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l. Introduccion

En los ultimos afios, la resistencia antimicrobiana ha ganado importancia como un
problema de salud grave y creciente a nivel mundial, debido al aumento de la
mortalidad y morbilidad a causa de bacterias multirresistentes al tratamiento con
antibiéticos tradicionales; y consecuentemente, un problema econémico dada la

pérdida de productividad y el costo de los tratamientos.

Existen diversas formas en las que dichas bacterias multirresistentes pueden llegar
a enfermar a un hospedero, una de ellas, la cual es la que se contempla en este
proyecto, es a través del consumo de alimentos contaminados con los
microorganismos mencionados, que da origen a una Enfermedad Transimitida por
Alimentos (ETA).

El origen de esta enfermedad puede ser por medio de productos carnicos
contaminados por patdgenos resistentes, como es el caso de Escherichia coli
patdgena y Salmonella no tifoidea; los cuales pueden causar desde una simple
diarrea y vomito, hasta graves complicaciones como es el caso de Escherichia coli
enterohemorragica la cual puede llegar a causar diarrea sanguinolenta, colitis
hemorragica y el sindrome hemolitico urémico; principalmente en nifios, ancianos y

personas inmunosuprimidas.

Debido a esta problematica, se han buscado nuevos antimicrobianos vy
desinfectantes que sean capaces de eliminar bacterias resistentes dentro de la
industria de los alimentos. Este es el caso de las chalconas, moléculas que han
mostrado tener un sinfin de actividades biologicas y farmacoldgicas, especialmente

actividad antibacteriana.

Es por esta razén, que el presente estudio tiene como objetivo evaluar la actividad
antimicrobiana de cuatro ferrochalconas contra microorganismos patogenos, cepas
de E. coli patogénica y Salmonella tyhpimurium, importantes en el sector

alimentario, con el fin de conocer su potencial uso en la industria de los carnicos.

La primera parte del trabajo fue realizado mediante ensayos de difusion en discos

(técnica de Kirby-Bauer) como un acercamiento para conocer la posible actividad



antibacteriana de las cuatro ferrochalconas. Posteriormente, se realizaron ensayos
de microdilucién en medio liquido para determinar los porcentajes de reduccion y

los indices de crecimiento de los tratamientos con las ferrochalconas.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren el potencial uso de las
ferrochalconas como antimicrobianos en la industria de los alimentos. Ademas de
presentar un &rea de oportunidad para posteriores estudios, con el fin de conocer a

detalle los mecanismos de accion de las ferrochalconas.



.  Antecedentes generales

II.1 Enfermedades transmitidas por alimentos

Cada afio a nivel mundial, los alimentos contaminados causan 600 millones de
casos de enfermedades transmitidas por alimentos y 420,000 muertes; el 30% de
estas muertes pertenecen a nifios menores de 5 afios. La mayoria de estos casos
son causados por enfermedades diarreicas. Sin embargo, otras consecuencias
graves incluyen insuficiencia renal y hepatica, trastornos cerebrales y neuronales,

artritis reactiva, cancer y muerte (OMS, 2015).

Las enfermedades transmitidas por los alimentos estan estrechamente relacionadas
con la pobreza en los paises de bajos y medianos ingresos, pero son un problema
creciente de salud publica en todo el mundo. El aumento del comercio internacional
y las cadenas alimentarias mas largas y complejas aumentan el riesgo de
contaminacion alimentaria y el transporte de productos alimenticios infectados a
través de las fronteras nacionales. Las ciudades en crecimiento, el cambio climatico,
la migracién y el crecimiento de los viajes internacionales agravan estos problemas

y exponen a las personas a nuevos peligros (OMS, 2015).

Segun datos del Banco Mundial, la pérdida total de productividad asociada con las
enfermedades transmitidas por alimentos en los paises en vias de desarrollo es de
95.2 mil millones de ddlares por afio y el costo anual del tratamiento de estas
enfermedades se estima en 15 mil millones de ddélares. Otros costos incluyen la
pérdida de ventas en granjas y empresas, la carga ambiental del desperdicio de
alimentos, asi como, los impedimentos a las exportaciones agroalimentarias debido

a problemas de seguridad alimentaria (Banco Mundial, 2018).

Unos de los principales agentes etiologicos de las enfermedades transmitidas por

alimentos son Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

Salmonella es una de las cuatro causas principales de enfermedades diarreicas a
nivel mundial. Existen una gran variedad de serotipos que se encuentran en algunos
huéspedes animales. Sin embargo, los dos serotipos mas importantes de

Salmonella transmitida de animales a seres humanos son Salmonella enterica



serotipo Enteriditis y Salmonella enterica serotipo Typhimurium. Por lo general,
estos serotipos causan gastroenteritis, que suele ser un trastorno sin
complicaciones y que no requiere tratamiento, aunque puede ser grave en l0s nifos,
los ancianos y los pacientes inmunodeprimidos. La terapia antimicrobiana sistémica
no esta recomendada para casos leves y moderados en personas sanas debido a

gue se pueden seleccionar cepas resistentes (OMS, 2018).

Por otro lado, Escherichia coli (E. coli) es una bacteria presente frecuentemente en
el intestino distal de los organismos de sangre caliente. La mayoria de las cepas de
E. coli son inocuas, pero algunas pueden causar graves intoxicaciones alimentarias,
como lo son la E. coli enteropatégena (EPEC) y E. coli productora de la toxina Shiga
o E. coli enterohnemorragica (STEC/EHEC). Esta ultima, puede causar graves
enfermedades, desde diarrea, diarrea sanguinolenta hasta provocar el sindrome
hemolitico urémico (SHU) en donde los tratamientos con antibioticos no son viables
debido a que pueden exacerbar la produccién de las toxinas. El origen principal de
los brotes de STEC/EHEC son los productos de carne picada cruda o poco cocida,
la leche cruda vy las hortalizas contaminadas por materia fecal (OMS, 2018).

[1.2 Escherichia coli (E. coli)

E. coli es el organismo mas estudiado por el ser humano. Es una enterobacteria
gram negativa que se encuentra generalmente en los intestinos de los animales, y
por ende, en las aguas negras. No obstante, se le puede encontrar en todos lados,
ya que es un microorganismo ubicuo. Fue descrita por primera vez en 1885 por
Theodore von Escherich (Prescott et al., 1999).

