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RESUMEN

Salmonella Typhimurium, capaz de desarrollar biopeliculas resistentes a antimicrobianos
en superficies relacionadas con alimentos, representa una amenaza para la salud publica al causar
brotes de enfermedades. Las biopeliculas son células incrustadas en una matriz autogenerada de
sustancias poliméricas extracelulares que contribuyen a la resistencia, lo que las hace dificiles de
erradicar. La celulosa, un componente importante de estas biopeliculas, es producida por la enzima
glucosiltransferasa. Por lo tanto, es esencial proponer moléculas que puedan inhibir la sintesis de
celulosa. En este contexto, este trabajo se enfocd en el eugenol, un compuesto vegetal conocido
por su capacidad para combatir biopeliculas. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del
eugenol sobre el crecimiento planctonico de S. Typhimurium, la erradicacion y la formacion de
biopeliculas en acero inoxidable. Asi como su efecto sobre la produccion de celulosa en
biopeliculas de S. Typhimurium, examinando especificamente las variaciones en el contenido de
celulosa, la expresion del gen bcsA (responsable de codificar la glucosiltransferasa), la inhibicion
en la actividad de la glucosiltransferasa y en las interacciones (in silico) del eugenol con la enzima.
Los resultados mostraron que el eugenol posee una concentracion minima inhibitoria y bactericida
de 0.6 y 0.8 mg/mL, respectivamente, para el crecimiento planctonico de S. Typhimurium. La
concentracion minima de erradicacion de biopeliculas y la concentracion minima de inhibicién de
biopeliculas del eugenol fueron de 1.8 mg/mL y 0.7 mg/mL, respectivamente. Ademas, a una
concentracion de 0.3 mg/mL redujo significativamente la formacion de biopeliculas y afecto la
produccion de celulosa, disminuyendo el contenido de carbohidratos en un 24-27% a
concentraciones de 0.3 y 0.7 mg/mL. El eugenol (0.7 mg/mL) ocasion6 una reduccion del 69% en
la actividad enzimatica de la glucosiltransferasa extraida de S. Typhimurium. Los analisis in silico
revelaron una energia de afinidad de -8.5 kcal/mol entre el eugenol y la enzima, interactuando con
residuos claves del sitio activo. El andlisis de PCR en tiempo real indicé que el eugenol provoco
un aumento significativo en la expresion de bcsA, gen involucrado en la sintesis de la
glucosiltransferasa. Estos hallazgos sugieren que la capacidad del eugenol para reducir el contenido
de polisacaridos extracelulares y la formacion de biopeliculas podrian estar asociadas con la
inhibicidn de la actividad de la glucosiltransferasa. En conjunto, el estudio destaca el potencial del

eugenol como una estrategia prometedora para combatir las biopeliculas de S. Typhimurium, lo
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que podria tener importantes implicaciones en la industria alimentaria.

Palabras clave: Compuestos antibiopelicula; seguridad alimentaria; sustancias poliméricas

extracelulares; acoplamiento de analisis molecular; produccién de celulosa bacteriana
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ABSTRACT

Salmonella Typhimurium, capable of developing antimicrobial-resistant biofilms on food-
related surfaces, threatens public health by causing disease outbreaks. Biofilms consist of cells
embedded in a self-produced matrix of extracellular polymeric substances that contribute to their
resistance, rendering them challenging to eradicate. The enzyme glucosyltransferase produces
cellulose, a crucial component of these biofilms. Therefore, it is essential to propose molecules that
can inhibit cellulose synthesis. In this context, this study focused on eugenol, a plant compound
known for its ability to combat biofilms. This research aimed to evaluate the effect of eugenol on
the planktonic growth of S. Typhimurium, eradication, and biofilm formation on stainless steel.
Additionally, its impact on cellulose production in S. Typhimurium biofilms was examined,
specifically analyzing variations in cellulose content, bcsA gene expression (responsible for
encoding glucosyltransferase), inhibition of glucosyltransferase activity, and eugenol's interactions
(in silico) with the enzyme. The results showed that eugenol has a minimum inhibitory
concentration and bactericidal concentration of 0.6 and 0.8 mg/mL, respectively, for planktonic
growth of S. Typhimurium. The minimum biofilm eradication and minimum biofilm inhibition
concentrations of eugenol were 1.8 mg/mL and 0.7 mg/mL, respectively. Additionally, at a
concentration of 0.3 mg/mL, it significantly reduced biofilm formation and affected cellulose
production, decreasing carbohydrate content by 24-27% at concentrations of 0.3 and 0.7 mg/mL.
Eugenol (0.7 mg/mL) caused a 69% reduction in glucosyltransferase enzymatic activity extracted
from S. Typhimurium. In silico analyses revealed an affinity energy of -8.5 kcal/mol between
eugenol and the enzyme, interacting with key active site residues. Real-time PCR analysis indicated
that eugenol significantly increased bcsA gene expression, which is involved in glucosyltransferase
synthesis. These findings suggest that eugenol's ability to reduce extracellular polysaccharide
content and biofilm formation may be associated with inhibition of glucosyltransferase activity.
Overall, the study highlights the potential of eugenol as a promising strategy to combat S.

Typhimurium biofilms, which could have significant implications in the food industry.

Keywords: Anti-biofilm compounds, Food safety, Extracellular polymeric substance, Molecular

analysis docking, Bacterial cellulose production
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1. INTRODUCCION

Las infecciones gastrointestinales son causadas por la ingestion de alimentos contaminados

con patdgenos entéricos. Entre estos patdgenos, Salmonella desempefia un lugar destacado como
una de las principales causas de enfermedades transmitidas por alimentos (Ehuwa et al., 2021).
Esta bacteria es responsable de una cantidad significativa de casos de enfermedades diarreicas, 1o
que se traduce en aproximadamente 1.35 millones de infecciones al afio en los Estados Unidos de
América (CDC, 2023a; Kosznik-Kwasnicka et al., 2022). La gravedad de sus efectos en la salud
publica subraya la necesidad apremiante de implementar medidas eficaces para prevenir y controlar
la contaminacion alimentaria, con el objetivo de reducir la incidencia de estas infecciones.
Salmonella posee la capacidad de adaptarse y sobrevivir en condiciones ambientales adversas
mediante la formacion de biopeliculas. Las biopeliculas son comunidades bacterianas que exhiben
un metabolismo diferenciado a sus contrapartes planctonicas y se encuentran rodeadas por una
matriz de sustancias poliméricas extracelulares (SPE) de produccion propia (Jahan et al., 2022).
La matriz de SPE tiene la funcion de brindar proteccion contra los procesos de limpieza y
desinfeccion, aumentando asi el riesgo de contaminacion cruzada en superficies previamente
contaminadas (Liu et al., 2023b). Esto representa un inconveniente considerable para la industria
alimentaria, ya que las biopeliculas se han relacionado con el origen de la contaminacion de
productos alimenticios y enfermedades transmitidas por alimentos, lo que plantea problemas
criticos para la salud publica (Galie et al., 2018).
El proceso de formacién de biopeliculas en Salmonella comienza con la adhesién, que puede
ocurrir en cuestién de minutos u horas, tanto en superficies abidticas como bioticas, seguido por la
produccion de SPE (Merino et al., 2019; Moraes et al., 2019). Las SPE de la matriz de biopeliculas
de Salmonella se han clasificado de acuerdo con su funcion mas alla de su composicion. Los SPE
estructurales representan el grupo mas grande y relevante en esta clasificacion en términos de
proteccidn contra desinfectantes. Estas SPE estructurales estan compuestas por polimeros como
celulosa, curli, acido colanico y antigeno O proteico (Maruzani et al., 2019). En particular, la
celulosa es la principal sustancia polimérica extracelular secretada por Salmonella para la
conformacién de sus biopeliculas (Kim et al., 2022).

Este polisacarido es un polimero lineal compuesto por moléculas de glucosa que se encuentran
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unidas mediante enlaces glucosidicos B-(1-4). La celulosa se forma a través de un proceso
altamente regulado que implica enzimas conocidas como glucosiltransferasas. EIl proceso comienza
con la activacion del sustrato, en este caso, la UDP-glucosa (uridina difosfato glucosa), que se
utiliza como la fuente de glucosa para la sintesis de celulosa. Las glucosiltransferasas
transmembranales, como BcsA y BesB en Salmonella, son las encargadas de transferir unidades
de glucosa desde la UDP-glucosa al polimero en crecimiento. A medida que se agrega cada unidad
de glucosa, el polisacarido se desplaza a través de la membrana celular a través de un canal formado
por las proteinas de celulosa sintasa, es decir, BcsA y BesB. Este canal permite la translocacion del
polimero a medida que se forma (Morgan et al., 2013; Omadjela et al., 2013).

La erradicacion de biopeliculas se convierte en un desafio debido a la compleja red tridimensional
de la matriz de SPE que alberga bacterias y las resguarda de la accion de los desinfectantes
(Flemming et al., 2016). Esta matriz limita la difusion e inactiva agentes xenobioticos dentro de la
biopelicula, afectando el proceso de desinfeccion y comprometiendo la seguridad alimentaria. Por
ende, una estrategia de mayor eficacia seria buscar alternativas que prevengan la formacion de
biopeliculas en lugar de intentar erradicarlas una vez establecidas. En este contexto, es importante
destacar que, si bien estudios recientes se han enfocado en abordar la inhibicion de la formacion
de la matriz de SPE en bacterias como Pseudomonas, Staphylococcus y Escherichia, este enfoque
ha sido insuficientemente explorado en el caso de Salmonella (Powell et al., 2018). Es fundamental
reconocer que los principales componentes de las biopeliculas de Salmonella incluyen
polisacaridos como la celulosa, lo que sugiere que la inhibicidn de su sintesis podria representar un
enfoque prometedor para el control efectivo de estas biopeliculas.

El uso inapropiado e intensivo de agentes desinfectantes para el control de Salmonella podria
inducir resistencia bacteriana y, en algunos casos, afectar las superficies de contacto con alimentos
(Luna-Solorza et al., 2023). Por lo tanto, se ha enfatizado la necesidad de investigar alternativas
para los agentes desinfectantes. Los terpenos presentes en fuentes vegetales son una opcion
prometedora debido a su efecto sobre el crecimiento de células plancténicas y en estado de
biopeliculas (Lahiri et al., 2019). Dentro de los terpenos con mayor efectividad se encuentra el
eugenol, un fenilpropanoide extraido de tejidos como la canela y el clavo (Souza et al., 2022). Su
tamafio molecular, naturaleza hidrofdbica y presencia de grupos hidroxilos le permite penetrar la
membrana lipidica bacteriana y alterar su funcionalidad, lo que posteriormente resulta en la fuga

de constituyentes intracelulares y causar la muerte (Su et al., 2022; Zhao et al., 2022)(Su et al.,
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2022; Zhao et al., 2022). También se ha demostrado que el eugenol presenta actividad contra
algunas enzimas bacterianas que incluyen algunas proteasas, histidina carboxilasa, amilasa,
ATPasa y glucosiltransferasas importantes en el metabolismo y formacion de biopeliculas de las
bacterias (Hyldgaard et al., 2012; Li et al., 2012).

Algunos estudios han informado que los terpenos reducen significativamente la formacion de
biopeliculas de Salmonella (Lira et al., 2020; Silva-Espinoza et al., 2020; Cabarkapa et al., 2019;
Miladi et al., 2017). Este efecto se ha correlacionado con la disminucion en la produccién de
exopolisacaridos de biopeliculas en Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus, Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y Streptococcus sobrinus (Liu
et al., 2021; Cui et al., 2020; Hakimi Alni et al., 2020; Zhang et al., 2020). Sin embargo, en estos
estudios no se han considerado detalles importantes sobre como estos terpenos inhiben la sintesis
de los polisacaridos. En otras especies bacterianas, se observd que los terpenos, debido a su
estructura, podrian interactuar potencialmente con las enzimas glucosiltransferasas que participan
en la sintesis de glucanos. Un estudio mostrd que el citral y el geraniol inhiben la actividad de la
glucosiltransferasa, reduciendo la produccion de glucanos en las biopeliculas de E. coli (Ortega-
Ramirez et al., 2020). Por otro lado, también se ha demostrado que los terpenos regulan la
expresion de genes relacionados con la sintesis de SPE, como la celulosa, el curli o el &cido
colanico. Por ejemplo, el carvacrol redujo la formacién de biopeliculas de E. cloacae y regulo
negativamente algunos genes que codifican para fimbria curli y acido colanico, necesarios para la
formacion de biopeliculas de esta bacteria (Liu et al., 2021).

Si bien existe evidencia prometedora sobre el efecto de los terpenos en la inhibicion de biopeliculas,
sigue habiendo una carencia de conocimiento que permita desarrollar estrategias efectivas para el
control de biopeliculas producidas por Salmonella. Resulta esencial profundizar en la
caracterizacion de la sintesis de SPE durante la formacion de biopeliculas, explorar los mecanismos
subyacentes a la inhibicion de la sintesis de celulosa mediada por terpenos y, ademas, investigar
las interacciones moleculares especificas entre los terpenos y las enzimas implicadas en la sintesis
de SPE, asi como su influencia en la regulacion de genes relacionados con este proceso. Partiendo
de la evidencia reportada en la literatura cientifica, la hipdtesis central de esta investigacidn postula
que el eugenol, debido a sus propiedades estructurales, es capaz de inhibir la actividad de la
glucosiltransferasa, la cual es responsable de la sintesis de celulosa en las biopeliculas de

Salmonella Typhimurium. Este efecto disminuye el contenido de SPE y, en Gltima instancia, reduce
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la formacion de biopeliculas de este patdgeno en superficies de acero inoxidable, lo que podria

abrir nuevas perspectivas en la prevencion y el control de infecciones transmitidas por alimentos.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Salmonella es un Riesgo para la Salud Publica

La diarrea infecciosa es una enfermedad comun y frecuente que afecta a mas de 2 mil millones de
personas en todo el mundo cada afio, siendo de las principales de entre las enfermedades
infecciosas, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Qi et al., 2019). Este tipo de
infecciones se asocian con una mortalidad y morbilidad significativas. Un tercio de los casos de
diarrea infecciosa es causado por el consumo de alimentos contaminados por microorganismos.
Entre estos, Salmonella se destaca como un patégeno de gran relevancia que plantea una seria
amenaza para la salud humana. Esta bacteria es responsable de provocar alrededor de 1.35 millones
de infecciones, 26.500 hospitalizaciones y 420 muertes en los Estados Unidos cada afio, mientras
que en la Unidn Europea en el 2022 se confirmaron 65 967 casos de salmonelosis de los cuales 81
fueron fatales, consolidando la salmonelosis como una de las infecciones transmitidas por
alimentos mas frecuentes y significativas (CDC, 2023b).

La infeccion por Salmonella abarca diversas subespecies entéricas que desencadenan tanto
gastroenteritis, conocida como salmonelosis no tifoidea, como fiebre tifoidea, relacionada con los
serotipos Typhi y Paratyphi (Brenner et al., 2000). De los 2,600 serotipos identificados de
Salmonella como desencadenantes de brotes de enfermedades diarreicas, Salmonella enterica
serovar Typhimurium y Salmonella enterica serovar Enteritidis liderean los reportes, siendo las
principales responsables de la salmonelosis no tifoidea (Nazari Moghadam et al., 2023)

Las infecciones por Salmonella, si bien en muchas ocasiones no revisten gravedad en individuos
sanos, pueden llegar a desencadenar hospitalizaciones e incluso fallecimientos especialmente en
adultos mayores, nifios, mujeres embarazadas y las personas inmunodeprimidas. Estas infecciones
no solo afectan a nivel individual, sino que también tienen un impacto en la economia familiar y
generan costos importantes para la salud publica debido al tiempo de hospitalizacion, tratamientos
médicos y la disminucién de la productividad laboral. De acuerdo con estimaciones del Servicio
de Investigacion Econdmica del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, en 2018, el

costo anual de las enfermedades transmitidas por Salmonella (no tifoidea) en los Estados Unidos
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de América ascendio a la considerable cifra de $4,142,179,160 de dolares (USDA, 2021).

