéticas del crecimiento de C. jejuni comparando las diferentes concentraciones
utilizadas de fucosa, fucoidan y oligosacaridos de fucoidan. Control: crecimiento en ausencia de
compuestos fucosilados.

Al obtener las velocidades especificas de crecimiento con el programa GraphPad Prism y realizar
el analisis estadistico se observo una tendencia a la disminucion de la velocidad de crecimiento de
C. jejuni en presencia de concentraciones de fucoidan mayores a 25 pg/mL. Ayrapetyan et al.
(2021), reportaron un efecto bacteriostatico del fucoidan sobre E. coli, S. epidermidis, S. aureus, y
B. licheniformis, el cual atribuyeron a la carga superficial negativa de los grupos sulfatos. Estos
grupos atrapan minerales catidnicos, necesarios para la bacteria, o se unen a grupos funcionales de

la pared celular provocando su rompimiento. La presencia de fucosa no afect6 la velocidad
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especifica de crecimiento del patdgeno. Esto se contrapone con la evidencia de que mas del 65 %
de las cepas de C. jejuni analizadas por Muraoka et al. (2011) y las analizadas por Garber et al.
(2020) contienen el gen fuc, que les permite utilizar a la fucosa como fuente de carbono. Sin
embargo, los medios de crecimiento utilizados en esta tesis contenian las fuentes de carbono que
C. jejuni utiliza preferentemente, por lo que es conveniente realizar experimentos futuros con

medio minimo conteniendo fucosa.

Cuadro 4. Diferencias entre tratamientos de la velocidad especifica de crecimiento de las
cinéticas de C. jejuni.

) Tratamientos
Concentraciones

pug/mL Fucosa Fucoidan OFuc
p(Mm™) p(m p(m)
100 0.060 £ 0.0112 0.127 + 0.022° 0.099 + 0.085"
50 0.064 £ 0.022% 0.130 + 0.033° 0.099 + 0.060%
25 0.067 £0.013% 0.127 £ 0.029% 0.073 £ 0.056%
10 0.064 £ 0.012% 0.124+ 0.046% 0.076 £ 0.033%
5 0.066 + 0.018% 0.154 £ 0.13? 0.086 £ 0.035%
Control 0.065 £ 0.012% 0.150 £ 0.13? 0.072 £ 0.029%

Los valores indican la media = el limite fiducial de 2 repeticiones. Diferentes literales,
horizontalmente, indican diferencia estadistica (p<0.05). Control: crecimiento en ausencia de
compuestos fucosilados.

6.5. Ensayo de Formacion de Biopeliculas y su Caracterizacion

La Figura 12 presenta el espectro tipico de las células intactas de C. jejuni. EI nimero de onda
comunmente utilizado para la adquisicion de espectros FTIR bacterianos es la region entre 4000 y
400 cm™ que corresponde a la region del infrarrojo medio del espectro electromagnético. Los
estudios clasicos de Helm et al. (1991) para la caracterizacion de bacterias por FTIR, determinan
cinco ventanas espectrales correspondientes a la absorcion expresada en nimeros de onda (cm 2)

de: a) lipidos (ventana 1, 3000-2800 cm™), dominada por vibraciones de grupos funcionales
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usualmente presentes en acidos grasos; b) proteinas y péptidos (ventana 2, 1800-1500 cm™),
dominada por vibraciones de las bandas amida | y amida Il); c) una region mixta (ventana 3, 1500-
1200 cm™?, con informacidn de proteinas, acidos grasos, acidos nucleicos y compuestos portadores
de fosfato); d) carbohidratos (ventana 4, 1200-900 cm ", dominada por bandas de absorcion de los
carbohidratos presentes dentro de la pared celular); y €) una region de huellas dactilares (ventana
5, 900-700 cm 1), que muestra algunos patrones espectrales notablemente especificos, ain no
asignados a componentes celulares o grupos funcionales. Las ventanas 3 y 4 son las mas
discriminatorias para la identificacion bacteriana (Novais et al., 2019; Sousa et al., 2013; Helm et
al., 1991).
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Figura 12. Espectro FTIR-ATR tipico para C. jejuni ATCC 43442. Se muestran las ventanas
espectrales y las asignaciones de banda principal.