E. coli es un organismo benéfico que protege al epitelio de otras bacterias
patogenas mediante la produccion de un medio acido a traveés del metabolismo de
nutrientes. Ademas, le provee una fuente de vitaminas B y K al organismo
hospedero, asi como la activacion constante del sistema inmune. Sin embargo,
algunas cepas adquieren elementos genéticos moviles (plasmidos, islas de
patogenicidad, transposones, bacteriéfagos) que codifican una gran variedad de

factores de virulencia, lo que le permite a la bacteria causar diversas enfermedades



como son la diarrea, disenteria, sepsis, meningitis, el sindrome hemolitico urémico

e infecciones en el tracto urinario (Kaper et al., 2004).

Morfologicamente las colibacterias son bacilos rectos generalmente flagelados
peritricos maoviles. Pueden multiplicarse tanto en condiciones aerobias como
anaerobias y son facilmente cultivables en medios nutritivos sencillos. E. coli se
replica cada 20 minutos. Catabolizan glucosa, lactosa y otros carbohidratos, pero
no pueden utilizar urea ni citratos. El rango de crecimiento se sitla entre 4 y 46 °C.
Sin embargo, su crecimiento es preferente a 37 °C (mesdfilo). Al igual que las
restantes enterobacterias, las colibacterias son resistentes a las sustancias

tensoactivas (Castro-Alcocer, 2012).
[1.2.1 Propiedades bioquimicas de E.coli

E. coli es una bacteria mévil fermentadora de glucosa con produccion de gas,
lactosa, manitol y sorbitol; catalasa, lisina descarboxilasa, indol y rojo de metilo
positiva. Ademas, es citrato, fenilalanina desaminasa, ureasa, oxidasa, Voges-

Proskauer y SH2 negativa (Rodriguez-Angeles, 2002; Castro-Alcocer, 2012).
I 2.2 E. coli en productos alimenticios

Las enfermedades transmitidas por E. coli han sido reconocidas como uno de los
problemas de salud méas prevalentes en el mundo, principalmente en paises en
desarrollo (Galli et al., 2016). Ciertos patogrupos de E. coli son transmitidos por
agua y alimentos como carne picada cruda o poco cocida, leche cruda, queso
elaborado con leche cruda, yogurt, coles de Bruselas, espinacas, lechuga, entre
otros (OMS, 2018).

Estudios realizados en México con diversos productos alimenticios y bebidas
indicaron que existe una mayor prevalencia de contaminacion en productos lacteos,
derivados de carnes y alimentos del mar. En el cual, E. coli enteropatégena (EPEC)
fue la mas predominante con un 78.5%, seguido de E. coli enteroagregativa (EAEC)
con un 10.7%, E. coli shigatoxigénica (STEC) con un 8.9% y E. coli enterotoxigénica
(ETEC) con un 1.7% (Canizalez-Roman et al., 2013).



Del mismo modo, otros estudios enfocados en vegetales detectaron la presencia de
ETEC en jitomates, brotes de alfalfa, cilantro y perejil con una prevalencia del 4% al
0.3%; STEC fue detectada en jitomates, brotes de alfalfa y espinaca con una
prevalencia del 6% al 0.5%; y EPEC fue encontrada en jitomates y brotes de alfalfa
con una prevalencia del 4% (Rangel-Vargas et al.,, 2015). Ademas, se han
encontrado los patogrupos STEC, EPEC y ETEC en muestras de ensaladas de
nopales, en donde todas las cepas aisladas exhibieron multirresistencia a

antibioticos (Gomez-Aldapa et al., 2016).

Debido al incremento de casos y brotes asociados al consumo de alimentos
contaminados con STEC y no-STEC, actualmente se han presentado protocolos
oficiales para encontrar estas cepas en productos carnicos, incluyendo los serotipos
026, 045, 0103, 0104, 011, 0121, 0145y 0157 (USDA MLG 5B.05, 2015; ISO/TS
13136:2012, 2012).

A pesar de estas acciones, son necesarias otras medidas que complementen la
reduccion de la prevalencia de E. coli patdgenas en el ganado mediante la
implementacion de buenas practicas de higiene durante el procesamiento de la
carne, su preparacion cuidadosa (Bentacor et al., 2012), la coccién de la carne,
especialmente la carne molida (Voetsch et al., 2007), evitar la contaminacion
cruzada durante la preparacion de alimentos (Signorini & Fizzo, 2009), el acceso al
agua potable y la educaciéon publica sobre la importancia de la buena higiene

personal y la limpieza de los utensilios de cocina (Rivas et al., 2011).

Es importante reconocer que, aparte de la carne de res; otro tipo carnes, alimentos,
agua y fuentes indirectas (contacto con animales, recreacion y persona a persona)
juegan un papel en la transmision de este patdogeno, por lo que también deben
abordarse para reducir su impacto en la salud publica (Duffy et al., 2006).

11.2.3 Patogenicidad

E. coli puede causar infecciones intestinales y extraintestinales generalmente
graves, como son infecciones en el aparato excretor, cistitis, meningitis, peritonitis,

uretritis, mastitis, septicemia y neumonia. Esta bacteria, por sus propiedades



virulentas causa diarrea. Sin embargo, otras cepas pueden causar diarreas

hemorragicas (Castro-Alcocer, 2012).

Se han descrito seis patotipos de E. coli involucrados en procesos diarreicos,
mediante la identificacion de factores de virulencia y mecanismos de patogenicidad,
las cuales son E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroinvasora (EIEC), E. coli shigatoxigénica o enterohemorragica
(STEC/EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli adherente difusa (DAEC) y
E. coli adherente invasora (IAEC) (Nataro & Kaper, 1998).

E. coli enteropatégena es el patotivo mas asociado a diarrea en lactantes y algunas
veces se asocia a vomito y fiebre (Spears et al., 2006). E. coli enteroinvasora es de
importancia en nilos menores a seis meses de edad, genera diarrea y en ocasiones
va acomparfada de sangre y moco (Croxen et al., 2013). E. coli enterotoxigénica
tiene mayor frecuencia en nifios menores a 2 afos, la diarrea puede acompanarse
de fiebre y vomito (Qadri et al., 2005). E. coli enteroagregativa suele causar diarrea
persistente de un color verde y con presencia de moco. E. coli adherente difusa
causa diarrea en nifios de una a cinco afios (Croxen et al., 2013). Y E. coli
shigatoxigénica causa dolor abdominal, diarrea sanguinolenta y poca fiebre (Farfan-
Garcia et al., 2016). En casos mas graves puede causar complicaciones del sistema
nervioso central (Pape et al., 2015) y el sindrome hemolitico urémico (Kaper et.al,
2004).