Segun el Centro de Control de Enfermedades de los Estados Unidos de América, Salmonella causa
aproximadamente 1.35 millones de infecciones, 26,500 hospitalizaciones y 420 muertes al afio en
ese pais (CDC, 2023b). Los alimentos contaminados son la causa principal de la mayoria de las
enfermedades. Segun la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, en 2021, la salmonelosis
fue la segunda enfermedad zoondtica mas notificada en la Unién Europea, con 60,050 casos, lo
que representa un aumento del 14.3% en la tasa en comparacion con 2020 (Alimentaria, 2023). Por
otro lado, México reportd que, en 2020, el numero total de infecciones por Salmonella registradas
en personas alcanzo los 64,778 casos, de los que el 25.4% (16,466) correspondio a fiebre tifoidea,
8.4% (5,468) a paratifoidea, y el 66.2% a otras salmonelosis (SENASICA, 2020). EIl nimero de
casos de infeccion por Salmonella es considerablemente importante en todo el mundo (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Casos de personas infectadas con Salmonella spp. en el mundo.

Nugigg de Salmonella spp. Fuente de contaminacion Pais Afio
25 Salmonella Saint Paul Carne molida EUA 2023
88 Salmonella Thomson Cebollas frescas rebanadas EUA 2023
30 Salmonella Enteritidis Masa de galletas EUA 2023
17 Salmonella Infantis Harina EUA 2023

1072 Salmonella Pollo EUAY 2023
Puerto Rico

73 Salmonella Typhimurium Brotes de alfalfa EUA 2022

134 Salmonella Typhimurium Chocolate UE 2022

Desconocido Salmonella Chocolate México 2022
54 Salmonella Litchfield Pescado EUA 2022
25 Salmonella Senftenberg Crema de cacahuate EUA 2022
9 Salmonella Thomson, Palitos de salami, mariscos, EUA 2021

Oraniengbur, cebollas, carnes al estilo

Typhimurium, italiano, ensaladas
Weltevrede, Enteritidis, empaquetadas, camarones
Hadar cocidos congelados, productos
de pollo rellenos empanizados
crudos y congelados, queso
brie de anacardo y pavo
molido
473 Salmonella Braenderup, Varios EUA 2020
Muenchen, Thompson,
and Typhimurium
1000 Salmonella spp. Aves de corral EUA 2019
80 S. Typhimurium Sushi Chile 2019
49 Salmonella spp. Productos de sandwich de Australia 2018
pollo

40 Salmonella Concord Productos tahini Israel 2018
14 S. Typhimurium Coco deshidratado EUA 2018
265 S. Typhimurium Ensalada de pollo EUA 2018
87 Salmonella spp. Desconocido Japan 2017
24 S. Typhimurium Profesores de laboratorio EUA 2017

clinico y microbiologia
907 Salmonella Poona Pepino EUA 2016
230 S. Typhimurium Brotes de frijol mungo crudos South 2016

Australia

44 S. Typhimurium Pollo empanizado crudo Canada 2015
41 S. Typhimurium Profesores de laboratorio EUA 2014

clinico y microbiologia
22 S. Typhimurium Carne molida EUA 2013

Fuente: Centro de Control de Enfermedades de Estados Unidos (CDC, 2023a), (Popa et al., 2021).
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El mecanismo de infeccién de Salmonella comienza con la ingestion de alimentos o agua
contaminados. Estos alimentos a menudo son de origen animal, como aves de corral, huevos, carne
de res o productos lacteos. Una vez que las bacterias ingresan al estbmago, se enfrentan a un
ambiente altamente &cido. Muchas de ellas no sobreviven a esta etapa debido a la acidez gastrica.
Sin embargo, algunas cepas de Salmonella han desarrollado adaptaciones que les permiten resistir
estas condiciones adversas (Li, 2022). Las bacterias que sobreviven llegan al intestino delgado,
donde comienzan a colonizar la mucosa intestinal. Salmonella produce proteinas especiales que le
permiten adherirse a las células del revestimiento intestinal. Algunas cepas de Salmonella pueden
penetrar las células epiteliales del revestimiento intestinal utilizando una serie de proteinas
especializadas (Li, 2022). Una vez que Salmonella ha invadido las células intestinales, comienza a
multiplicarse en su interior. Este es un mecanismo inteligente de evasion del sistema inmunologico,
ya que las células huesped no reconocen facilmente la presencia de las bacterias dentro de ellas. La
presencia de este patdgeno dentro de las células intestinales desencadena una respuesta
inflamatoria, lo que provoca los sintomas comunes de infeccion como fiebre, diarrea y dolor
abdominal (Ehuwa et al., 2021). En algunos casos, especialmente en infecciones graves, las
bacterias de Salmonella pueden cruzar la barrera intestinal e ingresar al torrente sanguineo y viajar
a otros organos Yy tejidos, lo que resulta en una infeccidn sistémica. La diseminacion al torrente
sanguineo es rara, ocurre en menos del 5% de las infecciones y depende de la virulencia de la cepa
de Salmonella determinada y de la respuesta inmune del huésped (CDC, 2013). Este mecanismo
de infeccion de Salmonella destaca su habilidad para adaptarse y sobrevivir en un entorno hostil,
lo que la convierte en una de las principales causas de infecciones transmitidas por alimentos en
todo el mundo.

La informacion antes presentada permite visualizar como esta bacteria se encuentra en diferentes
productos e indican su persistencia en diferentes ambientes, lo que podria atribuirse a su capacidad
para sobrevivir en diferentes superficies (Berger et al., 2010). Es fundamental comprender las
fuentes y cdmo Salmonella contamina durante estos procesos para prevenir y controlar infecciones.
Ademas, es esencial comprender las fuentes y los mecanismos de contaminacion de Salmonella en
estos procesos con el fin de prevenir y controlar las infecciones. Ademas, resulta crucial llevar a
cabo mas estudios epidemioldgicos para identificar las ubicaciones y modalidades de estas
infecciones, asi como las principales fuentes de contaminacion, los serotipos involucrados, su

resistencia a procesos de desinfeccion y antibioticos.
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2.2. Proceso de Formacién de Biopeliculas de Salmonella

La capacidad de Salmonella para adaptarse, sobrevivir y persistir en condiciones ambientales
adversas, a través de la formacion de biopeliculas en equipos y superficies en contacto con
alimentos, se ha identificado como una de las principales fuentes de contaminacion de productos
alimenticios y brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (Galie et al., 2018). Las
biopeliculas son comunidades bacterianas que exhiben un metabolismo diferenciado a sus
contrapartes planctonicas y se encuentran rodeadas por una matriz de sustancias poliméricas
extracelulares (SPE) de produccién propia (Jahan et al., 2022). El proceso de formacion de

biopeliculas por Salmonella involucra varias etapas clave como se muestra en la Figura 1.

CO@@®@ Celulosa
SO®@®® Curli
<~ DNA extracelular

Células activas

Células con bajo metabolism

’ Células persistentes / =~ "7 777 = s

,Células
\plancténicas

ADHESION MICROCOLONIAS MADURACION DISPERSION
Y CRECIMIENTO

Figura 1. Representacion esquematica de la formacion de biopeliculas: adhesion inicial, adhesion
irreversible (microcolonias y crecimiento), maduracion y dispersion.

En la etapa inicial, las células planctonicas de Salmonella se adhieren a la superficie (Van Houdt y
Michiels, 2010). Esto puede ocurrir en minutos u horas, y la capacidad de esta bacteria para

23



adherirse a una amplia gama de superficies contribuye a su éxito como patdgeno alimentario. Esta
adhesion esta influenciada por diferentes factores como las interacciones fisicoquimicas entre las
células y la superficie, la textura (rugosa o lisa), la carga, la polaridad, el pH, la temperatura y los
nutrientes del medio (Van Houdt y Michiels, 2010; Abdallah et al., 2009). Por ejemplo, Moraes et
al., 2018 estudiaron la capacidad de diferentes especies de Salmonella para adherirse a superficies
de acero inoxidable y producir biopeliculas bajo diferentes pH, temperatura y concentraciones de
NaCl. Las cepas de S. Enteritidis, Salmonella Infantis, S. Typhimurium y Salmonella Heidelberg
demostraron adherencia a pH 4, hasta 4% de NaCl y a temperaturas de 20 °C y 35 °C. La
probabilidad de adhesién se redujo cuando las concentraciones de NaCl fueron >8% y a 8°C, asi
como en valores de pH<5 y concentraciones de NaCl >6%, para todas las cepas analizadas. La
generacion de biopeliculas se observé a 35 °Cy 20 °C apH 7 y 6 y hasta 6% de NaCl. Lo anterior
indica el amplio rango de condiciones en el que Salmonella puede adherirse e iniciar el proceso de
formacion de biopeliculas.

Ademas, Salmonella demuestra su versatilidad en términos de adhesion, ya que se ha observado
que puede fijarse a una variedad de sustratos, que incluyen calculos biliares, células epiteliales
animales, superficies de plantas y también superficies inanimadas (Sadekuzzaman et al., 2015).
Numerosas investigaciones han sefialado que los diferentes serovares de S. enterica tienen la
capacidad de adherirse y formar biopeliculas en una amplia gama de materiales, incluyendo
plastico, vidrio y acero inoxidable, que son comunes en cocinas, bafios, asi como en instalaciones
cruciales como mataderos, granjas e industrias alimentarias (Obe et al., 2022; Da Silva et al., 2018;
Dantas et al., 2018). Un estudio especifico destaco que la adhesion de Salmonella puede variar
significativamente segun la superficie y las condiciones de temperatura en las que se encuentre, lo
que, a su vez, influye en su capacidad de supervivencia en entornos de procesamiento de alimentos
(Obe et al., 2022). Los resultados de esta investigacion indicaron que, a una temperatura de 25 °C,
se observo una mayor formacion de biopeliculas fuertes y moderadas en superficies de plastico en
comparacion con el acero inoxidable. Sin embargo, a 15 °C, se registré una menor formacion de
biopeliculas fuertes en comparacion con la temperatura de 25 °C, y se noté que las superficies de
plastico mostraban una mayor tendencia a la adhesion en comparacion con las de acero inoxidable
a esta temperatura. Este estudio sobre la adhesién de Salmonella en diferentes condiciones resulta
fundamental, ya que proporciona informacion valiosa para la mitigacion de las biopeliculas en
entornos de procesamiento.

La formacién de biopeliculas de Salmonella continGa con un proceso de adhesion irreversible,
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desencadenado por la secrecion de sustancias poliméricas extracelulares (SPE) que componen la
matriz de la biopelicula (Merino et al., 2019). Esta matriz esta representando alrededor del 90% de
la biomasa, mientras que las células microbianas contribuyen con el 10% restante. Los
componentes fundamentales de la biopelicula de Salmonella engloban diversos polisacaridos,
incluyendo la celulosa, el &cido colanico y la cépsula de antigeno O aniénico. Ademas, se
encuentran proteinas como las fibras amiloides conocidas como curli, flagelos, componentes
proteicos de superficie, acidos grasos y ADN (Maruzani et al., 2019). Es importante destacar que
la composicidon precisa de las biopeliculas no puede generalizarse para todas las especies, lo que
abre un area de investigacion valiosa.

El siguiente paso en el proceso de formacion es la maduracion de la biopelicula. La matriz de SPE
crea una red tridimensional crucial para el estilo de vida y la virulencia de las biopeliculas. Las
SPE en las biopeliculas de Salmonella desempefian varias funciones que contribuyen a su
formacion y resistencia. La matriz de SPE facilita la adhesion de las células a las superficies, ya
sean bioticas o abioticas, permitiendo que las biopeliculas se anclen con seguridad a las superficies.
La matriz de SPE también puede retener agua y nutrientes dentro de la biopelicula, creando un
entorno viscoso hidratado que favorece la supervivencia de las células bacterianas. Esto evita la
desecacion y ayuda a mantener un ambiente propicio para el crecimiento y la persistencia de las
células en la biopelicula (Izadi et al., 2021). Ademas, se pueden crear microambientes o nichos
ecologicos dentro de las biopeliculas que tienen condiciones variables, como diferencias en la
concentracion de nutrientes, oxigeno, pH y temperatura (Steenackers et al., 2012). Esto favorece
la formacién de subpoblaciones de células con diferentes estados metabolicos como activo o con
bajo metabolismo (durmientes).

Una de las principales funciones de la matriz de SPE es crear una barrera fisica tridimensional que
rodea y protege a las células bacterianas en el interior de la biopelicula. Esta barrera protege a las
células de diversos factores estresantes, como antibidticos y desinfectantes, dificultando la
penetracion de los antimicrobianos en el interior de la biopelicula. Ademas, los polisacaridos y
proteinas en la matriz pueden interactuar con los antimicrobianos, lo que reduce su disponibilidad
para ejercer su accion antimicrobiana. Otra razon mas de la resistencia de las biopeliculas a los
antimicrobianos es que algunas de las células dentro de las biopeliculas se encuentran adormiladas
0 inactivas lo que las hace menos susceptibles a los antimicrobianos. Estas células pueden
reactivarse mas tarde, lo que contribuye a la persistencia de la infeccion.

Todo esto conlleva a que las células en estado de biopelicula sean mas resistentes a los antibidticos
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y desinfectantes en comparacion con las células plancténicas. Por ejemplo, se llevaron a cabo
experimentos donde aislados ambientales de Salmonella no tifoidea se expusieron a los
desinfectantes &cido peroxiacético, y cloruro de cetilpiridinio en condiciones que simulan el
procesamiento de aves (Chylkova et al., 2017). Los resultados indicaron que las biopeliculas
formadas por cada aislado de Salmonella Heidelberg son mas resistentes a estos desinfectantes que
sus contrapartes en estado planctonicos. Especificamente, se observd que las concentraciones
necesarias para lograr la erradicacion bacteriana en las biopeliculas fueron aproximadamente
cuatro veces mayores que las requeridas para las células plancténicas. Para el acido peroxiacético,
las concentraciones bactericidas aumentaron de manera significativa, oscilando entre 8300-14700
ppm para las biopeliculas y 3700-5500 ppm para las células planctonicas. Similarmente, en el caso
del cloruro de cetilpiridinio, la concentracion requerida para eliminar las biopeliculas aumento
alrededor de cuatro veces en comparacion con las células planctdnicas, con valores de 1000-2600
ppm y 300-600 ppm, respectivamente (Chylkova et al., 2017). Este fendmeno resalta la
significativa resistencia de las biopeliculas de Salmonella a los desinfectantes y sus implicaciones
en la higiene y seguridad alimentaria (Chylkova et al., 2017).

El ciclo de vida en biopeliculas de Salmonella culmina cuando las células se desprenden y
dispersan desde la biopelicula para regresar al modo plancténico (Rumbaugh y Sauer, 2020). La
dispersion de bacterias desde las biopeliculas es un proceso relevante, ya que las células liberadas
pueden colonizar nuevos lugares y mantenerse en el entorno, lo que dificulta la eficacia de los
procedimientos de desinfeccion. No obstante, se dispone de informacion limitada sobre el inicio
de la dispersién de las biopeliculas y los factores ambientales que la impulsan. Explorar mas a
fondo estos aspectos es esencial para comprender y controlar la biopelicula de Salmonella de
manera mas efectiva.

Es evidente que aln es necesario llevar a cabo investigaciones mas exhaustivas en relacion con la
adhesién y formacion de biopeliculas de Salmonella, centrandose particularmente en la matriz de
SPE. Aunque se ha avanzado en la comprension de estos procesos, existen lagunas significativas
en el conocimiento. Se requieren estudios mas detallados para analizar como la presencia de
componentes especificos en las SPE de Salmonella influye en su adhesion a superficies abioticas
y bioldgicas. Estos estudios permitirian identificar los factores criticos que facilitan o inhiben la
adhesién y formacion de biopeliculas de Salmonella, lo que, a su vez, podria conducir al desarrollo

de estrategias mas efectivas de prevencién y control. Ademas, es esencial investigar como las
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condiciones ambientales, como la temperatura, la humedad y la presencia de nutrientes, impactan
en la adhesion y formacion de biopeliculas, asi como en la composicion y estructura de las SPE.
Estos estudios podrian proporcionar informacion valiosa para comprender los procesos de
adaptacion de Salmonella en entornos de la industria alimentaria y permitirian el disefio de medidas
més especificas para prevenir la contaminaciéon y el riesgo de infecciones transmitidas por
alimentos.