Para los ensayos de formacidn de biopeliculas se trabajé inicialmente con medio MH debido a que
esta reportado que en medio Brucella, C. jejuni no las produce, debido a que es un medio mas rico
en nutrientes (Reeser et al., 2007). Sin embargo, el crecimiento microbiano en MH fue escaso,
dificultando la posibilidad de alcanzar la cantidad necesaria de bacteria para cada ensayo. Debido

a lo anterior se opto por utilizar el medio Brucella en condiciones de aerobiosis ya que existe
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evidencia de sintesis de biopeliculas en condiciones de aerobiosis; ello debido al estrés oxidativo
al que el microorganismo esta expuesto (Puning et al., 2021). Utilizando estas condiciones se
detect6 la formacion de biopeliculas a las 48 h de cultivo (Figura 13), por lo cual, quedo este tiempo

establecido para el resto de los anélisis.

Figura 13. Formacion de biopeliculas de jejuni cultivado en medio Brucella, mediante la
técnica del cristal violeta. A) después de 24 h de incubacion en aerobiosis; B) después de 48 h de
incubacion en aerobiosis.

La comparacion de los espectros entre las células de C. jejuni y sus biopeliculas (Figura 14) mostro
algunas diferencias espectrales importantes en las sefiales de absorcidn, que pueden identificarse
como marcadores importantes de la formacion de biopeliculas de esta bacteria como es la
formacion de una matriz enriquecida con proteinas y polisacaridos (Melo et al., 2017; Tram et al.,
2020). Se observaron aumentos en la intensidad de las bandas asignadas a proteinas y péptidos
(Amida I, 1647- 1626 cm™!; Amida I1; 1548 cm ) y en las asignadas a los carbohidratos; 1397cm
Y(grupos COOH) y 1086 y 1050 cm™2, las cuales aparecen traslapadas y corresponden a grupos

C=0y enlaces glucosidicos C-O-C, respectivamente (Wang et al.,2013).
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Figura 14. Comparacion entre los espectros FTIR-ATR tipicos de C. jejuni ATCC 43442 y sus
biopeliculas.

La determinacion de la composicion exacta de las biopeliculas de C. jejuni es dificil por la cantidad
de factores que influyen en ésta, como la presencia o ausencia de O, temperatura, tipo de cepa,
medio de crecimiento y edad de la biopelicula, entre otras (Melo et al., 2020; Turonova et al.,
2015). No obstante, existe evidencia de un aumento en la presencia de compuestos proteicos
amiloides en las biopeliculas maduras de C. jejuni las cuales contribuyen a la estructura de las
mismas (Tram et al., 2020; Turonova et al., 2016). Para el caso de los carbohidratos, McLennan et
al. (2008) probaron la presencia de exopolisacaridos unidos mediante enlaces f1-3 y/o p1-4, sin
llegar a identificarlos, mientras que Turonova et al. (2016), utilizando ensayos con lectinas,
identificaron la presencia de N- acetilglucosamina, galactosa, N-acetilgalactosamina y fucosa, en
la matriz de biopeliculas de C. jejuni. Se sabe que la N-acetilgalactosamina esta unida a mas de 45
proteinas glicosiladas de C. jejuni (Young et al., 2002). Otra banda que aumento en intensidad fue
la asignada a los grupos fosfatos (1235 cm 1) y la cual se relaciona con la presencia de ADN (Tram
et al., 2020). Ademas de desempefar un papel estructural importante en la matriz de biopeliculas,
el ADN extracelular (eADN), parece ser parte integral de la formacién de biopeliculas en C. jejuni.
Esto se evidencia por los aumentos en la cantidad de biomasa formada después de la adicion de
eADN a los cultivos de C. jejuni; también parece ser necesario para la maduracion de la biopelicula
(Svensson et al., 2014).
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La Figura 15 muestra las micrografias de dos diferentes secciones de las biopeliculas de C. jejuni
a magnificaciones de 2000x, y 10,000x. En las Figuras 15A y 15B, aparece un conglomerado de
bacterias, mientras que en las Figuras 15C y 15D se aprecia una masa de las mismas. Es necesario
mejorar estas preparaciones y recomendable dar un seguimiento temporal desde el inicio de la

formacion de la biopelicula hasta su maduracién a fin de contar con una mejor caracterizacion.