[1.2.3.1 Escherichia coli enteropatogénica tipica (EPEC)

EPEC es definida como aquellas cepas que tienen la capacidad de causar diarrea,
producir una histopatologia en el epitelio del intestino delgado conocido como
lesiones de adherencia y esfacelamiento o borrado (A/E); un fenotipo que es
codificado en la isla de patogenicidad del locus de esfacelamiento del enterocito
(LEE), el cual codifica los componentes del sistema de secrecion tipo Ill, moléculas
efectoras y la intimina (eae); y la incapacidad de producir toxinas Shiga y las toxinas
termolabil (LT) y termoestable (ST) de la E. coli enterotoxigénica (Nataro & Kaper,
1998). Cepas EPEC tipicas poseen un plasmido de virulencia conocido como el

factor de adherencia EPEC (EAF), que codifica los pili formadores de haces
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(BFP:bundle-forming pilus) que median la adherencia localizada al epitelio, la
autoagregacion y la formacion de biopeliculas, mientras que las EPEC atipicas no

poseen este plasmido (Scaletsky & Fagundes-Neto, 2016).

La adherencia de cepas tipicas de EPEC, tienen un patron tridimensional distintivo
llamado fenotipo de adherencia localizada (LA), la cual es mediada por las fimbrias
de tipo IV transmitidas por plasmidos cominmente conocido como BFP (Girén et
al., 1991). La adherencia de EPEC es inhibida por varias moléculas de
carbohidratos, incluyendo la galactosa, N-acetilgalactosamina, N-acetilactosamina,
y oligosacaridos fucosilados y ganglidsidos de la leche (Scaletsky & Fagundes-Neto,
2016).

Como se mencion6 antes, EPEC tiene la capacidad de producir lesiones A/E, este
fenotipo es caracterizado por el esfacelamiento o la alteracibn de las
microvellosidades de las células epiteliales intestinales y la adherencia intima entre
la bacteria y la membrana de las células epiteliales. Asimismo, justo debajo de la
bacteria adherente, se observan cambios en el citoesqueleto de la célula epitelial,
mediante la formacién de una estructura conocida como copa o pedestal rica en
actina. Por otro lado, ciertos efectores interrumpen los procesos de la célula
hospedera, lo que resulta en la pérdida de la funcion mitocondrial y la afectacion de
la localizacion de acuaporinas, lo que lleva a la pérdida de electrolitos (y por ende

la diarrea) y la eventual muerte celular (Scaletsky & Fagundes-Neto, 2016).

La transmision de EPEC sigue la via fecal-oral a través de superficies
contaminadas, fluidos de destete y portadores humanos (Levine & Edelman, 1984).
EPEC tipica es asociado con la diarrea en nifios menores a dos afios, sin embargo,
también existen brotes en adultos por la ingesta de alimentos y agua contaminados
(Scaletsky & Fagundes-Neto, 2016), principalmente en los meses calidos. La dosis

infectiva en adultos es de 102 a 10'° microorganismos (Levine et.al, 1978).

EPEC causa diarrea aguda, con una duracion de hasta 2 semanas; otros sintomas
son vomito, deshidratacion y fiebre. Ademas, la infeccion puede conducir a una
malabsorcidn severa e incluso provocar intolerancia a la lactosa y alergia alimentaria

(Fagundes-Neto & Scaletsky, 2000). Una infeccidn persistente puede requerir el uso
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de antibioticos, sin embargo, la multirresistencia de EPEC es comun, principalmente

a penicilinas, cefalosporinas y aminoglucésidos (Subramanian et al., 2009).

[1.2.3.3 Escherichia coli enterohemorrédgica (productora de la toxina Shiga)
(STEC/EHEC)

STEC/EHEC es un patégeno zoonotico transmitido por los alimentos y el agua cuya
caracteristica distintiva es la capacidad de producir una 0 mas citotoxinas de la
familia de la toxina Shiga (Stx) (Melton-Celsa, 2014). Ademas, presentan LEE, A/E
y una isla de patogenicidad cromosomal (PAI). Estas cepas pertenecen a un gran
namero de serotipos O:H (mas de 400), siendo la cepa O157:H7 la mas prevalente
(Rivas et al., 2016). Sin embargo, otros serogrupos como 026, 045, 0103, 0111,
0121y 0145, también son los responsables de causar la mayoria de las infecciones
(Terajima et al., 2014).

STEC/EHEC puede causar infecciones en humanos que varian desde casos
asintomaticos o diarrea leve, hasta colitis hemorragica (HC) y el sindrome hemolitico
urémico (HUS); siendo la principal causa de provocar insuficiencia renal aguda en
nifios (Rivas et al., 2016). No existe tratamiento especifico para HUS, por lo que a
los pacientes se les dan cuidados de apoyo para desequilibrio hidrico, anemia,
hipertension e insuficiencia renal; la frecuencia de los pacientes que mueren durante
la fase aguda de la enfermedad es de 1-2% (Mele et al., 2014) y casi el 30% de los
pacientes desarrollan dafo renal a largo plazo (Spinale et al., 2013). En general, las
infecciones con STEC/EHEC no deben ser tratadas con antibiéticos, debido a un
mayor riesgo de desarrollar HUS, ya que algunos tipos de antibiéticos inducen la

expresion de Stx (Rivas et al., 2016).

En E. coli las Stx se clasifican en 2 subfamilias, Stx1 y Stx2, siendo esta tltima la
mas patogénica (Scheutz, 2014). La accion de estas toxinas es la generacién de un
estado prooxidativo que contribuye a la insuficiencia renal, la inhibicion de las
sintesis de las proteinas y la modulacion inmune (Lee et al., 2013), provocando dafio
al ribosoma mediante la induccion del estrés ribotoxico, el cual es tanto inflamatorio

como proapoptético (Jandhyala et al., 2012). Otros factores de virulencia, como
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adhesinas, proteasas y lipopolisacaridos (LPS) son necesarios para el completo
desarrollo de HUS (Rivas et al., 2016).