Como se ha mencionado en esta seccidn, las biopeliculas microbianas son estructuras altamente
organizadas que dependen en gran medida de una matriz de SPE para su estabilidad y resistencia.
En el caso de Salmonella, la celulosa es un componente esencial de esta matriz. Lo que lleva a
proponer a la interferencia en la sintesis de SPE, como la celulosa, como un punto crucial en la
estrategia para reducir la formacion de biopeliculas. Al dirigir los esfuerzos hacia la inhibicién de
la sintesis de celulosa, se debilita significativamente la capacidad de Salmonella para formar
biopeliculas. La celulosa no solo proporciona cohesion estructural a las biopeliculas, sino que
también sirve como una barrera protectora que reduce la eficacia de los desinfectantes y
antibidticos. Al intervenir en este proceso de sintesis de celulosa, se debilita la integridad de la
biopelicula y se vuelve mas permeable a las estrategias de control, como desinfectantes y
tratamientos antimicrobianos. Esta aproximacion se destaca como un enfoque prometedor en la
lucha contra las biopeliculas de Salmonella y otros patégenos. Al comprender mejor los
mecanismos de sintesis de SPE y desarrollar estrategias especificas para interferir con ellos,
podemos abrir la puerta a métodos mas efectivos para prevenir y controlar la formacion de
biopeliculas, lo que a su vez contribuira a la reduccion de brotes de enfermedades transmitidas por

alimentos.

2.3 Inhibicion de Celulosa como Punto Clave para Reducir la Formacion de Biopeliculas de

Salmonella Typhimurium

Al interferir con la sintesis de SPE, se desarticulan los mecanismos clave de adhesion y proteccion
de las biopeliculas de Salmonella. Diversos estudios han sefialado la importancia de las SPE y

cdémo su ausencia influye en la formacion de biopeliculas, lo que conduce a una reduccion de estas
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estructuras bacterianas. Por ejemplo, para S. enterica serovar Pullorum cepa S6702 la eliminacion
del gen csgA y besA implicado en la producciédn de curli y celulosa, respectivamente, disminuyd la
formacion de biopeliculas en tubos de vidrio y la adhesion e invasion a células HelLa (El Hag et
al., 2017). Se ha establecido que la celulosa desempefia un papel fundamental en la formacion de
biopeliculas de Salmonella, siendo un componente esencial para aumentar su resistencia y, por
ende, facilitar la supervivencia bacteriana (Kim et al., 2022). De acuerdo con Yaron y Rémling,
2014 la celulosa de S. enterica se ha identificado como un factor de adherencia en superficies de
origen vegetal. Ademas, Bhowmick et al., 2011 informaron que la eliminacion del gen gcpA en
Salmonella enterica serovar Weltevreden condujo a la incapacidad de producir celulosa, lo que
impidio el desarrollo de colonias rdar en placas de agar rojo Congo y la formacién de biopeliculas
en superficies de poliestireno. Comprender el complejo mecanismo de sintesis de las SPE y sus
componentes permite disefiar estrategias de inhibicion de biopeliculas. Por ejemplo, Yan et al.,
2020 utilizaron la arquitectura de doble poro del complejo CsgF-CsgG para crear un peptido que
reduce fisicamente el tamafio del poro, inhibiendo la secrecion de curli y, por lo tanto, la
polimerizacion de la fimbria en E. coli.

En este estudio, se plantea la interferencia en la sintesis de celulosa como una estrategia clave para
la inhibicion de las biopeliculas de S. Typhimurium, dado que la celulosa representa uno de los
componentes principales de las biopeliculas de esta bacteria. Para llevar a cabo este enfoque con
éxito, es imperativo contar con un profundo conocimiento del mecanismo de sintesis de la celulosa,
los pasos involucrados en dicho proceso y las regulaciones que lo gobiernan.

La celulosa, un polimero largo de unidades de D-glucosa unidas B-(1—4), es el segundo
componente mas importante en las biopeliculas de la matriz de Salmonella (Steenackers et al.,
2012). El proceso de polimerizacion y translocacién de la celulosa comienza con la union de la
glucosa-1-fosfato con UTP (uridina-5 -trifosfato), formando UDP-glucosa en el dominio
glucosiltransferasa intracelular. En el segundo paso, la UDP-glucosa se reubica en el grupo 4'-OH
en el extremo terminal no reducido de la cadena polimérica, expandiéndola y liberando la UDP.
En el tercer paso, el polimero debe translocarse al canal transmembrana para permitir la adicion de
una nueva molécula de glucosa (Morgan et al., 2014). La sintesis de celulosa esta ligada a la
produccién de curli. El operdn bes (sintesis de celulosa bacteriana) contiene cuatro genes, bcsA,
bcsB, besC y besD, que son necesarios para la produccién y secrecion de celulosa (Rémling y
Galperin, 2015).

El polimero se sintetiza mediante un complejo de tres glucosiltransferasas transmembrana
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(subunidades BcsA, BesB y BesC) (Figura 2). BesA es el componente catalitico que sintetiza la
celulosa y crea el poro transmembrana de la membrana interna (Omadjela et al., 2013). Esta
subunidad BcsA contiene ocho fragmentos transmembrana y, como minimo, un dominio extendido
intracelular plegado por glucosiltransferasa A. El dominio intracelular glucosiltransferasa-A
supervisa la union del azlicar donante y el aceptor, ademas de activar la reaccion de la
glucosiltransferasa y la parte sumergida en la membrana para formar un poro junto al sitio
catalitico, permitiendo translocar el polisacarido naciente (Morgan et al., 2014). Es importante
sefialar que este esquema de celulosa sintasa esta representado por un modelo de Rhodobacter, y
hasta el momento no se ha encontrado evidencia de proteinas de sintesis de celulosa y proteinas
cristalizadas en el caso de Salmonella. Se ha informado que el sitio catalitico esta bien conservado
y contiene la firma acido aspartico, é&cido aspartico, A&cido aspartico, glutamina
(glutamina/arginina), X (cualquier aminoacido), arginina, triptofan, tres &cidos asparticos
espaciados de forma variable. y un pentapéptido que consiste en una glutamina seguida a menudo
por una glutamina o arginina, un residuo variable, y una arginina y triptéfano. Sin embargo, pueden
existir sitios alostéricos que permitan modificar la actividad de la enzima. La subunidad BcsB es
una proteina periplasmica grande que puede dirigir el polimero a través del periplasma hasta la
membrana externa a través de dos dominios de union a carbohidratos (Rémling y Galperin, 2015).
Aunque BcsA es el componente cataliticamente activo, la catélisis requiere la subunidad BcsB
anclada a la membrana. BcsC, por su parte, crea un barril B en la membrana externa, que esta
precedido por un gran dominio periplasmico que incluye repeticiones tetratricopeptidicas que
probablemente participan en la construccion del complejo y comprende el poro de la membrana
externa (Omadijela et al., 2013).
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Figura 2. Esquema del complejo celulosa sintasa responsable de la sintesis de celulosa en S.
Typhimurium. BcsA produce cadenas de glucano glicosilando la UDP-glucosa; BcsB, forma
complejos con BcsA para activar la celulosa sintasa; y BcsC, crea un canal en la membrana externa
a través del cual se extruyen las cadenas de glucano. BcsE, BesF, BesG, BesQ y BesR participan
en la sintesis de celulosa con funciones diferentes e incompletas conocidas. Adaptado de Ahmad
etal., 2017.

Otras proteinas también participan en la sintesis de celulosa y estan codificadas por los operones
bcsABZC y besEFG (Steenackers et al., 2012). La BesZ es una proteina periplasmica cuya funcion
no es muy conocida, aunque mejora la produccion de celulosa. Ahmad et al., 2017 demostraron
que en S. Typhimurium, BcsZ regula negativamente la sintesis de celulosa, lo que afecta la
formacion de biopeliculas, la interaccion con el huésped y la colonizacion de 6rganos en la
infeccion de un modelo murino. Otras proteinas como BcskE, BesF, BesG, BesQ y BesR también
participan en la sintesis de celulosa, aunque su funcién no esta del todo aclarada (Sun et al., 2018).
La porcién transmembrana de BcsG es necesaria para que la subunidad BcsA se produzca
correctamente (Sun et al., 2018).

La di-guanilato ciclasa AdrA produce el c-di-GMP necesario para activar la biosintesis de celulosa.

El regulador de respuesta CsgD, que tiene un efecto favorable sobre adrA, regula su actividad a
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nivel transcripcional (MacKenzie et al., 2017). CsgD en su forma no fosforilada se une al promotor
adrA de forma complicada y AdrA controla bcsABZC cambiando la cantidad de c-di-GMP (Ahmad
et al., 2017). Existe informacién limitada sobre la estructura de proteinas relacionadas con la
sintesis de celulosa, como la Salmonella glucosiltransferasa. Ademas, es necesario estudiar en
profundidad la regulacion de la sintesis de celulosa y como en ella influyen factores externos como
el tiempo, la temperatura, los nutrientes y la superficie utilizada en las industrias procesadoras de
alimentos. La generacion de este conocimiento podria permitir el desarrollo de estrategias que
inhiban la sintesis de celulosa y como resultado tener biopeliculas méas susceptibles.

Los estudios sugieren que la sintesis de SPE podria ser un punto de control de biopeliculas, ya que
la disminucion de su contenido produce biopeliculas mas débiles y menos estructuradas,
haciéndolas menos resistentes a los desinfectantes convencionales. Sin embargo, pocas
investigaciones estudian qué componentes precisamente se reducen y si esto se debe a una
inhibicion en la enzima sintetizadora 0 a la expresion génica. Ademas, se deben estudiar las
interacciones y mecanismos del agente inhibidor. Esto abre un area grande para explorar agentes
que inhiben la sintesis de SPE, junto con la necesidad de controlar las biopeliculas en la industria

alimentaria.

2.4 Terpenos como Posibles Inhibidores de SPE en Biopeliculas de Salmonella

El proceso tradicional para erradicar las biopeliculas bacterianas en las superficies en contacto con
alimentos es la limpieza y desinfeccion con productos quimicos convencionales como cloro, acido
peracético e hipoclorito de sodio (Liu et al., 2022). Sin embargo, los métodos de saneamiento
actuales en la industria alimentaria tienen algunas desventajas bien conocidas, como los residuos
toxicos de los agentes desinfectantes, la corrosion de las superficies en contacto con los alimentos
o la creciente resistencia de estos quimicos en los microorganismos transmitidos por los alimentos
(Luna-Solorza et al., 2023). Por lo tanto, es necesario buscar agentes antibiopeliculas efectivos y
gue no causen dafo.

Una alternativa prometedora para prevenir la formacion de biopeliculas bacterianas es la aplicacion
de antimicrobianos naturales (Sadekuzzaman et al., 2015). Se sabe que los terpenos y terpenoides

como timol, carvacrol, eugenol y mentol presentes en los aceites esenciales exhiben actividades
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pronunciadas contra diversos microorganismos. Varios aceites esenciales y sus principales
compuestos han ejercido actividad antibiopelicula contra Salmonella (Cuadro 2) (Oh et al., 2017).
Por ejemplo, el aceite esencial de clavo a 1.2 mg/mL disminuyé 1.8 log UFC/cm? de S.
Typhimurium adheridas a acero inoxidable (Silva-Espinoza et al., 2020). El carvacrol y el timol,
componentes fendlicos de los aceites esenciales de orégano y tomillo, exhibieron accion
antibacteriana y antibiopelicula contra S. Typhimurium (Trevisan et al., 2018). Las biopeliculas
jovenes y maduras producidas por S. Enteritidis en superficies de acero inoxidable fueron
destruidas por aceites esenciales de Origanum vulgare (0.25%) y Rosmarinus officinalis (4%), lo
que demuestra un impacto dependiente del tiempo y un mecanismo de accion multiobjetivo en la
membrana bacteriana (Lira et al., 2020). Cabarkapa et al., 2019 investigaron las actividades
antimicrobianas y antibiopeliculas de Origanum vulgare, Origanum heracleoticum, Thymol
vulgaris y Thymol serpylluma versus S. Enteritidis. Los resultados demostraron que los aceites
esenciales y sus componentes principales (carvacrol y timol) impidieron el desarrollo de
biopeliculas en niveles sub-CMI y erradicaron la biopelicula preformada de 48 h con el tiempo en
un enfoque dependiente de la concentracion. EIl cinamaldehido (2 mg/mL), el principal compuesto
del aceite esencial de corteza de canela (55-76%), redujo la poblacion inicial de biopeliculas en 6
log UFC/cm? de Salmonella aislada de un entorno de granja porcina convencional (Keelara et al.,
2016).

Generalmente, el mecanismo antibacteriano de los terpenos presentes en aceites esenciales esta
relacionado con su hidrofobicidad y su estructura. La naturaleza lipéfila les permite atravesar la
pared celular y dafiar la membrana citoplasmica al mismo tiempo que altera varias capas de
polisacaridos, acidos grasos y fosfolipidos y eventualmente los vuelve permeables. También
pueden unirse a las proteinas para evitar que realicen sus funciones normales como transporte de
moléculas y iones. Los componentes hidrofébicos presentes en el aceite esencial podrian cambiar
la permeabilidad de la membrana celular microbiana para cationes como H+ y K+, los cuales
modifican el flujo de protones, modificando el pH celular y afectando la composicion quimica de
las células y su actividad. La pérdida de permeabilidad diferencial da como resultado un
desequilibrio en la presion osmotica intracelular, que posteriormente altera los organulos
intracelulares, conduce a la liberacién del contenido citoplasmatico, afecta la fuerza motriz de los
protones y el agotamiento de la reserva de ATP, desnaturaliza varias enzimas y proteinas, causando

finalmente la muerte celular (Cui et al., 2019; Marchese et al., 2018).
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Cuadro 2. Eficacia antibacteriana y modo de accion de diferentes compuestos terpénicos contra
bacterias patdgenas de alimentos.

Compuesto Concentracién usada Mecanismo de accion Referencias
Eugenol E. coli Inhibicion: ATPasa, histidina (Gilly
(800-3000 pg/mL) descarboxilasa y produccion de Holley,
L. monocytogenes enzimas extracelulares (en 2006)
(800 -1000 pg/mL) concentraciones subletales)
S. enterica serovar Permeabilidad de la membrana
Thypimurium Fuga de iones de ATP y potasio.
(3.18-500 pg/mL)
Eugenol ICso (ULM) Interaccion de la desoxi-D-xilulosa  (Hui, Yan,
97.31 5-fosfato reductoisomerasa con los  Tian, Li, &
aminoacidos Lys124, Asp149, Gao, 2017)
Ser150, Trp211, Met213, 1le217,
Glu230 y Met275 (enlace de
hidrogeno con Asn226).
Inhibicion competitiva
Carvacrol ICs0 (LM) Interaccion de la desoxi-D-xilulosa  (Hui et al.,
139.24 5-fosfato reductoisomerasa con los  2017)
aminoacidos Trp211, Ser212,
Met213, Asp274 y Met275 (enlace
de hidrégeno con Pro273).
Inhibicion no competitiva
Eugenol 0.625 mg mL*CMI Inhibicion de la sintesis de glucanos  (Li et al.,
por Streptococcus sobrinus 2012)
Citral ICs0 8.5 UM E. coli Inhibicion no-competitiva (Ortega-
Ramirez et
al., 2020)
Geraniol ICs0 6.5 UM E. coli Inhibicion no-competitiva (Ortega-
Ramirez et
al., 2020)
Cinnamalde-  S. Typhimurium Reduccion de la poblacién de (Keelara et
hido 2 mg/mL biopeliculas en 6 log CFU/cm? al., 2016)
Carvacrol Pectobacterium Reduccion de la sintesis de SPE (Gutierrez-
carotovorum Pacheco et
0.66mM al., 2018)

No obstante, existen pocas investigaciones que hayan profundizado en los mecanismos mediante
los cuales los terpenos pueden inhibir la formacion de biopeliculas de Salmonella. Algunos estudios
han sefialado que la interferencia en la sintesis de SPE representa uno de los mecanismos clave de
accion de compuestos fendlicos y terpenos en otras bacterias. Como ejemplo, se puede mencionar

el carvacrol, que a una concentracién de 1.33 mM, demostré reducir la formacién de biopeliculas
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en Pectobacterium carotovorum, una bacteria relacionada con la descomposicion de alimentos
vegetales, y se atribuyd este efecto a su capacidad para interferir con la sintesis de SPE (Gutierrez-
Pacheco et al., 2018). En dicho estudio, se observd que el carvacrol, cuando se aplicé a una
concentracion subinhibitoria de 0.66 mM, redujo significativamente el contenido de polisacaridos
en las biopeliculas de P. carotovorum, disminuyendo la cantidad de equivalentes de glucosa/cm?
de 22.94 a 9.11. Paralelamente, también se registré una reduccion en el contenido de proteinas,
aunque en menor medida, pasando de 11.07 a 7.10 equivalentes de albtmina/cm? (Gutierrez-
Pacheco et al., 2018). Estos resultados sugieren que los terpenos, como el carvacrol, pueden afectar
de manera significativa la sintesis de SPE en biopeliculas bacterianas, lo que podria representar un
enfoque prometedor para inhibir la formacion de biopeliculas de Salmonella.