10um CINVESM

) 5.8mm 4

Figura 15. Micrografias de las biopeliculas de C. jejuni observaa auna magnficaci()n de A)
2,000X, B) 10,000X, C) 2,000X y D)10,000X. A) y B), conglomerado de bacterias; C) y D),
porcion de biopelicula.

En el andlisis de composicion por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) de las biopeliculas
se detectd la presencia de los elementos quimicos C y O, ademas de K, Na, Cl, Mg, Ca, Al y Si. Es
importante destacar que la presencia de Si y Al pueden deberse a contaminacion proveniente de

los soportes donde se colocaron las peliculas (Figura 16).
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Figura 16. Analisis composicional de las biopeliculas de C. jejuni.

6.5.1. Efecto de la presencia de fucoidan y sus oligosacaridos en la formacion de biopeliculas

En la Figura 17 se presentan los resultados del efecto del fucoidan y sus oligosacaridos en la
formacion de biopeliculas de C. jejuni. Ademas del control, se afiadio un experimento conteniendo
fucosa. Se observd un efecto promotor de sintesis de biopeliculas en presencia de fucosa a
concentraciones > a 25 ug. Estos resultados se contraponen con los obtenidos por el Unico estudio
similar encontrado, realizado por Dwivedi et al. (2016). Estos investigadores observaron una
disminucion del 50 % en la formacion de biopeliculas de C. jejuni NCTC11168 en presencia de 25
mM de L-fucosa en biopeliculas adheridas a superficies de borosilicato y tefiidas con cristal
violeta.. La presencia de fucosa ofrece una ventaja competitiva para aquellas cepas de C. jejuni que
pueden utilizarla como fuente de energia ya que pueden utilizar la fucosa presente en las mucinas
para sobrevivir e infectar a la célula eucariota (Stahl et al., 2011). De acuerdo con Dwivedi et al.
(2016), si la cepa puede detectar y posteriormente utilizar la fucosa presente, la mayoria de las

células bacterianas permaneceran en su forma planctonica y no formaran biopeliculas.
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Figura 17. Efecto del fucoidan y sus oligosacaridos en la formacion de biopeliculas de C. jejuni.

Entre las posibles causas que pudieran explicar las diferencias encontradas entre este trabajo y el
de Dwivedi et al. (2016) se encuentra la concentracion de fucosa utilizada. Para el caso del presente
trabajo fue muy pequefia, ya que no sobrepasé los 100 pug mientras que en el estudio de Dwivedi
fueron concentraciones mas grandes, de aproximadamente 4.10 g (25 mM). Podria darse el caso
de que la cepa utilizada en este estudio no pudiera detectar o utilizar la fucosa como fuente
energética y, en cambio, la utilizara para la formacién de la biopelicula, ya que Turonova et al.
(2016), encontraron a la fucosa como componente de las biopeliculas de C. jejuni. Sin embargo, se
requieren posteriores estudios para probarlo.

Por otro lado, tanto la presencia de fucoidan como de sus oligosacaridos inhibieron la formacion
de biopeliculas de C. jejuni. Otros estudios han probado el efecto anti-formacion de biopeliculas
del fucoidan. Jun et al. (2018), probaron que el fucoidan de Fucus vesiculosus en concentraciones
superiores a 250 pg/mL suprimi6é por completo la formacion de biopeliculas de Streptococcus
mutans y S. sobrinus. Khan et al. (2019), sintetizaron nanoparticulas de Au-fucoidan encontrando
una concentracion minima de inhibicion de biopeliculas de Pseudomona aeruginosa de
128 pg/mL™.