STEC/EHEC se distribuyen en gran medida en el tracto gastrointestinal de una
amplia diversidad de animales, normalmente como portadores asintomaticos.
Varios animales rumiantes, especialmente el ganado, se consideran el principal
reservorio natural, pero también se presentan en mamiferos domésticos y salvajes,
aves y peces. Como consecuencia, las rutas de transmision de STEC/EHEC a los
humanos pueden ocurrir por la cadena alimentaria, el contacto directo con animales,
por beber o nadar en agua contaminada, o por la propagacion persona a persona
(Luna- Gierke et al., 2014).

[1.3 Salmonella typhimurium (S. typhimurium)

El género Salmonella est4 integrado por bacterias Gram negativas, no formadoras
de esporas y en forma de baston. Son anaerobias facultativas, su diametro varia de
0.7 a 1.5 uM, con una longitud de 2 a 5 uM (Fabrega & Vila, 2013) y se mueven por
flagelos peritricos, aunque también existen serotipos inmoéviles (Guerri-Santos,
2002).

Este género se ha clasificado segun el esquema de Kauffmann-White, el cual consta
de 2 especies, S. enterica y S. bongori; a su vez S. enterica se divide en 6
subespecies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica
subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae y S.

enterica subsp. indica (Grimont & Weill, 2007).

El género Salmonella es de particular relevancia clinica tanto en los paises
desarrollados como en los que estan en vias de desarrollo, debido a que este
patdgeno es una de las causas mas comunes de enfermedades transmitidas por
alimentos. Entre los agentes causales mas comunes de este género son S. enterica

serovar Typhimurium y S. enterica serovar Enteritidis (Kariuki et.la., 2006).

Salmonella enterica subespecie enterica serovar Typhimurium (S. typhimurium) es

el microorganismo principal causante de salmonelosis. Se transmite principalmente
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por alimentos y bebidas contaminadas, asi como por el contacto con animales

infectados como aves de corral, aves silvestres y roedores (Torpdahl et al., 2013).

Tipicamente una infeccion por Salmonella causa fiebre, calambres, dolor
abdominal, diarrea con o sin sangre asociada con la inflamacioén del intestino
grueso, y en algunos casos, nauseas, vomitos, dolor de cabeza y mialgias (Coburn
et al.,, 2007). La enfermedad ocurre después de la ingesta de méas de 50,000
bacterias a partir de alimentos o de agua contaminada, y después de un periodo de
incubacion de 6 a 72 horas (Wray & Sojka, 1978). Aproximadamente, el 5% de las
personas con enfermedades gastrointestinales causadas por Salmonella no tifoidea
desarrollan bacteriemia, la cual ocurre mas comunmente en nifios pequefos,
pacientes inmunocomprometidos y pacientes con afecciones médicas comorbidas.
Una complicacion de la bacteriemia por Salmonella en adultos es el desarrollo de la
arteritis infecciosa (Fabrega & Vila, 2013), asi como colecistitis, pancreatitis y
apendicitis (Eng et al., 2015). La tasa de mortalidad de enfermedades causadas por
Salmonella no tifoidea es del 24% en paises en desarrollo, principalmente en nifios
(Fabrega & Vila, 2013).

[1.3.1 Propiedades bioquimicas de S. typhimurium

S. typhimurium es una bacteria mévil fermentadora de glucosa con produccién de
gas y manitol; catalasa, citrato, SH2 y rojo de metilo positiva. Ademas, no es
fermentadora de lactosa y es indol, ureasa, oxidasa y Voges-Proskauer negativa
(Chen, 2013).

[1.3.2 Salmonella typhimurium en alimentos

La principal ruta de transmision de Salmonella es el consumo de alimentos de origen
animal contaminados con materia fecal (Swartz, 2002), debido en general, por la
introduccién de este patdgeno en areas de preparacion de alimentos. Existen
diversos factores que influyen en este proceso como la inadecuada temperatura de
almacenamiento, la insuficiente coccion de los alimentos y la contaminacion

cruzada (Carrasco et al., 2012).
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Por lo regular, las carnes, aves y huevos son los principales alimentos involucrados
en las infecciones por Salmonella (Wilson, 2002). Sin embargo, la contaminacion de
este patdégeno también incluye productos lacteos, frutas, verduras y productos

pesqueros (Carrasco et al., 2012).

Mientras que S. enteritidis esta implicada mayormente en el consumo de aves y
huevos, S. typhimurium esta relacionada con una variedad de animales como aves,

cerdos, ganado vacuno y bovino (Carrasco et al., 2012).

Del mismo modo, la carne molida ha estado implicada en brotes de salmonelosis. A
pesar de que Salmonella ha disminuido en este alimento debido a la implementacion
del sistema HACCP (Eblen et al., 2006), aun existe una incidencia de este patégeno
en productos carnicos crudos, ahumados y ligeramente cocidos, mostrando una

prevalencia del 1.1% al 6.0% (Carrasco et al., 2012).

Por otro lado, debido a que Salmonella tiene la capacidad de sobrevivir in alimentos
secos, ésta se ha encontrado en alimentos procesados como leche en polvo,
chocolate, mantequilla de cacahuate, alimentos para infantes y productos de
panaderia (Smith et al., 2004). Al igual que en especias, como clavo, orégano,

pimienta y paprika (Moreira et al., 2009).

Asimismo, se ha encontrado Salmonella en vegetales, incluyendo al cilantro, brécoli,

lechuga, espinacas y jitomates (Quiroz-Santiago, et al., 2009).
11.3.3 Patogenicidad

Los nifios menores de 5 afios, personas de la tercera edad e inmunosuprimidos son

mas susceptibles a desarrollar una infeccién por Salmonella (Eng et al., 2015).

Salmonella ingresa al tracto digestivo a través de agua o alimentos contaminados y
tienden a penetrar las células epiteliales que recubren la pared del intestino delgado.
La isla de patogenicidad 1 de Salmonella (SPI1) codifican para el sistema de
secrecion tipo lll, las cuales son proteinas multicanal que permiten inyectar
efectores a través de la membrana de las células epiteliales intestinales hacia el
citoplasma. Estos efectores activan la via de sefializacion transduccional y

desencadenan la reconstruccién del citoesqueleto de actina, lo que da como
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resultado la extension de la membrana celular para engullir a la bateria, similar al

proceso de fagocitosis (Takaya et al., 2003).