De manera similar, el carvacrol en dosis subinhibitorias (64 y 128 pug/mL) redujo la formacion de
biopeliculas de E. cloacae (Liu et al., 2021). Este efecto se correlaciono con la disminucion en la
produccion de exopolisacaridos de biopeliculas, lo que se tradujo en una reduccién del grosor de
la biopelicula y de la matriz extrapolimeérica mediante estudios de microscopia de barrido laser
confocal y microscopia electronica de barrido. Ademas, un analisis transcripcional demostro que
el carvacrol ejercia una regulacion negativa sobre la expression de algunos genes, incluyendo
aquellos responsables de la sintesis de fimbrias curli y de polisacaridos como acido colonico, los
cuales son esenciales para la formacion de biopeliculas en E. cloacae. Estos hallazgos subrayan el
potencial del carvacrol y compuestos similares para interferir con la formacion de biopeliculas
bacterianas al reducir la produccién de exopolisacaridos y la expresion de genes clave (Liu et al.,
2021).

Los aceites esenciales de pimiento, clavo, laurel y su componente principal, el eugenol (0.0053
mg/mL), demostraron su capacidad para reducir la presencia de E. coli enterohemorragica
0157:H7, un patégeno de importancia global transmitido por alimentos (Kim et al., 2016). Los
autores destacaron que ciertos atributos estructurales del eugenol, como la cadena alquilo o alcano
C-4 en el anillo de benceno, la unidad metoxi C-2 y la unidad hidroxilo C-1, desempefian un papel
fundamental en los mecanismos que subyacen a su actividad antibiopelicula. Con el fin de
comprender con mayor detalle el mecanismo de accién de este terpeno, los investigadores llevaron
a cabo un andlisis transcripcional, que reveld que el eugenol ejercia una regulacién negativa sobre
la expresidn de genes cruciales para la biopelicula de E. coli. Estos genes incluian la fimbria tipo

1, lafimbria curliy la celulosa (csgyABDFG), que son componentes fundamentales de la biopelicula
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de E. coli. En vista de las evidencias recopiladas, es posible notar ciertas similitudes en los diversos
sistemas de estudio, que involucran diferentes terpenos, bacterias y proteinas secretoras de SPE.
Por ejemplo, en el caso de las bacterias gramnegativas, existe una asociacion significativa con la
reduccion de los exopolisacaridos en respuesta al tratamiento. Por lo tanto, es razonable hipotetizar
que un enfoque similar podria ser efectivo en el caso de Salmonella.

Hakimi Alni et al., 2020 encontraron que el aceite esencial de Cuminum cyminum, cuyos
componentes principales incluyen terpenos como terpineol, careno y pineno, suprimia el
crecimiento de S. Typhimurium a una concentracion de 2.62 uL/mL. Ademas, en concentraciones
subinhibitorias, este aceite esencial reducia la formacion de biopeliculas y promovia la liberacion
de células desde las biopeliculas, en contraste con las bacterias del grupo de control que se adherian
fuertemente y quedaban atrapadas en una matriz densa. Los investigadores también informaron
que la concentracion subinhibitoria del aceite de C. cyminum ejercia una regulacion negativa sobre
genes cruciales relacionados con la formacion de biopeliculas, incluyendo los genes involucrados
en la sintesis de celulosa (csgD y adrA) y en la deteccion de quorum (sdiA y luxS).

El aceite esencial de clavo, cuyo componente principal es el eugenol, tuvo un impacto significativo
en la formacién de biopeliculas de L. monocytogenes y en la eliminacion de biopeliculas en
superficies vegetales (Zhang et al., 2020). Los resultados revelaron que todas las concentraciones
analizadas (0.5, 1.0 y 2.0 mg/mL) redujeron los polisacaridos extracelulares en un rango del 35%
al 88% y disminuyeron el contenido de proteinas en las biopeliculas de Listeria en un margen que
oscild entre el 34% y el 76%. Ademas, este aceite esencial reguld la expresion de genes clave,
como agrA, agrD, agrC y prfA, y aumento positivamente la intensidad de expresion del gen sigB,
controlando asi la formacion de biopeliculas.

De manera similar, Li et al., 2012 determinaron el efecto del eugenol sobre la sintesis de glucanos
y la formacion de biopeliculas de S. sobrinus, un patégeno relacionado con la caries dental. Los
resultados indicaron que la concentraciéon minima inhibitoria de eugenol para las biopeliculas (8
mg/mL) en un modelo de boca artificial fue de 0.625 mg/mL Se observé una reduccién del 63%
en la sintesis de glucanos insolubles y del 46% en los glucanos solubles. Es importante destacar
que los glucanos desempefian un papel crucial en la formacién de biopeliculas en las bacterias
relacionadas con la caries dental. Sin embargo, se carece de detalles especificos sobre como el
eugenol inhibe la sintesis de glucanos. Se postula que el eugenol podria interactuar con enzimas

involucradas en la sintesis de glucanos, como la glucosiltransferasa, y asi inhibir su actividad.
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Ademas, dado que muchos estudios se centran en bacterias orales, seria de gran relevancia llevar a
cabo investigaciones adicionales para comprender el mecanismo de las glucosiltransferasas en
patdgenos alimentarios.

En este sentido, el estudio realizado por Ortega-Ramirez et al., 2020 reveld que los terpenos citral
y geraniol, presentes en el aceite esencial de Cymbopogon citratus, inhibieron el crecimiento en
forma planctonica (1.0 y 3.0 mg/mL) y de la formacion de biopeliculas (2.0 y 4.0 mg/mL) de E.
coli en superficies de acero inoxidable. El efecto sobre las biopeliculas se atribuyé a una reduccion
en la produccidn de glucanos. Para comprobar esto, se evalu6 la actividad de los terpenos sobre la
glucosiltransferasa, encontrando que ambos inhiben la actividad enzimatica con valores de ICso de
8.5y 6.5 uM, para citral y geraniol, respectivamente. Un anélisis de acoplamiento molecular revelo
las interacciones més probables entre los terpenos y la enzima, situdndolos en la bolsa hidrofébica
bajo el bucle de activacion y en proximidad a la hélice del dedo de la enzima. Estos terpenos
parecen modificar la actividad de la glucosiltransferasa, lo que sugiere un mecanismo de inhibicion
no competitiva de esta enzima por parte de los terpenos. La interaccion de estos terpenos en la
bolsa hidrofdbica bajo el bucle de activacion y la hélice del dedo podria influir en la union de UDP-
glucosa y, por ende, en la sintesis de glucanos. Este estudio describe un posible mecanismo de
accion mediante analisis computacionales de acoplamientos moleculares. Sin embargo, para una
comprension mas completa de estos mecanismos, futuras investigaciones que utilicen técnicas
como el dicroismo circular, la resonancia magnética nuclear (RMN) y métodos de difraccion de
rayos X podrian proporcionar una vision mas detallada y precisa.

Al realizar un analisis breve de las caracteristicas fisicogquimicas de ciertos terpenos, como el
eugenol, el carvacrol y el timol, se destaca que su estructura, que incluye un anillo aromatico, les
confiere una naturaleza hidrofébica que podria brindarles ventajas para difundir a través de la
membrana bacteriana y alcanzar el espacio intercelular (Burt, 2004). Ademas, estos compuestos
presentan una parte polar debido a la presencia de grupos hidroxilo, lo que podria permitirles
interactuar con los aminoacidos en el sitio activo y modificar la accion de la enzima
glucosiltransferasa. Una vez que estos terpenos penetran en la region intercelular, podrian
interactuar con la subunidad catalitica BcsA de la enzima. Esta subunidad contiene amino&cidos
polares, como el acido aspartico, la glutamina o la arginina en su dominio conservado (Morgan et
al., 2014). Estas interacciones podrian llevarse a cabo mediante enlaces de hidrégeno entre el grupo

OH de los terpenos y los grupos oxigeno de las cadenas laterales de los aminoacidos polares en la

36



enzima. Sin embargo, es importante sefialar que, hasta la fecha, la evidencia existente no es
suficiente para determinar con certeza el tipo de inhibicion que podria ocurrir ni en qué sitio exacto
de la enzima se produce esta interaccion. Por tanto, se requieren investigaciones adicionales que se
centren en la relacion entre estas moléculas y la enzima glucosiltransferasa para arrojar luz sobre
los mecanismos subyacentes a esta interaccion.

Dentro de los terpenos con mayor efectividad se encuentra el eugenol (Souza et al., 2022). El
eugenol es un fenilpropanoide extraido de tejidos como la canela y el clavo. Su tamafio molecular,
naturaleza hidrofébica y presencia de grupos hidroxilos le permite penetrar la membrana lipidica
bacteriana y alterar su funcionalidad, lo que posteriormente resulta en la fuga de constituyentes
intracelulares y causar la muerte (Su et al., 2022; Zhao et al., 2022). También se ha demostrado
que el eugenol presenta actividad contra algunas enzimas bacterianas que incluyen algunas
proteasas, histidina carboxilasa, amilasa, ATPasa y glucosiltransferasas importantes en el
metabolismo y formacion de biopeliculas de las bacterias (Hyldgaard et al., 2012; Li et al., 2012).
Por lo que en este trabajo se plantea la siguiente pregunta de investigacion ;Como el eugenol
interactla con la glucosiltransferasa para inhibir la sintesis de celulosa y por consecuencia la

formacion de biopeliculas de Salmonella Typhimurium?
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3. HIPOTESIS

El eugenol inhibe la actividad de glucosiltransferasa, disminuyendo la sintesis de celulosa
y la formacion de biopeliculas de Salmonella Typhimurium en superficies de acero inoxidable.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto del eugenol sobre la formacion de biopeliculas de Salmonella Typhimurium,

produccion de celulosa y la actividad de glucosiltransferasa en superficies de acero inoxidable.

4.2. Objetivos Especificos

1. Analizar el efecto del eugenol sobre la formacion de biopeliculas de Salmonella Typhimurium
en superficies de acero inoxidable.

2. Cuantificar la produccion de celulosa en biopeliculas de Salmonella Typhimurium expuestas
a eugenol en superficies de acero inoxidable.

3. Medir la actividad de la glucosiltransferasa en un extracto de Salmonella Typhimurium
expuesta a eugenol.

4. Determinar las interacciones moleculares in silico del eugenol sobre la actividad de
glucosiltransferasa de Salmonella Typhimurium.

5. Evaluar cambios en la expresion de bcsA de Salmonella Typhimurium expuestas a eugenol.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Analizar el Efecto del Eugenol sobre la Formacion de Biopeliculas de Salmonella
Typhimurium en Superficies de Acero Inoxidable

5.1.1. Efecto del Eugenol sobre el Crecimiento de S. Typhimurium en Estado Plancténico

La actividad antibacteriana del eugenol (Sigma-Aldrich) contra Salmonella enterica serovar
Typhimurium (ATCC 14028) en estado planctonico se determind mediante el método de
microdilucion en placa (Bernal-Mercado et al., 2018). El inoculo bacteriano se preparo a partir de
cultivos en fase exponencial en caldo Mueller Hinton (MH) (Difco) ajustado a una concentracion
de 1 x 108 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). Se disolvieron diferentes
concentraciones de eugenol (0.1 — 0.7 mg/mL) en caldo MH con 5% de DMSO para obtener una
solucion homogénea. Sucesivamente, se agregaron 5 pL de inoculo bacteriano ajustado y 295 uL
de las diluciones de eugenol a una microplaca estéril de 96 pocillos (Costar 96) hasta llegar a un
inoculo final de 1 x 108 UFC/mL. La microplaca se incubé a 37 °C durante 24 h. La concentracion
inhibitoria minima (CMI) de eugenol se determiné como la concentracion mas baja que inhibe el
crecimiento bacteriano visible. Se determind la concentracion bactericida minima (CMB),
sembrando la CMI y tres concentraciones superiores en agar MH e incubando a 37 °C durante 24

h. La CMI y la CMB se expresaron como mg/mL. Todo el experimento se repitid por triplicado.

5.1.2. Efecto del Eugenol sobre la Permeabilidad de la Membrana Bacteriana

La técnica de prueba del cristal violeta se utilizé para evaluar la permeabilidad de la membrana
celular cuando las bacterias se trataron con eugenol (Khan et al., 2017). Las bacterias se cultivaron

en caldo MH durante 19 h a 37 °C, se recolectaron a 9300 x g durante 5 min, luego se lavaron y
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resuspendieron en solucion salina para lograr una densidad optica (DO) de 0.4 a 590 nm. Las
suspensiones bacterianas se trataron con eugenol (0.1 — 0.7 mg/mL) durante 8 horas a 37°C, y la
suspension sin exposicion a eugenol se empled como control. Luego, las muestras se centrifugaron
a 9300 x g durante 5 min, el precipitado se resuspendio en solucion de cristal violeta (10 pg/mL),
diluida en solucion salina y se incubd a 37 °C durante 30 minutos. Las muestras se centrifugaron a
13,400 x g durante 15 min y la DO del sobrenadante se midi6 a 590 nm con un espectrofotometro
FLUOstar Omega (BMGLabtech). La DO de la solucion de cristal violeta utilizada en el ensayo se
utilizé6 como referencia (100%). EIl porcentaje de cristal violeta absorbido (CV) se determin6

utilizando la siguiente ecuacion:

Valor de DO de la muestra

) o) —
CV absorbido (%) Valor de DO de la solucion x 100

Los resultados se expresaron como porcentaje (%) de absorcion de cristal violeta. EI experimento

se realizo por duplicado y cada determinacion se realizo por triplicado.

5.1.3. Efecto del Eugenol en la Erradicacion de Biopeliculas de S. Typhimurium

Para este ensayo, primero se formaron biopeliculas de S. Typhimurium en cupones de acero
inoxidable (1.0 x 1.0 x 0.1 cm) contenidos en tubos con 5 mL de caldo MH (Bernal-Mercado et
al., 2018). Los tubos se inocularon a partir de un cultivo en fase exponencial (19 h, 37 °C en caldo
MH) para obtener una concentracion final de bacterias de 1 x 108 UFC/mL vy se incubaron durante
24 h a 37 °C. Posteriormente, los cupones se lavaron con agua estéril y se expusieron durante 1 h
a diferentes concentraciones de eugenol (0 — 1.8 mg/mL) diluido en solucién salina con 5% de
DMSO. Posteriormente, los cupones se lavaron, se colocaron en tubos con 5 mL de solucion salina
y se sometieron a un bafio de ultrasonido (40 kHz, sonicador Branson 2510, CT) durante 5 min. Se
realizaron diluciones seriadas a partir de estas suspensiones para determinar el nimero de bacterias

viables en las biopeliculas por unidad de &rea (Log UFC/cm?), se sembraron en placas de agar MH
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y se incubaron a 37 °C durante 24 h. La concentracion minima de erradicacion de biopelicula
(CMEB) se determin6 como la concentracion de eugenol que inactivo las células incrustadas en
una biopelicula preformada por 24 h en cupones de acero inoxidable. Las determinaciones se
realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como Log UFC/cm?

5.1.4. Efecto del Eugenol en la Formacion de Biopeliculas de S. Typhimurium

La concentracion inhibitoria minima de eugenol sobre la formacion de biopeliculas (CMIB) se
determin6 como la concentracion que inhibe la adhesion bacteriana a los cupones de acero
inoxidable (1.0 x 1.0 x 0.1 cm) (Silva-Espinoza et al., 2020). Para este ensayo, se colocaron
cupones estériles en tubos de ensayo con 5 mL de MH y diferentes concentraciones de eugenol (0
— 1.0 mg/mL). Los tubos se inocularon con cultivo de S. Typhimurium en fase exponencial (19 h,
37 °C) para lograr una concentracion final de 1 x 108 UFC/mL. Se determind como control las
bacterias sin exposicion al eugenol. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 24 h. Posteriormente,
los cupones fueron retirados y lavados con solucion salina estéril para eliminar las células
débilmente adheridas. Los cupones se sumergieron en 5 mL de solucion salina estéril y se
sometieron a un bafio ultrasonico (40 kHz, sonicador Branson 2510, CT) durante 5 min para separar
las células firmemente adheridas. Las suspensiones bacterianas se diluyeron en serie, se sembraron
en agar MH y se incubaron a 37 °C durante 24 h para determinar el nimero de células viables
adheridas a cupones de acero inoxidable por unidad de area (Log CFU/cm?). Ademas, la CMIB y
la mitad de esta concentracion se usaron para cuantificar las células viables en biopeliculas durante
24 horas de formacién de biopeliculas con muestreos a los 15 min, 3, 6, 12, 18 y 24 h. Asi mismo,
se realizaron diluciones de la suspension planctonica y se contd el niamero de células viables en los
momentos de muestreo para establecer que el efecto del eugenol era sobre la adhesién y no sobre

la muerte bacteriana. Se llevaron a cabo tres experimentos independientes.