Se desconoce el mecanismo de accién mediante el cual el fucoidan inhibe la formacién de
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biopeliculas. Sin embargo, la aplicacion de este polisacarido junto con otros compuestos que
inhiben la formacion de biopeliculas de C. jejuni como trans-cinnamonaldehido, eugenol, carvacrol
y compuestos citricos puede ser un tratamiento potencial para el control de la persistencia de C.
jejuni en superficies abidticas (Pining et al., 2021), mientras que tratamientos con fucoidan a las
superficies alimentarias podrian controlar la formacion de biopeliculas de C. jejuni, sin afectar el
sabor del alimento. Finalmente, es necesario realizar estudios para tratar de entender la relacion
entre la inhibicion de las biopeliculas y el QS. El tnico estudio encontrado fue el de Castillo et al.
(2014) quienes encontraron una relacion entre la inhibicion de biopeliculas de C. jejuni por
compuestos citricos y la disminucion en la produccion de Al-2.

6.6. Movimiento Bacteriano de Campylobacter jejuni

Para establecer las condiciones de los ensayos de movimiento bacteriano se inoculé a
Campylobacter jejuni en los medios sélidos Brucellay MH, siguiendo condiciones de anaerobiosis
a 37° C. La bacteria present6 un crecimiento puntiforme con colonias planas pequefias de color
blanco-transparente (Figura 18), el cual coincide con lo reportado por Davis y DiRita (2008) y
Versalovic et al. (2011). Como puede observarse, el crecimiento fue mejor en agar Brucella.

Figura18. Campylobacter jejuni sembrado por estriado en placa en agar Brucella esténdr Ay
Muller Hinton estandar (B).
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La movilidad bacteriana resulta importante en el proceso de colonizacion e infeccion por C. jejuni,
ya que estd comprobado que el microrganismo se desplaza utilizando su flagelo siguiendo a
quimio-atrayentes que se encuentran en el sitio de infeccion, como las mucinas y la fucosa (Ferrero
y Lee, 1988). No obstante, los resultados de los ensayos de movilidad realizados en este trabajo
mostraron la ausencia de swimming, swarming y fitness en C. jejuni cultivado en agar Brucella 'y
en MH. La presencia de fucosa, fucoidan o sus oligosacaridos tampoco afectaron el movimiento.
La Figura 19 muestra un ejemplo de los resultados obtenidos al utilizar las concentraciones méas
altas de compuesto fucosilados.

Ensayo Fucosa Fucoidan Oligosacaridos Control Control positivo

Swimming

(0.3% agar)

Swarming

(0.7% agar)

Fitness

(0.8% agar,
Brucella 1X)

Figura 19. Efecto de la presencia de fucosa, fucoidan y oligosacaridos de fucoidan en el fenotipo
de movilidad de Campylobacter jejuni. Se muestran los resultados obtenidos al probar
concentraciones de 100 pg/mL de compuestos fucosilados.

La quimiotaxis juega un papel importante en la patogenicidad de C. jejuni, ya que permite la llegada
de este patdgeno al sitio de infeccidn, gracias a la movilidad que le imparte su flagelo polar. Los
mutantes que carecen de la via de transduccidn de sefiales de quimiotaxis (che) son menos
virulentos y exhiben una colonizacion reducida en modelos de colonizacion de pollo y ratdn
(Hendrixson y DiRita, 2004; Chang y Miller, 2006). Ademas de mostrar atenuacién en el modelo
de enfermedad de hurdn (Yao et al., 1997). La L-fucosa es el Unico carbohidrato quimioatrayente
para C. jejuni (Hugdahl et al., 1988; Dwivedi et al., 2016) y sus mutantes de quimiotaxis, como