Después de la inmersion de Salmonella en la célula huésped, la bacteria es
encerrada en un compartimente conocido como la vacuola que contiene a
Salmonella. Sin embargo, para evitar activar la respuesta inmune y la secrecion de
enzimas que pueden degradar a la bacteria, Salmonella utiliza otro sistema de
secrecion tipo Ill, el cual estad codificado en SPI2, para inyectar otras proteinas
efectoras en la vacuola, lo que provoca la alteraciébn de la estructura del
compartimento y, por lo tanto, el bloqueo de la fusion de los lisosomas,
permitiéndole sobrevivir y replicarse dentro de la célula hospedera (Monack et al.,
2004). Una vez que atraveso el epitelio intestinal, la bacteria es engullida por los
macréfagos dentro de la vacuola (Fabrega & Vila, 2013), permitiéndole transportase
por medio del sistema reticuloendotelial (Monack et al., 2004) y poder diseminarse

a otros 6rganos como el higado y el bazo (Thompson et al., 2018).

Asimismo, uno de los factores que favorecen la persistencia de Salmonella es
capacidad de formar biopeliculas, las cuales estdn compuestas por sustancias
extracelulares poliméricas incluyendo fimbrias, celulosa, polisacéridos capsulares,

entre otros (Barreto et al., 2016).
I1.4 Resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antimicrobianos es reconocida como una amenaza internacional
a la salud. El aporte de la atencion primaria de la salud es importante ya que es en
donde se prescriben casi el 80% de todos los antibiéticos utilizados (Majeed &
Moser, 1996). Las infecciones bacterianas resistentes a los antibioticos pueden
limitar la disponibilidad de las opciones de tratamiento efectivas. Ademas, este tipo
de infecciones tienen el doble de probabilidad de estar asociado a una mayor
morbilidad y mortalidad, asi como un incremento en el costo de la atencibn médica
(Holmberg et al., 1987).

16



I1.4.1 Resistencia de E. coli a antibiéticos

En los dltimos afios ha aumentado el caso de infecciones causados por E. coli
resistente a antibiéticos. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado
a E. coli como una de las siete bacterias de interés internacional debido a su
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, B-lactamasas de amplio

espectro y fluoroquinolonas (Sagwal-Chaudhary, 2016).

La resistencia en E. coli es generada por una seleccién positiva a través de
mutaciones puntuales, como es el caso de la resistencia a fluoroquinolona, o por la
adquisiciébn de elementos genéticos maviles mediante transferencia horizontal
(transposones, plasmidos y bacteri6fagos), en el caso de la resistencia a penicilinas

y cefalosporinas de tercera generacion (Ochoa & Gomez-Duarte, 2016).

Los principales mecanismos de resistencia antimicrobiana son (Ochoa & Gémez-
Duarte, 2016):

1) Impedimento del acceso: mediante la reduccién de la permeabilidad o el
incremento del eflujo. Por ejemplo, en Enterobacteriaceae, la reduccién de la
expresion de porinas contribuye a la resistencia a nuevos antibidticos como
carbapenémicos y cefalosporinas. Por el otro lado, las bombas de eflujo
transportan activamente a los antibioticos fuera de la membrana, siendo las
mayores contribuidoras de la resistencia intrinseca de las bacterias Gram
negativas en muchos farmacos.

2) Cambios en las moléculas objetivo de los antibiéticos: cambios estructurales
en la molécula objetivo evitan la union eficaz de los antibiéticos, pudiendo
llevar su funcion normal y, por lo tanto, conferirle resistencia.

3) Modificacion directa de los antibioticos: las bacterias pueden destruir o
modificar a los antibiéticos mediante diversas reacciones quimicas, como la
hidrdlisis del antibiodtico, la transferencia de un grupo quimico o la adicion de

un grupo quimico en un sitio vulnerable del antibiotico.

En la siguiente tabla, se muestra un resumen se los principales mecanismos de

resistencia de E. coli.
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Tabla 1. Principales mecanismos de resistencia a antibidticos de E. coli

Familia de
antibioticos

Mecanismo de resistencia

Genes involucrados

B-lactamicos

B-lactamasas: enzimas que
hidrolizan el enlace amida del
antibiotico.

Genes que codifican B-

lactamasas: blatem, blashy,
blacars, Dblaoxa, blactx-m Yy
blaces

B-lactamasas de amplio
espectro (ESBLS): enzimas
gue confieren resistencia a
cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion

Quinolonas

Mutaciones puntuales que
alteran la enzima objetivo del
antibidtico

Mutaciones en gyrA (gen que
codifica una subunidad de la
ADN girasa) y parC (gen que
codifica una subunidad de la
topoisomerasa V)

Alteracion en los
mecanismos de
permeabilidad (bombas de
eflujo y canales de difusion)

Genes tipo AcrAB

Genes de resistencia
transportados por plasmidos

Familia de genes gnr (A, B, C,
D, S) que codifican proteinas
Qnr que interfieren en la unién
del antibidtico con su objetivo

Genes que codifican una
enzima capaz de inactivar
fluoroquinolonas: variantes de
cr de la acetiltransferasa 6
(acc(67)-Ib-cr)

Tetraciclina

Bombas especificas de eflujo

tetA y tetB

Inactivacion enzimatica
mediada por acetilacion

Gen cat codifica la
cloranfenicol acetiltransferasa

Cloranfenicol  Reduccion de la Genes florRy cmlA
permeabilidad de la
membrana
Mutacion de enzimas Genes sull y sul2 confieren
Trimetoprima- objetivo resistencia a sulfametoxazol,

Sulfametoxazol

genes dfr confieren resistencia
trimetoprima

Fuente: Modlificado de Mosquito et al. (2011) y Ochoa & Gémez-Duarte (2016).
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El incremento del nivel de resistencia fue demostrado cuando se compararon cepas
de E. coli aisladas en 1950 con cepas aisladas en 2000 y su resistencia a 15
antibidticos, en este estudio, se mostro un incremento de la multirresistencia de un
7.2% en 1950 a un 63.6% en 2000 (Tadesse et al., 2012).

Estudios llevados a cabo por Bryce et al. en paises miembros de la Organizacion
para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) mostraron una prevalencia
de la resistencia de E. coli aislada de tractos urinarios de un 53.4% a ampicilina,
23.6% a trimetoprima, 8.2% a co-amoxiclav, 2.1% a ciprofloxacina y 1.3% a
nitrofurantoina. Sin embargo, estudios en paises no pertenecientes a la OCDE
muestran una resistencia mayor, presentando un 79.8% a ampicilina, 60.3% a co-

amoxiclav, 26.8% a ciprofloxacina y 17% a nitrofurantoina (Bryce et al., 2016).