42



5.1.5. Andlisis Estadistico

Se realiz6 un disefio experimental completamente al azar. Se evalud el efecto de las
concentraciones de eugenol sobre la absorcidon de cristal violeta y el recuento de células bacterianas
adheridas y en suspension. Se realizé un anélisis de varianza (ANOVA) para estimar diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0.05), y se utilizd la prueba de Tukey Kramer para la
comparacion de medias (p < 0.05) utilizando el Number Cruncher Statistical Systems NCSS
(2021).

5.2. Cuantificar la Produccion de Celulosa en Biopeliculas de Salmonella Typhimurium
Expuestas a Eugenol en Superficies de Acero Inoxidable

5.2.1. Efecto del Eugenol sobre el Contenido de Celulosa en Biopeliculas de S. Typhimurium

Se evalud el contenido de sustancias poliméricas extracelulares en biopeliculas de S. Typhimurium
expuestas a diferentes concentraciones de eugenol (0.3 y 0.7 mg/mL) (Gutierrez-Pacheco et al.,
2018). La formacion de biopeliculas se realizé como se describe en la seccion anterior. Los cupones
se retiraron a los 15 min, 3, 6 y 12 h de incubacion, se lavaron con agua estéril y se sumergieron
en tubos que contenian 5 mL de solucion salina. Posteriormente se adicioné a cada tubo 30 pL de
formaldehido (37%) a 4 °C por 1 h. Luego, se agregaron 2 mL de NaOH 1 M a 4 °C, y los tubos se
sonicaron a 40 kHz por 10 min y se dejaron reposar por 3 h. Posteriormente, las soluciones se
filtraron utilizando una membrana de 0.2 um para eliminar las células bacterianas. La dialisis se
realizd durante 24 horas a 4 °C utilizando una membrana de celulosa (3500 Dalton) para separar
los metabolitos de bajo peso molecular de las muestras de interés. Posteriormente, las muestras se
liofilizaron y se almacenaron hasta su analisis. Los polisacaridos se cuantificaron por el método
del &cido fenolsulfurico con algunas modificaciones. Para ello, se mezclaron 100 uL de cada

muestra con 150 pL de &cido sulfurico y 30 uL de fenol (5%), se colocaron en bafio de agua caliente
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a 90 °C por 5 min, y luego se enfrié a temperatura ambiente por 5 min. La absorbancia se ley6 a

490 nm y los resultados se expresaron como pg de equivalentes de glucosa por area (ug GE/cm?).

5.2.2. Andlisis Estadistico

Se realizd6 un disefio experimental completamente al azar. Se evalud el efecto de las
concentraciones de eugenol sobre el contenido de polisacéridos. Se realizé un anélisis de varianza
(ANOVA) para estimar diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05), y se utiliz6 la
prueba de Tukey Kramer para la comparacion de medias (p <0.05) utilizando el Number Cruncher
Statistical Systems NCSS (2021).

5.3. Medir la Actividad de la Glucosiltransferasa en un Extracto de Salmonella Typhimurium

Expuesta a Eugenol

Las enzimas glucosiltransferasas extracelulares y asociadas a células de S. Typhimurium se
obtuvieron del cultivo en caldo LB a 37°C durante 24 h (Pourmoslemi et al., 2023). El caldo de
cultivo se centrifugd a 9300 x g durante 15 minutos para separar el sobrenadante y las células
bacterianas. Posteriormente, se precipito la proteina del sobrenadante afiadiendo sulfato de amonio
hasta alcanzar una saturacion del 50%, se agitd durante 1 hora y se recolectaron las
glucosiltransferasas extracelulares mediante centrifugacion a 9000 rpm durante 15 min. La enzima
precipitada se disolvié en 10 mL de tampon de fosfato de potasio 10 mM (pH=6.5).

La glucosiltransferasa asociadas con la membrana celular se obtuvo a partir de células de S.
Typhimurium separadas del caldo de cultivo. Las células bacterianas se lavaron tres veces con
tampon fosfato de sodio 10 mM (pH = 6.5) mediante centrifugacion, para eliminar el medio de
cultivo restante. El sedimento centrifugado se dispersé en 30 mL de solucion de urea 8 M como
fluido de extraccion y se mantuvo a 25 °C durante 1 h con agitacion ocasional. Las células

bacterianas se separaron mediante centrifugacion a 9300 x g durante 15 minutos. La extraccion se
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repitio tres veces y se mezclaron los sobrenadantes. La glucosiltransferasa asociada a células se
obtuvo mediante precipitacion con sulfato de amonio con una saturacion del 50% de la mezcla
sobrenadante y posterior dialisis del precipitado frente a tampon fosfato de potasio 10 mM, pH =
6.5.

Para evaluar el efecto del eugenol sobre la actividad enzimatica del extracto bacteriano, se
realizaron dos diluciones de eugenol (0.3 y 0.7 mg/mL) en una solucion conteniendo buffer de
fosfato de sodio, dextrano y glucosa. La muestra control fue la reaccidn enzimatica sin eugenol. Se
combinaron 2 mL de cada solucién se mezclaron con 2 mL del extracto enzimatico y se incubaron
a 37 °C por 18 h. Posteriormente, se llevé a cabo la reaccion de Fehling para determinar azlcares
reductores. Se agrego reactivo de Fehling a cada una de las muestras y se incubo durante 5 minutos
a 100 °C en un bafio de agua. La cuantificacion de la glucosa residual para evaluar el efecto
inhibidor del eugenol sobre la actividad glucosiltransferasa se realiz0 mediante un ensayo
espectrofotométrico. Se midio la absorbancia a 450 nm de cada muestra para cuantificar la
concentracion de azucares reductores usando una curva de calibracion. Se tomaron lecturas de
absorbancia en multiples intervalos y las concentraciones de glucosa correspondientes se
calcularon basandose en una curva estandar. Estos valores luego se utilizaron para determinar la
cantidad de glucosa reducida durante la reaccion. El porcentaje de actividad restante para cada
tratamiento se calculo en relacion con la actividad enzimatica de control sin eugenol. Estos datos
se procesaron adicionalmente para determinar el porcentaje de inhibicion de la actividad del
eugenol, lo que permitio evaluar la eficacia del eugenol. Los datos se expresaron como la media £

desviaciones estandar.

5.4. Determinar las Interacciones Moleculares In Silico del Eugenol sobre la Actividad de

Glucosiltransferasa de Salmonella Typhimurium.

La estructura proteica inferida a partir de la homologia de la enzima BcsA (UniProtKB - Q93IN2)
se utiliz6 como modelo para identificar posibles interacciones con UDP-glucosa (Pubchem CID:
439156) y eugenol (PubChem CID: 3314). El analisis de acoplamiento se realizé utilizando la

aplicacién AutoDoc Vina en el software UCSF Chimera version 1.16 (Resource for Biocomputing,
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Visualization and Informatics) para obtener la energia de afinidad (kcal/mol) entre la enzimay los
ligandos con la desviacion cuadratica media de la raiz. El receptor inicial se simplificé eliminando
todos los ligandos en la estructura usando Chimera. Las estructuras de receptor y ligando 3D
(eugenol y UDP-glucosa) se optimizaron minimizando la energia estructural con Chimera. Los
enlaces de hidrogeno, las longitudes de los enlaces y las interacciones hidrofébicas entre BcsA 'y
todos los ligandos se determinaron usando Chimera, y los programas Discovery Studio también se
usaron para la inspeccion visual y las representaciones graficas de los resultados del acoplamiento
(Ortega-Ramirez et al., 2020).

Las simulaciones de dindmica molecular para el eugenol y el UDP-glucosa contra BcsA se llevaron
a cabo utilizando Groningen Machine for Chemical Simulation (GROMACS) version 2023.4. El
objetivo fue examinar la estabilidad y el comportamiento temporal de la interaccion. Los
parametros topologicos para el ligando-proteina se generaron con el servidor CHARMM-GUI y
los pardmetros del campo de fuerza CHARMM. El sistema proteina-ligando se integro en una caja
cubica de 1 nm con el modelo de agua TIP3P. Se neutralizo el sistema agregando iones Na+ y ClI-
(0.15 M). Luego, se realizd6 una minimizacion inicial en dos fases a 30°C, seguida de una
simulacion de 100 ns bajo 1 atm de presion y condiciones de 30°C. Se examino el comportamiento
estructural de BcsA en ausencia y presencia de eugenol mediante el analisis de RMSD y RMSF
utilizando el paquete Gromacs. Los graficos se generaron con el software qtgrace

(https://sourceforge.net/projects/qtgrace/) (Hadidi, 2022).

5.5. Evaluar Cambios en la Expresion de BcsA de Salmonella Typhimurium Expuestas a Eugenol

Primeramente, se disefiaron primers especificos para el gen bcsA mediante herramientas
bioinformaticas. Como gen de referencia, se seleccion6 el gen fimY F, cuya secuencia es
AGGCTGATAACAAGGCTTCG y fimY R TGTGGATTGAAA. Las secuencias de los primers
disefiados fueron: bcsA F TTACGACTGGTGCAGGAC, bcsA R
ATCTCATCCAGCGGCTTACG. Para llevar a cabo el experimento, se expusieron cultivos de
bacterias (19h, 37°C) a tratamientos con diferentes concentraciones de eugenol (0 mg/mL, 0.35

mg/mL y 0.7 mg/mL). La extraccion de ARN se realizd utilizando el kit SV Total RNA Isolation
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System de Promega, con una modificacion en el buffer de lisis compuesto por Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, sacarosa 0.75 M y lisozima 2 mg/mL. La integridad del ARN se evalué mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, utilizando GelRed como agente revelador. La cuantificacion
del ARN se llevo a cabo utilizando un NanoDrop 2000 de ThermoScientific.

Posteriormente, se procedié a la sintesis de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN
obtenido utilizando el kit SUPERSCRIPT Ill Reverse Transcriptase de Invitrogen. EI ADNc
obtenido se emple6 como plantilla para llevar a cabo las reacciones de PCR en tiempo real. Cada
reaccion se replicd por triplicado en placas de 48 pocillos en el equipo StepOneTM Real-Time
PCR System de Applied Biosystem Inc. En cada reaccion se incorporaron 15 ng de ADNc, 1 puL
de cada primer (a una concentracion de 5 uM), 10 pL de iTaqg Universal SYBR Green Supermix y
la cantidad de agua necesaria para completar 20 pL de volumen total. La amplificacion se
desarrollo bajo las siguientes condiciones: 10 minutos a 95°C, seguidos de 40 ciclos de 15 segundos
a 95°C y 1 minuto a 60°C. Luego de finalizar las reacciones de amplificacion, se evaluaron las
curvas de disociacion con el fin de confirmar la presencia de un solo producto amplificado en cada
reaccion. En todas las corridas se incluyd un control negativo. La eficiencia de amplificacion de
cada gen utilizado en el ensayo de PCR en tiempo real se calculd mediante la formula E = (10 - 1
slope®) x 100.

La validacion del experimento, utilizando el gen fimY como control enddgeno, se llevd a cabo a
través de una serie de reacciones de amplificacion con concentraciones de ADNc que oscilaron
entre 0.16 y 100 ng para cada gen. La cuantificacion relativa se realizo utilizando el método
comparativo de los CT con la férmula 2(-AACt). Los valores promedio de las expresiones relativas
se emplearon en un analisis de varianza para comparar el impacto del tratamiento y el tiempo en
relacion con el gen bcsA. Este analisis se efectud utilizando el programa NCSS 2023, y la
comparacion de las medias se ejecutd mediante la Prueba de Tukey-Kramer con un nivel de

significacion de p<0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Analizar el Efecto del Eugenol sobre la Formacion de Biopeliculas de Salmonella
Typhimurium en Superficies de Acero Inoxidable

6.1.1. Eugenol Inhibe el Crecimiento Plancténico de S. Typhimurium

Se llevo a cabo una evaluacion de la actividad antibacteriana del eugenol frente a S. Typhimurium
en su estado planctonico. La CMI de eugenol se determind en 0.6 mg/mL, mientras que la CMB
fue de 0.8 mg/mL. Es importante destacar que estudios previos han arrojado una variedad de
valores de CMI para el eugenol. Por ejemplo, Miladi et al., 2017, encontraron una CMI de 0.5
mg/mL frente S. Typhimurium. Por otro lado, Purkait et al., 2020 reportaron valores de CMI de
eugenol contra S. Typhimurium de 0.075 mg/mL, y también contra L. monocytogenes de 0.066
mg/mL. Sus hallazgos resaltaron al eugenol como el compuesto mas efectivo para inhibir el
crecimiento de patdgenos bacterianos en comparacion con el cinamaldehido y el B-cariofileno.
Adicionalmente, Da Silva et al., 2018, informaron una CMI de 1 mg/mL de eugenol contra diversas
bacterias, como P. aeruginosa, Streptococcus, Klebsiella pneumoniae y Bacillus cereus. Por
altimo, Ashrafudoulla et al., 2020, comunicaron que los valores de CMI del eugenol fueron de 1
mg/mL y 1.5 mg/mL frente a aislamientos clinicos y ambientales de Vibrio parahaemolyticus,
respectivamente. Es importante sefialar que estas variaciones en los valores de CMI del eugenol
entre los estudios pueden atribuirse a las diferencias en los modelos bacterianos utilizados, asi
como a las distintas condiciones experimentales empleadas en cada investigacion.

El eugenol se ha sugerido como una alternativa prometedora para las infecciones por Salmonella.
Vimal et al., 2018 describieron que el eugenol podria considerarse un candidato farmacoldgico
altamente efectivo. Sus investigaciones, basadas en andlisis de absorcién, distribucion,
metabolismo y excrecidn, junto con estudios de acoplamiento molecular, indicaron que el eugenol
podria inhibir la proteina L-asparaginasa de Salmonella, un factor clave para su supervivencia. Por

su parte, Song et al., 2020 encontraron que el eugenol tiene un efecto antibacteriano selectivo contra
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Salmonella, ya que este terpeno combinado con probidticos puede actuar sinérgicamente para
prevenir la infeccion por Salmonella en modelos murinos. Ademas, en otro estudio se encontrd que
el eugenol mejora la susceptibilidad de S. Typhimurium al antibiético acido nalidixico (Miladi et
al., 2017). Estos resultados enfatizan la oportunidad de utilizar eugenol como un potente agente
antibacteriano contra Salmonella.

La estructura del eugenol se relaciona directamente con su efecto antibacteriano debido a las
caracteristicas quimicas especificas que posee. El eugenol es un compuesto fendlico con una
estructura quimica que incluye un anillo bencénico y un grupo alilo. Los grupos fendlicos pueden
interactuar con las membranas celulares de las bacterias formando enlaces de hidrégeno con
componentes de la membrana celular bacteriana, lo que puede conducir al debilitamiento de la
membrana y al dafio en su integridad (Devi et al., 2010). La cadena hidrocarbonada alifatica del
eugenol, que es lipofilica, puede disolverse en lipidos y grasas permitiendo penetrar eficazmente
en las membranas celulares bacterianas, lo que aumenta su capacidad para dafarlas y alterar su
permeabilidad. Por otro lado, el grupo alilo, puede participar en reacciones quimicas con
componentes celulares bacterianos, como proteinas y lipidos. Estas reacciones pueden llevar a la
inhibicion de enzimas, la generacion de especies reactivas de oxigeno y la alteracion de la funcion
celular.