cheA (Reuter y van Vliet, 2013), no nadan hacia este azUcar.
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En este estudio no se observd ningin efecto sobre la movilidad en los controles de C. jejuni.
Resultados similares fueron reportados por Cohen et al. (2020) al aplicar la misma técnica, sin
embargo, estos investigadores observaron posteriormente, que el aumento de viscosidad en el
medio de cultivo, mediante la adicién de carboximetil celulosa permitia la observacion del
swimming. Otra alternativa es utilizar métodos més sensibles como la microscopia de fluorescencia
de video de alta velocidad. Con esta técnica se ha observado el desplazamiento de C. jejuni a través
del movimiento y coordinacién de sus flagelos y el aumento de la velocidad del nado en ambientes
mas viscosos (Cohen et al., 2020). Otra técnica que puede utilizarse para estudiar la movilidad de
C. jejuni es la del video. Shigematsu et al. (1998) estudiaron los patrones de natacion de
Campylobacter jejuni en ambientes de baja y alta viscosidad, utilizando esta técnica. En medios de
baja viscosidad, C. jejuni nadd a una velocidad promedio de 39.3 um/s con frecuentes cambios de
direccion. La velocidad de C. jejuni aumento significativamente en un medio con una viscosidad
de alrededor de 40 centipoises exhibiendo patrones repetidos de nado de ida y vuelta (espiral)
parecidos al patron de nado de las espiroquetas. Esto implica que el patdgeno cambia su patron de
movilidad dependiendo de la viscosidad del medio. La forma de nado espiral de C. jejuni podria
influir significativamente en su capacidad de nadar en medios de alta viscosidad como la capa
mucosa del tracto intestinal. Por lo tanto, es recomendable utilizar este tipo de técnicas para poder

ver el comportamiento de la bacteria en presencia de fucosa y de fucoidan y sus oligosacaridos.

6.7. Andlisis de Adhesion

Para determinar el efecto del fucoidan y sus oligosacaridos en la adhesion de C. jejuni se utilizé la
técnica MATH (Microbial Adhesion to Hydrocarbons), midiendo el % de adhesion de la bacteria
a p-xileno, misma que se muestra en la Figura 20. En general se observo una disminucion de la
adhesiéon del patdgeno en presencia de las moléculas fucosiladas, siendo mas consistente el efecto
de los OFuc el cual fue concentracion dependiente. Se ha demostrado que C. jejuni se une a
estructuras fucosiladas (Ruiz-Palacios et al., 2003; Day et al., 2009) y esta unién es inhibida por
estructuras que contienen fucosa, como los oligosacaridos de la leche humana (Ruiz-Palacios et

al., 2003). Los resultados del andlisis realizado en este trabajo apoyan dicha evidencia. Sin
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embargo, deben realizarse ensayos més especificos para probarlo, por lo que se recomienda utilizar
ensayos con lineas celulares.

20

[ Fucoidan

=] OFuc
10 25 50 100

Concentracion (ug)
Figura 20. Efecto de la presencia de fucoidan y sus oligosacaridos en la adhesion de C. jejuni a p-
xileno.

Adhesion (%)
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7. RESUMEN DE HALLAZGOS Y CONCLUSION

7.1. Resumen de Hallazgos

Los espectros FTIR-ATR de los oligosacéridos obtenidos mostraron patrones similares a los del
fucoidan nativo, indicando que se conservo la estructura de las fucosas.

El fucoidan disminuy0 la tasa de crecimiento de C. jejuni a concentraciones mayores de 25 pg/mL.
La presencia de fucoidan y de oligosacaridos de fucoidan disminuyo la formacion de biopeliculas
de C. jejuni con accion concentracion-dependiente

No se observaron efectos de los compuestos fucosilados sobre los fenotipos de motilidad de C.
jejuni.

La presencia de fucoidan y de sus oligosacaridos disminuyeron la adhesion de C. jejuni a p-xileno

con accion concentracion dependiente.

7.2. Conclusion
La presencia de fucoidan y sus oligosacaridos, disminuyd la formacion de biopeliculas y la
adherencia de Campylobacter jejuni, ambos factores de virulencia relacionados con quorum

sensing. No se observé efecto de estos compuestos, ni en la supervivencia ni en la movilidad del

patogeno.