Del mismo modo, estudios realizados por la Red Latinoamericana de Vigilancia de
la Resistencia a los Antimicrobianos (ReLAVRA) en 14 paises indicaron que el
rango general reportado de la resistencia de E. coli a las cefalosporinas de tercera
generacion es del 0-48% y a las fluoroquinolonas del 8-58% (OMS, 2014).

Ademas, otro estudio realizé un ensayo de vigilancia de susceptibilidad a los
antimicrobianos en bacterias gram negativas en 12 paises de América Latina entre
el 2004 y el 2010. Las cepas de E. coli se aislaron de sangre, el tracto respiratorio,
orina, piel, heridas y fluidos; las cuales un 24.3% fueron identificadas como
productoras de betalactamasas de amplio espectro (ESBL). De entre las cepas de
E. coli no productoras de ESBL, un 1.7% fue resistente a amikacina, 69.9% a
ampicilina, 3.6% a cefepima, 15.6% a ceftriaxona, 36.2% a levofloxacina, 1.0% a
meropenem y 6.0% a piperacilina/tazobactam, por otro lado, las cepas de E. coli
productoras de ESBL mostraron resistencia a amikacina en un 5.3%, a levofloxacina
en un 85.1%, a meropenem en un 2.3% Yy a piperacilina/tazobactam en un 10.0%
(Fernandez-Canigia & Dowzicky, 2012).

Especificamente, en México, cepas STEC 0157 y no-O157 obtenidas de animales
de granja mostraron resistencia a aminoglucosidos, tetraciclinas, cefalosporinas y

penicilinas (Amézquita-Lépez et al., 2016).
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[1.4.2 Resistencia de S. typhimurium a antibioticos

Debido a que generalmente la salmonelosis se presenta como una gastroenteritis
autolimitada, los antibidticos se recomiendan principalmente en cuadros
extraintestinales invasores y para pacientes con factores de riesgo (Barreto et al.,
2016). En estos casos, la ampicilina, cloranfenicol y trimetoprima-sulfametoxazol
son usados como los tratamientos de primera linea (Eng et al., 2015), asi como,
fluoroquinolonas o cefalosporinas de amplio espectro (Fabrega & Vila, 2013).

El surgimiento de la resistencia antimicrobiana de Salmonella se debe
principalmente al uso de antibidticos en la alimentacion animal para promover su
crecimiento y en la medicina veterinaria para tratar infecciones en los animales
(Hyeon et al., 2011). Esto genera un alto riesgo de enfermedades zoonéticas con
cepas de Salmonella multirresistentes debido a la ingesta de alimentos o agua

contaminada con heces de animales infectados (Holmberg et al., 1984).

Generalmente, el fenotipo de multirresistencia esta codificado en plasmidos, esto
les permite tener menos susceptibilidad contra ciertos antibiéticos, como el
cloranfenicol, tetraciclina, ampicilina, estreptomicina y trimetoprima-sulfametoxazol
(Guerra et al.,2002). Y en los Ultimos afios se ha visto un aumento en la resistencia

de espectinomicina, tetraciclina y acido nalidixico (Fabrega & Vila, 2013).

Existe cierta emergencia de serotipos de Salmonella con una susceptibilidad
reducida a ciprofloxacina, esto se debe por una mutacién cromosémica en las
regiones determinantes de la resistencia a la quinolona del gen gyrA (Chiu et al.,
2002). Ademas, algunos serotipos de Salmonella han desarrollado resistencia a un
amplio espectro de cefalosporinas como resultado de genes mutados que codifican
una gran variedad de B-lactamasas (Carattoli et al., 2002).

Del mismo modo, otro tipos de B-lactamasas plasmidicas incluyen las penilcilinasas
tipo TEM, las cuales tienen la capacidad de hidrolizar penicilinas y cefalosporinas,
las mas comunes son las codificadas por los genes blarem-1a y blartem-1s; las
penicilinasas de tipo SHV-1, las B-lactamasas tipo OXA que le confieren resistencia

a las amino y ureidopenicilinas, y la B-lactamasa tipo PSE-1 que puede conferir
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resistencia al acido clavulénico asi como perfiles de resistencia similares a TEM
(Guerri-Santos, 2002).

Por otro lado, se ha observado la resistencia de Salmonella a inhibidores de -
lactamasas, principalmente por la hiperproduccion de (B-lactamasas tradicionales
(TEM) y tipo PSE-1 provocando que el inhibidor no tenga un gran efecto por la gran

cantidad de sustrato (Guerri-Santos, 2002).

Segun datos del Sistema Nacional del Monitoreo de la Resistencia Antimicrobiana
(NARMS), el 84% de las cepas de Salmonella no tifoideas mostraron un fenotipo
multirresistente y el 4.1% de las cepas aisladas tuvieron una susceptibilidad
reducida a las cefalosporinas en Estados Unidos de América del 2005 al 2006 (Eng
et al., 2015). Y especificamente con S. typhimurium, se ha visto un 55% de cepas

multirresistentes (Erdem et al., 2005).
[I.5 Chalconas

Las chalconas son compuestos naturales que presentan una estructura quimica
simple y tienen una amplia distribucion en verduras, frutas, tés y otras plantas. La
palabra chalcona viene del griego “chalcos” que significa bronce, debido a los

colores de la mayoria de las chalconas (Sahu et al., 2012).

Estos compuestos tienen una estructura quimica comun, la 1,3-diarilprop-2-en-1-
ona, también conocido como chalconoide, los cuales existen como isomeros cis y

trans, siendo este Ultimo el mas estable termodinamicamente (Cadena-Cruz, 2018).

Figura 1. Estructura base de las chalconas

Las trans-1,3-diaril-2-propenonas (chalconas), representan una familia de
compuestos que tienen diferentes actividades biolégicas y farmacologicas,

dependiendo de los sustituyentes en los anillos aromaticos; tales como actividad
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antiviral (Hu et al., 2012), antimalérica (Wu et al., 2002), antibacteriana, antioxidante,
antiparasitaria, anticancerigena (Rocchi et al., 2014), antiinflamatoria (Talukdar et
al., 2013), antipigmentante (Seo et al., 2010), antimitética (Ducki et al., 1998),
antileishmania (Boeck et al., 2006), antiplaquetaria (Zhao et al.,, 2005),
antihipertensiva (Ducki et al., 1998), antiprotozoaria (Carvalho et al., 2012), anti-VIH
(Sharma et al., 2011) y antiulcerosa (Sashidhara et al., 2015).