El eugenol requiere mayor concentracion para causar la muerte de S. Typhimurium (0.8 mg/mL)
que para inhibir el crecimiento (0.6 mg/mL) de la bacteria. La disparidad en las concentraciones
requeridas de eugenol para inhibir el crecimiento y provocar la muerte de S. Typhimurium destaca
la complejidad de los mecanismos de accién del terpeno. La capacidad del eugenol para interferir
con la reproduccion bacteriana, inhibiendo el crecimiento a concentraciones mas bajas, sugiere un
enfoque selectivo que permite la supervivencia de las bacterias presentes sin aumentar su
poblacién. Por otro lado, para lograr la muerte bacteriana, se precisa una concentracion mas alta,
indicando la necesidad de afectar multiples aspectos, como la integridad de la membrana celular,
la inhibicion de rutas metabdlicas y la disrupcion del sistema de transporte. Estos hallazgos resaltan
la complejidad de los efectos del eugenol sobre S. Typhimurium y la importancia de comprender
los diferentes puntos de accion para desarrollar estrategias efectivas contra esta bacteria patogena.
Este estudio demuestra cémo el eugenol tiene una alta actividad antibacteriana en las células en
estado plancténico. Sin embargo, seria interesante explorar los posibles mecanismos de esta

molécula frente a la formacidn de biopeliculas y factores de virulencia de S. Typhimurium.
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6.1.2. Eugenol Afecta la Permeabilidad de la Membrana Bacteriana

La evaluacién de la integridad de la membrana bacteriana, influenciada por el dafio causado por el
eugenol, se puede realizar mediante la capacidad de internalizacion del cristal violeta, como se
muestra en la Figura 3. En ausencia de eugenol, la internalizacion de cristal violeta por S.
Typhimurium fue del 27%. Sin embargo, esta cifra aument6 de manera dependiente de la dosis de
eugenol, alcanzando el 46 - 57% (p < 0.05). Investigaciones previas han destacado la efectividad
de los terpenos para incrementar la permeabilidad de la membrana utilizando el mismo ensayo. Por
ejemplo, el carvacrol a concentraciones minimas inhibitorias (200 y 450 pug/mL) logré tasas del
26% y 42%, respectivamente, de internalizacion de cristal violeta por E. coli, en comparacion con
el 4.8% observado en bacterias no tratadas. Estos resultados indican un aumento significativo en
el dafio de la membrana y, por ende, un cambio en la permeabilidad de la membrana (Khan et al.,
2017). De manera similar, el eugenol al 1% (v/v) y al 5% (v/v) provocd un aumento en la
permeabilidad de la membrana, evidenciado por la internalizacion del 90% de cristal violeta por
parte de Proteus mirabilis (Devi et al., 2013).
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Figura 3. Internalizacién de cristal violeta en S. Typhimurium tratada con eugenol. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05). Los valores son medias
+ desviacion estandar, n = 3.
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El eugenol es capaz de inhibir el crecimiento y causar la muerte de S. Typhimurium en estado
plancténica. Uno de los mecanismos asociados a estos efectos es su interaccion con la membrana
citoplasmatica de la bacteria, provocando un debilitamiento en la integridad y aumento de la
permeabilidad que libera componentes intracelulares, inhibir su crecimiento y, en definitiva, a la
muerte celular (Jeyakumar y Lawrence, 2021). Se ha asociado la estructura del eugenol con dicho
efecto. El eugenol es una molécula lipofilica lo cual facilita el contacto con los fosfolipidos de las
membranas y permite insertarse en la bicapa de la membrana, debilitando su estructura y su
capacidad para funcionar como una barrera impermeable. Ademas, la insercion del eugenol en la
membrana puede perturbar la organizacién de los lipidos y las proteinas que se encuentren ahi
(Devi et al., 2010). Esto puede provocar la formacion de canales en la membrana, aumentando la
permeabilidad y la fuga de componentes celulares esenciales. La permeabilizacion de la membrana
celular por el eugenol puede dar lugar a la pérdida de iones y otros solutos esenciales. Esto puede
interrumpir la homeostasis idnica y llevar a cambios en la presion osmdtica, lo que puede ser letal
para la célula bacteriana. Otra de los mecanismos propuestos para causar la permeabilidad de la
membrana por parte del eugenol, es la generacion de estrés oxidativo. EIl eugenol puede generar
especies reactivas de oxigeno dentro de la célula bacteriana (Liu et al., 2023a). Estas especies
reactivas de oxigeno pueden causar dafio oxidativo en los lipidos de la membrana y las proteinas,

lo que contribuye a la pérdida de la integridad de la membrana y a un aumento en la permeabilidad.

6.1.3. Efecto del Eugenol en la Erradicacion de Biopeliculas de S. Typhimurium

La Figura 4 muestra la eficacia del eugenol para erradicar biopeliculas maduras (con 24 horas de
antigiiedad) de S. Typhimurium en acero inoxidable. Tras exponer las biopeliculas a diversas
concentraciones de eugenol durante 1 hora, se registrd una reduccién significativa en la cantidad
de células viables incrustadas en las biopeliculas preformadas (p < 0.05). Concentraciones
inferiores a 1.5 mg/mL inactivaron menos del 40 % de las células dentro de las biopeliculas; no
obstante, la dosis de 1.8 mg/mL elimind por completo la densidad celular en la superficie del cupén.
En una investigacion previa, se observo que el eugenol era capaz de eliminar el 50% de las

biopeliculas de diversas cepas de S. Typhimurium a concentraciones comprendidas entre 15 y 454
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pg/mL (Miladi et al.,, 2017). De manera similar, se encontr6 que 100 pL de eugenol y
cinamaldehido erradicaron el 51 % y el 55 %, respectivamente, de las biopeliculas maduras de S.
Typhimurium (Purkait et al., 2020). Todos estos estudios resaltan la resistencia de las biopeliculas
a los agentes antibacterianos, ya que se requieren concentraciones mas elevadas de compuestos
antibacterianos para eliminar las biopeliculas ya formadas. De igual manera, en este estudio se
demuestra que se requieren 2.5 veces méas eugenol para erradicar una biopelicula (1.8 mg/mL) ya
formada en comparacion con la cantidad necesaria para inhibir su crecimiento en estado
planctonico (0.6 mg/mL). No obstante, es relevante sefialar que muchos estudios sobre la
erradicacion de biopeliculas no proporcionan informacion detallada sobre los mecanismos

mediante los cuales los compuestos terpenicos llevan a cabo su accion.
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Figura 4. Viabilidad de S. Typhimurium en biopeliculas preformadas expuestas durante 1 h a
eugenol. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05). Los
valores son medias + desviacion estandar, n = 3.

La resistencia significativamente mayor observada en biopeliculas ya establecidas se atribuye
principalmente a la matriz de SPE que afecta la dispersion de agentes antimicrobianos. Estos

compuestos ejercen su efecto antibacteriano al alterar el material genético, interferir con la
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membrana celular, y coagular proteinas, entre otros mecanismos, cuando se enfrentan a células en
estado plancténico. Sin embargo, en biopeliculas, las concentraciones necesarias son mas elevadas
debido a la limitada difusion de los compuestos causada por la matriz de SPE atribuida a posibles
interacciones con los componentes de la biopelicula. También puede aumentar la concentracién
necesaria debido a que generalmente las bacterias en una biopelicula pueden estar en diferentes
estados metabolicos. Algunas bacterias pueden estar en division activa, mientras que otras pueden
estar en estados de crecimiento mas lento o incluso en reposo. Esto significa que se necesita una
concentracion mas alta para abordar todas las bacterias en diferentes estados y fases del ciclo de
vida.

Aunque algunos agentes pueden inducir la muerte bacteriana en biopeliculas, eliminar por
completo la matriz de SPE puede ser un desafio considerable, ademas de facilitar la posibilidad de
recontaminacion. Estrategias para eliminar SPE incluyen el uso de enzimas hidroliticas que
descomponen componentes de la biopelicula como proteinas o carbohidratos. A pesar de su
efectividad potencial, esto podria representar un costo adicional para los procesos de desinfeccion
en industrias alimentarias. Este fenOmeno destaca la importancia de abordar estrategias de
prevencion y control mas efectivas para combatir las biopeliculas en diversas aplicaciones,
reconociendo que la eliminacion completa de la matriz de SPE puede no ser la solucion mas viable,
y que la interrupcion de las etapas iniciales de formacion de biopeliculas, como la adhesion, la
produccion de SPE, y la interferencia con los mecanismos de comunicacion intercelular, puede ser
una estrategia mas efectiva y rentable en la lucha contra las biopeliculas en entornos industriales y
médicos.

La molécula de eugenol, al ser intrinsecamente hidrofébica, desempefia un papel crucial en su
eficacia como agente antimicrobiano. Especificamente, esta caracteristica, combinada con una
concentracion significativa, facilita la penetracion del eugenol a través de la matriz SPE en una
biopelicula. Esto, a su vez, posibilita el acceso del eugenol a las células bacterianas, resultando en
su eventual erradicacion. Este descubrimiento subraya la importancia de considerar las propiedades
fisicas y quimicas de los agentes antimicrobianos en relacion con la matriz de SPE en biopeliculas,
lo que podria tener implicaciones sustanciales en el disefio de estrategias eficaces para el control
de biopeliculas en diversas aplicaciones. Ademas, sugiere que la hidrofobicidad del eugenol podria
ser una caracteristica valiosa para explorar en futuras investigaciones y aplicaciones dirigidas a

combatir biopeliculas bacterianas.
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6.1.4. Efecto del Eugenol en la Formacion de Biopeliculas de S. Typhimurium

La Figura 5 ilustra el impacto de diversas concentraciones de eugenol en la adhesion de S.
Typhimurium a cupones de acero inoxidable después de 24 horas a 37 °C. Todas las
concentraciones evaluadas demostraron una reduccion significativa de las células viables en las
biopeliculas adheridas a la superficie de acero inoxidable en comparacion con el grupo de control
(p <0.05). La concentracion minima de eugenol que logré inhibir completamente la formacion de
biopeliculas (CMIB) se determiné como 0.7 mg/mL.

CMIB

Células viables de S. Typhimurium adheridas
a acero inoxidable (Log UFCIcmz)

0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 06 0.7

Concentracion de eugenol (mg/mL)
Figura 5. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria de eugenol sobre biopeliculas de
S. Typhimurium.

Por otra parte, se analiz6 el impacto del eugenol en la densidad celular de la biopelicula durante el
desarrollo de S. Typhimurium a lo largo de 24 horas. Para este estudio, se seleccionaron las

concentraciones de 0.7 mg/mL (MICB) y 0.3 mg/mL (0.5 x CMIB) de eugenol, evaluando los
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cambios en las etapas tempranas (15 minutos, 3, 6 y 12 horas) y tardias (18 y 24 horas) de la
formacion de la biopelicula (Figura 6A). La poblacion de bacterias en el grupo de control aumento

con el tiempo durante las 24 horas; sin embargo, no se observaron diferencias estadisticas

significativas desde las 12 horas hasta el final del periodo de incubacion. Las bacterias sin tratar se

adhirieron a la superficie desde los 15 min y durante todo el tiempo presentaron mayor densidad

celular que las bacterias tratadas con eugenol con ambas concentraciones.

yphimurium adheridas
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Figura 6. A) Cinética de formacion de biopeliculas de S. Typhimurium en superficies de acero de
inoxidable durante 24 horas de incubacion expuestas a 0, 0.3 y 0.7 mg/mL de eugenol. B)
Cuantificacion de células planctonicas viables en el medio de cultivo de la formacion de
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Respecto a las bacterias tratadas con 0.3 mg/mL, se observo un aumento en la densidad celular con
el tiempo, pero a las 24 horas se evidencio una leve disminucion (p < 0.05). En el caso de las
bacterias tratadas con 0.7 mg/mL, se registré una mayor densidad celular a las 12 horas, seguida
de una disminucién significativa a partir de las 18 horas y la presencia de células no viables a las
24 horas (p < 0.05). Estos resultados eran los esperados, dado que esta concentracion corresponde
a la CMIB. En comparacién con las bacterias sin tratamiento, la presencia de eugenol a 0.7 mg/mL
interfirié con la adhesion bacteriana a la superficie de acero inoxidable desde los primeros 15
minutos, mostrando una reduccion significativa de 0.97 Log UFC/cm? (p < 0.05). Alas 3,6y 12
horas de incubacién, la poblacién tratada fue significativamente menor que la de las bacterias
control, con reducciones en un rango de 0.22 a 2.61 Log CFU/cm? (p < 0.05). La densidad celular
a las 18 y 24 h fue mayor para las bacterias control que para las bacterias tratadas (p < 0.05),
lograndose una reduccion de 1.0 y 6.81 Log UFC/cm? cuando las bacterias se expusieron a eugenol
a 0.3y 0.7 mg/mL, respectivamente.

En términos generales, se observo que las bacterias tratadas con 0.3 mg/mL presentaron una mayor
densidad celular adherida en acero inoxidable en comparacién con aquellas tratadas con 0.7
mg/mL. No obstante, la concentracion de 0.3 mg/mL podria considerarse como un candidato
prometedor para actuar como agente antibiopelicula, y esta dosis podria ser empleada para
investigar el mecanismo de accién del compuesto. La poblacion bacteriana alcanzé su maximo a
las 12 horas en las bacterias tratadas, sugiriendo la posibilidad de que la produccién maxima de
SPE ocurra en este periodo, con cambios sutiles mas alla de este punto. Por lo tanto, se decidio
evaluar el mecanismo de accion del compuesto para reducir la formacion de biopeliculas a las 12
horas.

La Figura 6B muestra el recuento de bacterias en estado plancténico que permanecieron en el
medio de cultivo donde se encontraban las biopeliculas adheridas al cupon de acero inoxidable,
con la finalidad de excluir cualquier efecto sobre la adhesion celular que pudiera surgir debido a la
disminucion en la viabilidad. Como era de prever, la densidad de células, tanto tratadas como no
tratadas, aumento6 durante las 24 horas de incubacion (p < 0.05). Las bacterias sin tratar mostraron
mayor densidad celular en comparacion con las bacterias tratadas con eugenol. A una
concentracion de 0.3 mg/mL, el eugenol generd una ligera disminucion en la densidad celular (0.1
Log UFC/cm?) al final del periodo de incubacion en comparacion con el control que no fue

estadisticamente significativa. Mientras que el eugenol a 0.7 mg/mL indujo una reduccién de 2.67
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Log UFC/cm? en células planctonicas en suspension a las 24 horas (p < 0.05). Estos resultados
indican que, la reduccion en la adhesion de las bacterias al acero inoxidable no deberia atribuirse a
la disminucion en la viabilidad celular, ya que al final del tiempo las bacterias tratadas estuvieron
presentes en mayor cantidad que el inoculo inicial. Por lo que la inhibicién total de la adhesién
bacteriana alcanzada a 0.7 mg/mL no puede atribuirse a la ligera reduccién en la viabilidad celular
de las células planctdnicas. Este hallazgo sugiere que los procesos de adhesién o formacion estan
siendo afectados, en lugar de influir Gnicamente en su viabilidad en suspension.

S. Typhimurium posee la capacidad de adherirse y formar biopeliculas en superficies en contacto
con alimentos, lo cual presenta consecuencias significativas en la industria alimentaria. Las
biopeliculas, al ser resistentes a la erradicacion, aumentan el riesgo de contaminacion alimentaria
y de infecciones bacterianas. Se ha propuesto que los antimicrobianos pudieran desempefiar un
papel crucial al prevenir la unién inicial y, por ende, inhibir la formacién de biopeliculas.
Investigaciones previas revelan que el eugenol redujo la union a superficies de poliestireno y la
formacion de biopeliculas de S. Typhimurium en un 59%, mientras que el cinamaldehido y el B-
cariofileno mostraron reducciones del 52% y 19%, respectivamente (Purkait et al., 2020). Estos
compuestos exhibieron un mayor efecto inhibitorio sobre la formacién de biopeliculas que en su
erradicacion, subrayando la importancia de prevenir la adhesion bacteriana. En otro estudio, el
aceite esencial de clavo a 1.2 mg/mL, predominantemente compuesto por eugenol, redujo en 1.8
log CFU/cm? la cantidad de S. Typhimurium adherido al acero inoxidable (Silva-Espinoza et al.,
2020). Ademas, Amaral et al., 2015 demostraron que el carvacrol y el timol, en concentraciones
subinhibitorias, redujeron en 1 a 2 log CFU/cm? las biopeliculas de S. Typhimurium en superficies
de polipropileno. Sin embargo, en gran medida, el mecanismo por el cual estos compuestos actian
para inhibir la formacién de biopeliculas rara vez se clarifica.

Nuestros resultados revelan que la biopelicula desempefia un papel defensivo, ya que las dosis
requeridas de eugenol para inhibir la formacion de biopeliculas de S. Typhimurium fueron
superiores a la CMI para las células en estado planctonico. Ademas, se necesito 2.57 veces menos
concentracion de eugenol para inhibir la formacion de biopeliculas que para erradicar. Esto debido
a que la formacion de biopeliculas crea un entorno protegido y una mayor densidad de bacterias,
lo que requiere concentraciones mas altas de agentes antimicrobianos para prevenir su formacion
en comparacion con la erradicacion de una biopelicula ya establecida. Esto indica que es una mejor

alternativa evitar procesos de adhesién y sintesis de SPE para evitar la formacién, que eliminar
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celulas en las biopeliculas las cuales estdn protegidas por la matriz de SPE o disrumpir los
polimeros que se encuentran en la matriz de las biopeliculas. Esta resistencia se atribuye
principalmente a la matriz de la biopelicula, compuesta principalmente por celulosa. Por lo tanto,
resulta interesante explorar los cambios en el contenido de la matriz de la biopelicula para evaluar
posibles alteraciones en su arquitectura mas alla de los efectos observados en las células
bacterianas.