7.3. Recomendaciones

Se recomienda determinar la correlacion de la inhibicion de QS, (utilizado mutantes del gen luxS
y otros relacionados con el QS), para una mejor comprension del efecto del fucoidan y sus

oligosacaridos.
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9. ANEXO

9.1. Ajuste de Curvas de Crecimiento de Campylobacter jejuni en Presencia de Diferentes

Concentraciones de Fucosa, Fucoidan y Oligosacaridos de Fucoidan.
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Figura Al. Ajuste al modelo exponencial de crecimiento del efecto de la adicion de deferentes
concentraciones de fucosa sobre las cinéticas de crecimiento de C. jejuni en caldo Brucella.
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Cuadro Al. Efecto de diferentes concentraciones de fucosa sobre el crecimiento de Campylobacter

jejuni.
Tratamiento u(hh Xm (ODg20nm)
100 pg/mL 0.0605:+ 0.01112 0.2185 + 0.0120°%
50 pg/mL 0.0644+ 0.0219° 0.2250 + 0.0070
25 ug/mL 0.0670:+ 0.0124? 0.2215 + 0.0205
10 pg/mL 0.0642+ 0.0118? 0.2290 + 0.01272
5 ng/mL 0.0658+ 0.0182% 0.2060 + 0.02262
Control 0.0653 £ 0.0115% 0.2165 £ 0.0304%

Los valores indican la media + el limite fiducial de 2 repeticiones. Diferentes literales indican

diferencia estadistica (p<0.05).
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Figura A2. Ajuste al modelo exponencial de crecimiento del efecto de la adicidn de diferentes
concentraciones de fucoidan sobre las cinéticas de crecimiento de C. jejuni en caldo Brucella.
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Cuadro A2. Efecto de diferentes concentraciones de fucoidan sobre el crecimiento de

Campylobacter jejuni.

Tratamiento

u (h)

Xm (ODGOOnm)

100 pg/mL
50 pg/mL
25 pg/mL
10 pg/mL
5 ng/mL
Control

0.1268+ 0.0223?
0.1292+ 0.0333?
0.1266+ 0.0282?
0.1238+ 0.0459?
0.1539+ 0.1314%
0.1495 + 0.0304°

0.3687 = 0.0568?
0.3467 = 0.0674?
0.2654 + 0.0144°
0.3892 + 0.0284?
0.2870 = 0.0686%
0.3206 + 0.1042°

Los valores indican la media + el limite fiducial de 2 repeticiones. Diferentes literales indican

diferencia estadistica (p<0.05).
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Figura A3. Ajuste al modelo exponencial de crecimiento del efecto de la adicidn de
oligosacaridos de fucoidan OFuc sobre las cinéticas de crecimiento de C. jejuni en caldo
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La cinética representada en la figura 14 muestra el crecimiento de C. jejuni bajo las diferentes

concentraciones de OFuc. Gréficamente se encuentran pocas diferencias entre si, lo que se

confirma en el analisis estadistico del Cuadro 3, la velocidad especifica de crecimiento (u) y la

biomasa méxima (Xm) no presentaron diferencias significativas (p<0.05) en relacion al control y

las concentraciones de OFuc (cuadro 5). Por otro lado, en la figura 15 se muestra el ajuste del

crecimiento de C. jejuni en las diferentes concentraciones de OFuc al modelo exponencial de

crecimiento.

Cuadro A3. Efecto de diferentes concentraciones de OFuc sobre el crecimiento de Campylobacter

jejuni.
Tratamiento u(hh) Xm (ODs20nm)
100 pg/mL 0.0994+ 0.0851% 0.2165 £ 0.00072
50 ug/mL 0.0998+ 0.0603% 0.2080 £ 0.0006%
25 ng/mL 0.0727+ 0.0558% 0.2090 £ 0.00982
10 png/mL 0.0757+£ 0.0329% 0.2375 £ 0.00072
5 ng/mL 0.0857+ 0.0350? 0.2345 £ 0.01972
Control 0.0724 £ 0.02902 0.2065 £ 0.01767

Los valores indican la media £ el limite fiducial de 2 repeticiones. Diferentes literales indican

diferencia estadistica (p<0.05).
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