Por otro lado, las chalconas también son utilizadas como sintones junto a especies
dinucledfilas en la sintesis de heterociclos de cinco y seis miembros (Basnet et al.,
2007) gracias a la presencia del sistema carbonilico a,B3-insaturado de la chacona
(Pascual & Gonzalez, 2018). Ademas, son intermediarios en la biosintesis de otras

moléculas como los flavonoides e isoflavonoides (Zhuang et al., 2017).
[1.5.1 Sintesis de las chalconas

Una de las formas mas utilizadas para la sintesis de las chalconas es a través de la
reaccion de Claisen- Schmidt, la cual consta de la condensacién de un aldehido con
una cetona (Shelke et al., 2007).

Sin embargo, en la actualidad se han reportado modificaciones de esta reaccion con
el fin de optimizar el proceso; incluyendo métodos de sustitucion (Deshmukh et al.,
2003), isomerizacion (Yang et al., 2010) y ciclacién oxidante (Kumar & Makrandy,
2005), asi como la implementacién de fuentes de energias alternativas que aceleren
la reaccion como el reactor de microondas o el ultrasonido (Nyati et al., 2006).

11.5.1.1 Método de Claisen-Schmidt

La reaccion de Claisen-Schimidt es llamada asi debido a dos investigadores
pioneros, R.L. Claisen (Claisen & Claparede, 1881) y J.G. Schmidt (Schmidt, 1881),
en la cual un benzaldehido y una metilcetona son condensados en presencia de un

catalizador (Zhuang et al., 2017).

Esta condensacion se puede realizar tanto en medio acido como en medio basico.
En presencia de catalizadores acidos se forma un complejo entre el catalizador con
el compuesto metilénico. Los agentes acidos mas usados son el trifloruro de boro

en acido acético, el cloroxido de fésforo y el &cido sulfirico (Laos & Gonzalez, 1995).
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Por otro lado, en presencia de agentes alcalinos ocurre la ruptura del proton del
compuesto metilénico (acetofenona) formandose el carbanion que se une al grupo
carbonilo del aldehido. Entre los agentes condensadores de caracter basico que
mas se utilizan son el hidroxido de sodio, hidroxido de potasio y los alcoholatos de
sodio y la piperidina (Laos & Gonzalez, 1995) en metanol o etanol (Zhuang et al.,
2017).

En la reaccion de Claisen-Schmidt, la concentracion de medio basico puede variar
entre 10-60% y se lleva a cabo a 50°C durante 12-15 horas o a temperatura
ambiente durante una semana (Cadena-Cruz, 2018). Generalmente, en la sintesis

de chalconas es mas comun el uso de catalizadores basicos (Zhuang et al., 2017).

El principal inconveniente de esta reaccion es la velocidad de reaccion lenta, ya que
generalmente se necesitan varias horas o dias para que se complete. Ademas, el
producto de la reaccion puede estar formado por una mezcla compleja, incluyendo
el producto deseado, subproductos y en algunos casos los reactivos iniciales
(Zhuang et al., 2017).

El rendimiento puede variar dramaticamente, dependiendo de los reactivos y los
catalizadores, desde menos del 10% hasta llegar casi al 100% (Nielsen & Houlihan,
2011).
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Figura 2. Reaccidn Claisen-Schmidt

11.5.1.1.1 Reaccién de Claisen-Shmidt en condiciones basicas

Como se menciond anteriormente la reaccion puede llevarse mediante
catalizadores basicos como tert-butdxido de potasio, hidroxido de sodio o hidréxido
de potasio en metanol o etanol. Esta reaccién es ampliamente usada para la sintesis

de chalconas sustituidas con grupos hidroxilo, ya que se obtienen buenos
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rendimientos, variando de un 60 a 90%. Del mismo modo, se han sintetizado

ferrocenilchalconas en medio basico (hidroxido de sodio) (Zhuang et al., 2017).

Sin embargo, en algunos casos se realizan modificaciones en los catalizadores o
en el sistema de solventes (Zhuang et al., 2017) para aumentar el rendimiento. Por
ejemplo, la chalcona B-trifluorometilada puede ser producida con hidroxidos de
metales alcalinotérreos de calcio, bario o estroncio en solventes apréticos para
facilitar la remocion de agua (Patel & Lee, 2012), ya que se favorece la reaccion.
Asi mismo, el sistema NaNOs o LiNOs/fosfato natural/metanol es otro catalizador
basico extremadamente eficiente para el proceso de condensacién de Claisen-
Schmidt en donde se obtienen altos rendimientos a temperatura ambiente (Sebti et
al., 2002).

11.5.1.1.2 Reaccion de Claisen-Shmidt en condiciones acidas

Los agentes acidos mas usados para la sintesis de chalconas son el trifloruro de
boro en &cido acético, el cloréxido de fésforo y el acido sulfurico (Laos & Gonzalez,
1995), como se citd antes. No obstante, también se han utilizado una gran variedad
de &cidos de Bronsted (Golay, 1964), acidos de Lewis (Mazza & Guarna, 1980) y
acidos sélidos (Tan et al., 2012).

En general, en condiciones acidas se obtienen rendimientos mas bajos que en
condiciones bésicas. Por ejemplo, el uso de &cido clorhidrico en etanol saturado
solo genera de un 10 a un 40% de rendimiento en la sintesis de chalconas (Molitor
et al., 2016). Debido a esto se ha utilizado otras variantes, como el gas de acido

clorhidrico seco con el fin de favorecer la reaccion (Golay, 1964).

Debido a estos bajos rendimientos, se han experimentado con diversas
modificaciones para mejorar la produccion de chalconas. Como es el caso del uso
de cloruro de aluminio (AICI3s) como acido de Lewis, en donde dos moles de
acetofenona por mol de AlCIsaumentan el rendimiento a un 73% (Calloway & Green,
1937). De la misma manera, la aplicacion de trifloruro de eterato de boro (BF3-Et20)
mejora el rendimiento a un 75-96% con un tiempo de reaccién menor a 3 horas

(Narender & Reddy, 2007). Las chalconas también han sido obtenidas con &cidos
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como el acido p-toluenosulfénico (Tan et al., 2012), Zn(bpy)(OAc)2 (Iranpoor &
Kazemi, 1998), TiCl4 (Mazza & Guarna, 1980), Cp2ZrH2/NiCl2 (Hasaninejad et al.,
2010) y RuCls (Nakano et al., 1987).