La accion antibiopelicula de los compuestos vegetales suele asociarse con la inhibicion de
mecanismos bioldgicos especificos, como la adhesion, la motilidad, la comunicacion quérum y la
produccion de SPE. Estudios anteriores han demostrado que la alteracién en la sintesis de SPE es
uno de los mecanismos clave de los terpenos en otras bacterias. Por ejemplo, el carvacrol, a una
concentracion subinhibitoria de 1.33 mM durante 24 horas, inhibio el desarrollo de biopeliculas en
P. carotovorum, asociandose con la reduccion en la produccion de SPE (Gutierrez-Pacheco et al.,
2018). Este compuesto disminuyd los polisacaridos en la matriz de biopeliculas de 22.94 a9.11 mg
GE/cm?. Siguiendo esta linea, la cumarina inhibi6 la formacion de biopeliculas al reducir la
motilidad y disminuir la produccion de curli y celulosa, regulando a la baja los niveles de
transcripcion de genes clave en la formacion de biopeliculas, como csgD, csgA y adrA, en S.
Typhimurium (Thakur et al., 2020).

A una concentracion de 0.7 mg/mL, el eugenol desencadena un aumento en la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica de S. Typhimurium. Este fendmeno sugiere la posibilidad de que el
eugenol pueda interactuar con componentes superficiales, como pilis y flagelos, asi como con
enzimas presentes en la membrana, como la glucosiltransferasa. Estas interacciones podrian tener
un impacto significativo tanto en la adhesién de la bacteria a las superficies de acero inoxidable
como en la produccion de SPE, resaltando la complejidad de los mecanismos asociados al eugenol
en este contexto. En este estudio, la disminucion en la densidad celular podria atribuirse a la
supresion de la produccién de SPE, lo que potencialmente impide la retencion de células adheridas
a las superficies. Estos hallazgos resaltan importancia en aplicaciones industriales y de seguridad
alimentaria, donde la prevencion de la adhesidn bacteriana a superficies es fundamental. Ademas,
subrayan la relevancia de considerar el eugenol como una herramienta potencial en la lucha contra
la formacion de biopeliculas, destacando la necesidad de futuras investigaciones y aplicaciones que

exploren esta interesante interaccion.
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6.2. Cuantificar la Produccion de Celulosa en Biopeliculas de Salmonella Typhimurium
Expuestas a Eugenol en Superficies de Acero Inoxidable

Los resultados obtenidos al estudiar el impacto del eugenol sobre los exopolisacaridos en las
biopeliculas de S. Typhimurium se presentan en la Figura 7. Se evaluaron las muestras solo hasta
las 12 horas de formacion debido a que, en experimentos previos, este momento mostré una mayor
densidad celular, manteniéndose constante a las 18 y 24 horas en las bacterias de control. Se
observé un incremento significativo en el contenido de carbohidratos, presumiblemente celulosa,
a medida que transcurria el tiempo de incubacion (p < 0.05). Este aumento fue detectado desde los
primeros 15 minutos en todas las muestras. En comparacion con las biopeliculas no expuestas al
eugenol, las bacterias de control presentaron mayores cantidades de carbohidratos durante las 12
horas de experimentacion (p < 0.5). Notablemente, el eugenol a concentraciones de 0.3 mg/mL y
0.7 mg/mL mostr6 una reduccion del 24% y 27% respectivamente, al final del tiempo de
incubacion. Estos hallazgos sugieren que el eugenol podria ejercer un efecto inhibitorio en la
formacion de biopeliculas de S. Typhimurium, potencialmente a través de una alteracion en la
sintesis de carbohidratos extracelulares.
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Figura 7. Efecto de diferentes concentraciones de eugenol en el contenido de carbohidratos en
biopeliculas de S. Typhimurium adheridas a acero inoxidable durante 12 horas de incubacion.
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La celulosa, un componente esencial en las biopeliculas de Salmonella juega un papel fundamental
en la estabilidad, cohesion de estas comunidades microbianas y adhesion a superficies no
bioldgicas (Sun et al., 2018; Jonas et al., 2007; Barak et al., 2007; Solano et al., 2002). Esta SPE
actla como el andamiaje estructural que sostiene y une las células, formando una matriz
tridimensional resistente y protectora. La presencia de celulosa confiere a las biopeliculas una
mayor resistencia a agentes antimicrobianos, desinfectantes y condiciones ambientales adversas y
que las cepas deficientes de celulosa son hasta mil veces mas sensibles a los desinfectantes
(Chylkova et al., 2017). Un estudio demostré que Salmonella mutante en AcsgD produjo poca
cantidad de SPE y mostr6 una formacion de biopeliculas significativamente reducida en
comparacion con la tipo salvaje, con una disminucion del namero de células en un 76% y una
disminucion de la biomasa en un 72% (Dieltjens et al., 2020). Esta mutante formo una capa delgada
y no estructurada de células en comparacion con la biopelicula més gruesa y estructurada del tipo
salvaje. Ademas, la mutante 4csgD mostré una sensibilidad aumentada al peroxido de hidrogeno
y al ciprofloxacino, lo que indica una tolerancia reducida a los antimicrobianos en comparacion
con latipo salvaje (Dieltjens et al., 2020). Estos resultados destacan la importancia de la produccion
de SPE en la formacion de biopeliculas y la tolerancia antimicrobiana.

A la luz de estas observaciones, la inhibicion de la sintesis de celulosa en Salmonella emerge como
una estrategia prometedora para obstaculizar la formacién de biopeliculas y potenciar la eficacia
de los procesos de desinfeccion dirigidos a Salmonella. Este enfoque podria representar una via
significativa para reducir la capacidad de adherencia y, por ende, disminuir la persistencia de esta
bacteria en entornos diversos, desde contextos alimentarios hasta ambientes clinicos aportando asi
una mayor efectividad en las estrategias de control y prevencion de infecciones por Salmonella.
Hasta ahora, no se ha documentado evidencia directa de alteraciones en el contenido de celulosa
en biopeliculas de S. Typhimurium debido a la exposicion a terpenos. Sin embargo, investigaciones
similares con otras bacterias han arrojado resultados prometedores. Por ejemplo, estudios como el
de Li et al., 2012, demostraron que el eugenol afecta la sintesis de glucano, un componente
fundamental en las SPE producidas por S. sobrinus, reduciendo la formacion de biopeliculas en
modelos de boca artificial. Asimismo, Gutierrez-Pacheco et al., 2018 observaron una reduccion de
hasta el 60 % en los polisacaridos de biopeliculas de P. carotovorum al utilizar carvacrol a una
concentracion de 0.01 mg/mL. En otros estudios, como el realizado por Liu et al., 2020, se

evidencié que el &cido fenilacético a concentraciones entre 1.25 y 2.50 mg/mL disminuye la
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formacion de biopeliculas de Enterococcus faecalis al reducir la produccion de exopolisacaridos,
posiblemente mediante la regulacion a la baja de la transcripcion de genes como el polisacérido
Epa (epaABE). Ademas, se ha reportado que aceites esenciales como los de bayas de pimienta,
clavo y laurel, asi como su componente principal, el eugenol a concentraciones de 0.0053 mg/mL,
reducen las biopeliculas de E. coli O157:H7. Este efecto se asocid con la regulacion a la baja de
genes como el responsable de la sintesis de celulosa, elementos cruciales para la formacion de
biopeliculas. Los investigadores sugirieron que ciertas caracteristicas quimicas del eugenol, como
la cadena de alquilo o alcano C-4 en el anillo de benceno, la unidad metoxi C-2 y el hidroxilo C-1,
desempefian un papel crucial en su accion antibiopelicula.

A pesar de que varios estudios resaltan la efectividad de los terpenos en la reduccion del contenido
de SPE, pocos detalles describen como ejercen esta accion. El mecanismo por el cual los terpenos
disminuyen el contenido de SPE en las biopeliculas sigue siendo poco explorado y no esta
concluido. Es probable que este efecto se deba a la regulacion a la baja de genes implicados en la
sintesis de SPE o a la interferencia con la deteccion de quérum, un proceso crucial en la produccion
de SPE y la formacion de biopeliculas. Ademas, considerando los resultados obtenidos en el
experimento con cristal violeta, cabe plantear la hipdtesis de que el eugenol, al dafiar la membrana
celular, podria afectar las proteinas transmembrana implicadas en la sintesis de SPE como por
ejemplo la glucosiltransferasa que produce celulosa en Salmonella.

Nuestros resultados muestran los cambios en la produccion de celulosa en biopeliculas de
Salmonella causados por eugenol. Estos hallazgos nos permiten continuar con la posible
interaccion del eugenol con la enzima glucosiltransferasa para reducir el contenido de celulosa y

la consiguiente formacion de biopeliculas de S. Typhimurium.

6.3. Medir la Actividad de la Glucosiltransferasa en un Extracto de Salmonella Typhimurium

Expuesta a Eugenol

El eugenol demostré ser efectivo en la inhibicion de la actividad enzimatica de la
glucosiltransferasa en un extracto crudo de S. Typhimurium, utilizando CMIB y menores. El

Cuadro 3 presenta el efecto del eugenol en la actividad de la glucosiltransferasa extraida de S.
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Typhimurium, donde se observd que una concentracion de 0.7 mg/mL de eugenol ocasiond una
reduccion del 69% en la actividad enzimética. Estos hallazgos complementan los resultados previos
obtenidos en cuanto a la reduccion del contenido de polisacaridos extracelulares y la formacion de
biopeliculas, sugiriendo que este efecto podria estar asociado con la inhibicién de la actividad de
la glucosiltransferasa, la cual es responsable de la sintesis de celulosa y biopeliculas de S.

Typhimurium.

Cuadro 3. Efecto del eugenol en la inhibicion de la actividad de glucosiltransferasa de S.
Typhimurium.

Concentracion de eugenol (mg/mL) % inhibicion
0.3 24.16 £ 4.45
0.7 69.32 + 4.01

Escasos estudios se han llevado a cabo para evaluar el efecto de inhibidores de glucosiltransferesas
relacionados con la sintesis de celulosa y la formacion de biopeliculas en bacterias enteropatdgenas.
La mayoria de las investigaciones se han centrado en el estudio de bacterias orales como
Streptococcus mutans y S. sobrinus que colonizan la superficie del diente e inician la formacion de
placa mediante la sintesis de glucano insoluble en agua a partir de sacarosa mediante
glucosiltransferasas, lo que da como resultado una adhesion firme a la superficie del diente. Por
ejemplo, se ha observado que el extracto de Verbascum speciosum aplicado en concentracion
cercana a su CMI (ICso = 160y 70 pug/mL), posee actividad anticariogénica y acta como inhibidor
dosis-dependiente eficaz de la enzima glucosiltransferasa extracelular y de la enzima asociada a
células de S. mutans, respectivamente (Pourmoslemi et al., 2023). Los autores suponen los enlaces
irreversibles entre los ingredientes activos del extracto y las enzimas glucosiltransferesa conducen
a una disminucion de la sintesis de glucano.

Un estudio destacé la eficacia de los compuestos naturales, especialmente los acidos fendlicos
presentes en extractos de plantas, como inhibidores de la actividad de glucosiltransferasa y la
formacion de biopeliculas por S. mutans (Ham y Kim, 2020). El extracto de los frutos de Rubus
coreanus demostrd inhibir tanto la actividad de la glucosiltransferasa como la formacion de
biopeliculas de S. mutans sin afectar el crecimiento celular. Se observaron patrones inhibitorios en

la actividad de la glucosiltransferasa, con valores de KM y Vmax méas bajos en comparacion con
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el control. Los &cidos ferulico, salicilico y vanilico presentes en el extracto fueron identificados
como inhibidores de la actividad de la glucosiltransferasa, actuando mediante diferentes
mecanismos de inhibicién (competitivo, no competitivo y no competitivo). El estudio indica que
el 4cido ferulico actia como un inhibidor competitivo al interferir con la union de sacarosa o
glucano, que son sustratos de la glucosiltransferasa. El acido salicilico actia como un inhibidor no
competitivo, afectando la velocidad maxima de reaccion (Vmax) sin alterar significativamente el
valor de la constante de Michaelis-Menten (KM). El &cido vanilico actGa como un inhibidor no
competitivo, reduciendo tanto los valores de Vmax como de KM en comparacion con el control.
Estos acidos fenolicos afectan sitios especificos en la enzima, interfiriendo con su funcion vy, en
ultima instancia, inhibiendo la sintesis de glucano insoluble en agua a partir de sacarosa, crucial
para la formacion de biopeliculas por S. mutans (Ham y Kim, 2020).

Otro estudio demostro que la fraccion 4 de un extracto crudo metandlico de la corteza de Acacia
nilotica a una concentracion de 100 pg/mL inhibio de manera notable la glucosiltransferasa
secretada por S. sobrinus con mas del 92% de inhibicién y con valor de ICso de 3.9 pg/mL
(Muddathir et al., 2020). A una concentracion de 0.1 mg/mL, compuestos fendlicos como el galato
de epigalocatequina, la epigalocatequina, el &cido tanico y el catecol demostraron una eficacia del
73.1%, 68.5%, 68% Yy 67.6%, respectivamente, en la inhibicion de la actividad de
glucosiltransferasa de un extracto de S. mutans (Kim et al., 2017). Por su parte, Ortega-Ramirez et
al., 2020 mostraron que el aceite esencial de Cymbopogon citratus, asi como el citral y el geraniol
a una concentracion de 2 mg/mL presentaron una inhibicion del 85%, 85% y 48%, respectivamente,
en la actividad de la glucosiltransferasa en un extracto crudo de E. coli, sin afectar su viabilidad.
Por otro lado, cuando se evalud el efecto de los terpenos sobre la actividad de la enzima purificada,
se observo un I1Cso de 5.8 uM y 5.6 UM para el citral y el geraniol, respectivamente. Se observo
ademas que concentraciones mayores de citral y geraniol (8 y 10 uM) resultaron en valores mas
bajos de Km y Vmax, lo que sugiere un mecanismo de inhibicion acompetitiva de la
glucosiltransferasa.

Pocos de estos estudios han sefialado el sitio exacto donde los compuestos inhibidores acttan. Para
complementar los estudios de actividad enzimatica de la glucosiltransferasa, se pueden llevar a
cabo analisis de acoplamiento molecular para investigar las posibles interacciones entre el eugenol
y los aminoéacidos de la enzima. Este analisis permitira identificar los sitios potenciales de unién

del eugenol en la estructura tridimensional de la glucosiltransferasa, asi como las interacciones
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especificas que podrian estar involucradas en su actividad inhibitoria. Mediante este enfoque, se
obtendra informacidn valiosa sobre los posibles mecanismos de accion del eugenol en la inhibicion

de la sintesis de celulosa y la formacion de biopeliculas en S. Typhimurium.

6.4. Determinar las Interacciones Moleculares In Silico del Eugenol sobre la Actividad de
Glucosiltransferasa de Salmonella Typhimurium.

Se llevo a cabo un anélisis de acoplamiento molecular con el propdsito de identificar los residuos
de la glucosiltransferasa que posiblemente interactian con el eugenol. La Figura 8 ilustra la
superposicion méas destacada entre BcsA y el sustrato UDP-glucosa, mostrando una afinidad
energeética de -8.7 kcal/mol. Por otro lado, la Figura 9A exhibe la superposicion mas favorable
entre BcsA y el eugenol, con una afinidad energética de -8.5 kcal/mol. Un analisis mas detallado
en la Figura 9B revela que el eugenol ocupa la misma cavidad donde interactia la UDP-glucosa,
el sustrato de la glucosiltransferasa. Se identificaron posibles interacciones del eugenol en esta
cavidad, tales como enlaces de hidrogeno con su grupo hidroxilo y el residuo ASP311,
interacciones de naturaleza hidrofébica con HIS244, PHE269 y TRP351, y en todos los casos se
observaron interacciones Pi-Alkil. Ademas, se encontro una interaccion Pi-Pi apilada con TRP351
(Figura 9C). Resulta relevante destacar que estas interacciones se repiten en la interaccion BcsA-
UDP-glucosa (Figura 8), lo que sugiere un posible efecto, ya sea directo o indirecto, en la cavidad
del sitio activo. Estos hallazgos apuntan al potencial efecto inhibitorio del eugenol.

La Figura 10A muestra la simulacion de dinamica molecular del sistema eugenol-BcsA a lo largo
del tiempo, midiendo el RMSD de los atomos de BcsA. EI RMSD es una métrica cominmente
utilizada para la estabilidad de las proteinas y los cambios estructurales durante la simulacion. La
Figura 10A muestra que el RMSD tanto para UDP como para eugenol permanece relativamente
estable durante toda la simulacion, lo que indica que la estructura general de la proteina no
experimenta cambios conformacionales significativos una vez que se ha establecido en su
configuracién inicial después de unirse a cualquiera de los ligandos. Posteriormente, la Figura 10B
muestra 100 ns de una simulacion de dinamica molecular que sigue el movimiento de un ligando

(UDP-glucosa o Eugenol) unido a la proteina BcsA. En esta simulacion, UDP-glucosa (linea negra)
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tiene un RMSD continuamente bajo, lo que indica que mantiene una conformacién estable con
poco cambio desde la estructura inicial durante una escala de tiempo de 100 ns. Por otro lado, el
eugenol (linea roja) tiene valores de RMSD mas grandes y variaciones mas notables, incluyendo
algunos picos destacados, lo que indica que su interaccién con BcsA es mas dindmica. Sin embargo,
el efecto de estas variaciones en la posicion del ligando refleja movimientos menores dentro del
sitio activo, lo que refleja la estabilidad del UDP-glucosa (Figura 11) o del eugenol y su potencial
inhibicion de la actividad de BcsA (Figura 12). Estas observaciones contribuyen a nuestra
comprension de los cambios conformacionales inducidos por los ligandos y la estabilidad en
proteinas, especialmente enzimas como BcsA. La estabilidad del eugenol dentro del sitio activo, a
pesar de su interaccion dinamica, proporciona implicaciones valiosas para su papel potencial como
inhibidor de la actividad de BcsA.
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Figura 8. A) Acoplamiento molecular de UDP-glucosa con la cavidad del sitio activo de la
subunidad BcsA. B) Una mirada més cercana al acoplamiento molecular de UDP-glucosa con la
cavidad del sitio activo de la subunidad BcsA C) Interacciones moleculares de UDP-glucosa con
residuos de aminoacidos de la cavidad del sitio activo de la subunidad BcsA. Las estructuras se
generaron con el software Discovery Studio.
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Figura 9. A) Acoplamiento molecular de eugenol con la cavidad del sitio activo de la subunidad
BcsA. B) Una mirada mas cercana al acoplamiento molecular del eugenol con la cavidad del sitio
activo de la subunidad BcsA. C) Interacciones moleculares de eugenol con residuos de aminoacidos
de la cavidad del sitio activo de la subunidad BcsA. Las estructuras se generaron con el software
Discovery Studio.
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UDP-glucosa y Eugenol durante una simulacion dinamica molecular de 100 ns. B) Evaluacion de
la estabilidad dindmica de los ligandos UDP-glucosa y Eugenol unidos a BcsA durante una
simulacion dinamica molecular de 100 ns.
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Figura 11. Secuencia temporal a) 0 ns b) 50 ns y ¢) 100 ns de la interaccion de la proteina BcsA
con el ligando (amarillo = UDP-glucosa) en simulaciones de GROMACS.

Figura 12. Secuencia temporal a) 0 ns b) 50 ns y ¢) 100 ns de la interaccion de la proteina BcsA
con el ligando (amarillo = eugenol) en simulaciones de GROMACS.

Hasta donde sabemos, no se han llevado a cabo investigaciones que utilicen eugenol
especificamente para inhibir la actividad de la glucosiltransferasa en Salmonella. No obstante, se
han emprendido estudios similares con otros compuestos vegetales, analizando su efecto contra
diferentes bacterias. Por ejemplo, Ortega-Ramirez et al., 2020 descubrieron que el citral y el
geraniol actuaban como inhibidores no competitivos de la glucosiltransferasa, destacando su
potencial para interactuar dentro de la cavidad hidrofobica del sitio de accion de esta enzima. A
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pesar de estos hallazgos, no se describen en detalle las posibles interacciones en este estudio
especifico. Ademas, Tsai et al., 2007 encontraron que los extractos acuosos y metandlicos de
romero tenian la capacidad de inhibir la produccion de glucano insoluble en agua al interferir con
la glucosiltransferasa en S. sobrinus. Los extractos acuoso y metanolico presentaron dosis
inhibitorias al 50% de 1.42 mg/mL y 0.34 mg/mL, respectivamente. En otra investigacion, Koo et
al., 2002, informaron que la apigenina a 1.33 mM mostraba una inhibicion del 90-95 % de la
actividad de la glucosiltransferasa de S. sobrinus, reduciendo tanto la viabilidad de la biopelicula
como el desarrollo de caries en ratas. No obstante, ninguno de estos estudios profundiza en como
interactan los compuestos activos con la enzima para lograr dicha inhibicion. Es relevante sefialar
gque muchos de estos estudios se centran en bacterias patogenas orales, y son menos los que se
enfocan en patdgenos transmitidos por alimentos. Esta diferencia en el enfoque resalta la necesidad
de investigar y comprender mejor los mecanismos de accion de estos compuestos contra patdgenos
alimentarios como Salmonella.

La investigacion sobre el eugenol, especificamente su capacidad para interactuar con enzimas y su
potencial impacto en procesos biologicos clave, ha despertado un interés considerable. La
comprension de como el eugenol puede afectar las actividades enzimaticas es fundamental, ya que
podria tener aplicaciones potenciales en diversos campos, desde la medicina hasta la biotecnologia,
lo que subraya la relevancia de investigaciones mas detalladas sobre sus interacciones moleculares
con proteinas especificas. Estudios recientes han explorado como el eugenol puede bloquear
canales hidrofébicos en enzimas, similar a ciertos farmacos conocido como el diclofenaco y la
aspirina (das Chagas Pereira de Andrade y Mendes, 2020). Por ejemplo, se ha observado que el
eugenol puede interactuar con la enzima ciclooxigenasa, una proteina central en la generacion de
ciertas sefiales moleculares en el cuerpo humano. A través del acoplamiento molecular se detecto
que estas interacciones incluyen enlaces de hidrogeno con residuos SER530 y contactos
hidrofébicos con TYR385, residuos especificos en el sitio activo de la enzima, que permite
convertir el acido araquidénico en prostaglandina G2 al transferir un electrén al hemo desde
TYR385 de la proteina, lo que genera un radical tirosilo en el sitio activo de la ciclooxigenasa (das
Chagas Pereira de Andrade y Mendes, 2020).

Este tipo de comprension a nivel molecular sobre cémo el eugenol interactia con enzimas clave es
fundamental. No solo permite dilucidar posibles mecanismos de accién del compuesto, sino que

también abre puertas a aplicaciones potenciales en el disefio de nuevos farmacos o en la
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optimizacion de terapias existentes. Estos descubrimientos subrayan la importancia de
investigaciones mas detalladas sobre las interacciones moleculares entre el eugenol y proteinas
especificas, lo que podria tener un impacto significativo en multiples campos cientificos y médicos.
Este tipo de analisis molecular puede aportar valiosas pistas sobre los posibles mecanismos de
accion, proporcionando una primera visién de las interacciones moleculares entre el ligando

(eugenol) y la proteina receptora (BcsA).

6.5. Evaluar Cambios en la Expresion de Bcsa de Salmonella Typhimurium Expuesta a Eugenol

Se extrajo ARN intacto de las bacterias tratadas y no tratadas, asegurando una sintesis precisa de
ADNCc. Estos ADNc se emplearon para verificar la especificidad de los primers disefiados para el
gen de BcsA, revelando la obtencidn de un solo producto de reaccion. Se confirmd la eficacia de
la amplificacion tanto para el gen de BcsA como para el gen de FimY, alcanzando niveles de
eficiencia del 99-101%. Ademas, se llevo a cabo una validacion experimental entre estos dos genes,
utilizando concentraciones de ADNc que variaban desde 0.16 hasta 100 ng.

Durante el analisis de la expresion génica, se observo un aumento en la expresion del gen bcsA en
relacion con el tiempo y la concentracion de eugenol aplicada (Figura 13). A las 3 horas, no se
detectaron diferencias significativas entre las diferentes concentraciones de eugenol en las
bacterias. Sin embargo, a las 6 horas, la concentracion mas alta de eugenol (0.7 mg/mL) mostro
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de BcsA. A una concentracion de 0.35
mg/mL, aunque no se observaron diferencias estadisticas significativas, se noté una tendencia al
aumento en la expresion de este gen. Estos resultados nos indican que el efecto que se lleva a cabo

es postranscripcional.
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Figura 13. Expresion relativa de BcsA. Las graficas representan el promedio + desviacion
estandar. Diferentes literales significan diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

La sintesis de celulosa en S. Typhimurium, mediada por la enzima glucosiltransferasa BcsA, es un
proceso complejo que implica la expresion de varios genes relacionados. La regulacion de estos
genes se lleva a cabo a nivel transcripcional y post-transcripcional. En primer lugar, la expresion
del gen bcs operon, que codifica para las subunidades de la celulosa sintasa, esta regulada por
varios factores, incluidos los sistemas de dos componentes, como BcsA/BesB, y el regulador global
CsgD. Este regulador puede influir en la expresion del oper6n bcs en respuesta a sefiales
ambientales y condiciones especificas del nicho. La produccion de celulosa se produce mediante
la activacion transcripcional de la diguanilato ciclasa AdrA, que a su vez produce el segundo
mensajero c-di-GMP que alivia la autoinhibicion de la celulosa sintasa BcsAB.

La expresion de los genes del operdn bcs es controlada por promotores especificos que se activan
en diferentes etapas del crecimiento bacteriano y en diferentes entornos. La activacion de estos
promotores puede estar sujeta a la presencia de sefiales externas, como la disponibilidad de
nutrientes o la presion selectiva ambiental.

Una vez transcritos, los ARNm del operdn bcs se traducen en proteinas funcionales, incluida la

subunidad BcsA que actia como glucosiltransferasa en la sintesis de celulosa. La actividad de la
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enzima BcsA esta influenciada por la disponibilidad de sustratos, como la UDP-glucosa, y por la
presencia de cofactores y modificadores postraduccionales. Ademas de la regulacién
transcripcional, la actividad de la enzima glucosiltransferasa y, por lo tanto, la produccion de
celulosa, también pueden ser reguladas a nivel post-transcripcional mediante mecanismos como la
modulacion de la estabilidad del ARNm o la actividad enzimética por proteinas reguladoras
especificas.

Estudios previos han reportado la efectividad de algunos compuestos en la modulacién de la
expresion de genes de glucosiltransferasa de S. mutans, que como ya se menciond anteriormente
es de las bacterias mas estudiadas en este campo. El cinamaldehido, un aldehido aromaético a, p-
insaturado presente en el aceite de canela, tuvo un efecto inhibidor sobre la expresion de vicR, una
parte de vicRKX, un sistema de transduccion de sefiales de dos componentes en S. mutans, que
actua como “interruptores de moléculas” para modular la expresion de los genes correspondientes
y, en consecuencia, controlar diversos procesos metabolicos y de sefializacion, incluida la
deteccién de quorum sensing, la esporulacion, la produccion de antibioticos/bacteriocinas y
quimiotaxis en respuesta a diferentes estimulos internos y externos (He et al., 2019). Como
resultado, se redujo la expresion de gtfB/C/D. Los resultados indicaron que 250 y 500 pg/mL de
cinamaldehido disminuyd significativamente la expresion de gtfD en biopeliculas de S. mutans en
0.0421 y 0.00380 veces, respectivamente. Ademas, los niveles de expresion de otros genes
asociados con la formacion de biopeliculas se redujeron en el rango de 0.17 a 0.0819 veces con
250 ug/mL y de 0.273 a 0.00483 veces con 500 ug/mL (He et al., 2019).

Ademas de dirigirse a vias de sefializacion o genes aguas arriba como el estudio anterior, los
agentes terapéuticos pueden modular directamente la expresion de gtfs a nivel de transcripcion, lo
cual ha sido documentado ampliamente en S. mutans. Estos agentes terapéuticos se han encontrado
principalmente en productos naturales o sus derivados. Por ejemplo, el aceite de limon citrico, un
producto natural, tiene efectos inhibitorios sobre la adherencia de S. mutans a superficies de esmalte
de vidrio y saliva a través de la inhibicion de la transcripcion de gtfB/D y gtfC en un 95% y 80%,
respectivamente (Liu et al., 2013). Por otro lado, la apigenina, una 4'5,7-trihidroxiflavona
comunmente identificada en alimentos de origen vegetal y propdleos, disminuye la expresion de
gtfs, especialmente gtfB y gtfC en un 50% a una concentracion de 0.1 mmol/L en comparacién con
el control (Koo et al., 2006).

A diferencia de estos estudios, nuestra investigacion indica que el efecto de reduccion de formacion
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de biopeliculas se debe a una disminucion en la produccion de celulosa por la interaccion del
eugenol con la enzima glucosiltransferasa y se descarta que sea un efecto en la inhibicién de la

expresion de genes relacionados con la enzima.
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7. CONCLUSION

Los resultados muestran el mecanismo complejo por el cual el eugenol podria ejercer sus
efectos antimicrobianos contra las biopeliculas de S. Typhimurium. Nuestros hallazgos revelan que
el eugenol no es simplemente un inhibidor del crecimiento bacteriano en su estado plancténico,
sino también un disruptor potente de la formacion de biopeliculas en superficies de acero
inoxidable. Ademas, se encontrd que el eugenol reduce el contenido de celulosa en las biopeliculas
de S. Typhimurium sin disminuir la expresién del gen bcsA responsable de su sintesis. Esto sugiere
que el impacto del eugenol en la arquitectura de las biopeliculas puede involucrar un mecanismo
post-transcripcional, posiblemente al obstaculizar la accion de las enzimas glucosiltransferasas
involucradas en la produccion de celulosa. Los andlisis in silico proporcionan mas evidencia que
respalda la hipotesis de que el eugenol puede interactuar directamente con el sitio catalitico de la
enzima glucosiltransferasa, obstruyendo asi su funcion. Las investigaciones futuras deberian
centrarse en la sobreexpresion y purificacion de las enzimas objetivo para cristalizarlas y examinar
la cinética de inhibicién, lo que solidificaria nuestra comprension de los mecanismos inhibidores
del eugenol. Las aplicaciones practicas, especialmente en el manejo de biopeliculas industriales,

son prometedoras y merecen ser exploradas.
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8. RECOMENDACIONES

Para ampliar el conocimiento sobre la interaccion entre el eugenol y la enzima

glucosiltransferasa en Salmonella Typhimurium, se recomiendan los siguientes estudios

especificos:

Profundizar en los mecanismos moleculares exactos por los cuales el eugenol inhibe la
actividad de la glucosiltransferasa y la formacion de biopeliculas utilizando técnicas avanzadas
de biologia molecular y modelado estructural.

Realizar microscopia confocal, electronica de transmision (TEM), electronica de barrido
(SEM) y/o de Fuerza Atomica para visualizar para visualizar la arquitectura tridimensional de
las biopeliculas y evaluar la distribucion de los componentes de los SPE en presencia y
ausencia de eugenol.

Determinar los cambios en la produccién de otras sustancias polimericas extracelulares como
proteinas, ADN vy lipidos.

Sobreexpresar, purificar y cristalizar las subunidades BcsA y BesB de glucosiltransferasa para
estudiar su estructura tridimensional por difraccion de rayos X en presencia y ausencia del
eugenol.

Realizar estudios cinéticos con la proteina purificada para evaluar como el eugenol afecta la
actividad enzimatica de la glucosiltransferasa e identificar cambios en la afinidad de la enzima
por sus sustratos en presencia de eugenol.

Utilizar GROMACS para simulaciones de dindmica molecular por mayor tiempo de
interaccion y mejorar el modelo de simulacion incluyendo pardmetros realistas de
concentracion, temperatura y otras condiciones que reflejen los ambientes biolégicos en los
gue actla la enzima.

Realizar estudios de resistencia a largo plazo para evaluar si el uso constante de eugenol puede
llevar al desarrollo de resistencia en S. Typhimurium.

Estudiar cobmo incorporar el eugenol en los procesos de higiene y desinfeccion de la industria

alimentaria.
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