11.5.1.1.3 Reaccion de Claisen-Shmidt en condiciones sin solventes

Para la sintesis de chalconas también se han aplicado condiciones libres de
solventes como la molienda o la irradiacion de microondas (Kulkarni, 2015). Rateb
y colaboradores reportaron un método usando hidroxido de sodio molido son un
aldehido y una cetona para obtener una chalcona con 80% de rendimiento (Rateb
et al., 2009). De igual manera, una nitrochalcona fue sintetizada bajo condiciones
de molienda con un catalizador basico KF-Al2O3 obteniendo un 94% de rendimiento
en cinco minutos (Liu & Shi, 2009).

La irradiacion de microondas se ha utilizado como un método amigable con el
ambiente para la produccion de chalconas (Liu et al., 2007). Verbigracia, un sistema
catalitico de acido sulfénico sélido a partir de bambu fue descubierto por Xu et al.,
en el cual usando microondas obtuvieron rendimientos del 60 al 82% (Xu et al.,
2008). Este tipo de metodologia ofrece grandes ventajas como son la eliminacion
de la influencia de los solventes y la reduccién de subproductos, permitir una mayor
flexibilidad en la temperatura de reaccién ya que no esta restringido por el punto de
ebullicién y la volatilidad de los solventes, la reduccién del tiempo de la reaccién y

el mejoramiento del rendimiento (Zhuang et al., 2017).
11.5.2 Actividad antibacteriana de las chalconas

Se ha reportado en la literatura la actividad antimicrobiana de las chalconas, debido
a la existencia de una funcion cetona a,B3-insaturada reactiva en las chalconas que
reacciona con grupos nucledfilos de proteinas esenciales. Se pueden hacer
modificaciones dependiendo del tipo y la posicién de los sustituyentes presentes en

los anillos aromaticos (Cadena-Cruz, 2018).
11.5.2.1 Actividad antibacteriana de las chalconas fluoradas

El flior ha llegado a ser una herramienta importante en los medicamentos, ya que

la incorporacion de un atomo de flior o un grupo fluorado en los medicamentos
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permite la modulacién simultanea de parametros electrénicos, lipofilicos y estéricos
gue influyen tanto en las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas (Reddy
et al., 2015).

Considerando lo anterior, una nueva serie de hibridos fluorados de chalcona-1,2,3-
triazol fueron evaluados in vitro contra Staphylococcus epidermis, Bacillus subtilis,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Yadav et al., 2018). El compuesto con
un grupo 4-nitro mostré una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 0.0032
pmol/mL contra E. coliy S. epidermis, el cual fue mejor que el antibittico estandar,
ciprofloxacina (MIC: 0.0047 pmol/mL). La relacion estructura-actividad (SAR)
mostré que la actividad antibacteriana fue influenciada por los triazoles fluorados

dando mejores resultados que los compuestos no fluorados (Purser et al., 2008).
[1.5.2.2 Actividad antibacteriana de chalconas cloradas

La relacion estructura-actividad del 2-((5E)-5-(4-((E)-3-(2,4-diclorofenil)-3-oxoprop-
1-enil) bencilideno)-4-oxo-2-thioxothiazolidina-3-il) hibrido de acido acético tiene
una actividad antibacteriana mas potente contra S. aureus con un valor MIC de 2
pmol/mL, el cual es mejor que el antibidtico estandar (norfloxacina). Esto se debe a
la introduccién de dos grupos de cloro en la posicién 2 y 4 del anillo fenilo,

permitiendo la actividad antibacteriana (Xu et al., 2019).

Del mismo modo, las chalconas B-cloro vinil son sensibles contra E.coli (NCIM
2065), S. aureus (NCIM 2120) y Klebsiella pneumoniae (NCIM 5082) (Bandgar et
al., 2010). Por otro lado, con el fin de reducir la toxicidad e incrementar la actividad
antibacteriana se han sintetizado chalconas B-clorovinil y evaluado contra E. coli,
Proteus vulgaris, K. pneumoniae, S. aureus y B. subtilis usando el método de
difusiébn en agar, los cuales mostraron un rango de MIC entre 10-18 pg/mL
(Falrbrother & Martyn, 1951; Gould & Bowie, 1952).

11.5.2.3 Actividad antibacteriana de derivados de ferroceno-chalconas

En las Ultimas décadas la quimica organometalica ha crecido debido a las amplias
aplicaciones bioldgicas y médicas. Estas aplicaciones llevaron a la creacion de la

quimica bioorganometalica (Xu et al., 2019).
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El ferroceno es usado en la quimica bioorganometalica debido a su estabilidad,
actividad biolégica y su aplicacion en la preparacion de nuevos compuestos.
Ademas, muchos compuestos ferroceno muestran actividades antibacterianas
(Kazemizadeha et al., 2016), antifungicas (Dou et al., 2008), antimalaria (Itoh et.la.,
2000), antitumoral (Hafez et al., 2013), antioxidante (Hussain et al., 2013) y cititbxica
(Hassan et al., 2015).

Compuestos de chalconas a base de ferroceno unidos a organosilatranos y a triazol
han mostrado actividad antimicrobiana contra E. coli (MIC: 125 uM) y Enterococcus
faecalis (MIC: 125 yM) (Singha et al., 2019). La relacion actividad-estructura indica
gue las modificaciones estructurales como la introduccién de nuevos sustituyentes
en la chalcona o en el anillo de ferroceno pueden mejorar altamente la actividad
antibacteriana (Xu et al., 2019). Otros autores como Muskinja et al. desarrollaron
ferrocenil chalconas con analogos de vainillinas O-alquiladas, las cuales mostraron
actividad contra E. coli (ATCC 25922) con un MIC de 1.25 mg/mL (Muskinja et al.,
2016).

I1.6 Métodos de evaluacién de la capacidad antimicrobiana

Los métodos mas comunmente utilizados por su sencillez y rapidez son la técnica
de difusién por discos en agar, la cual es utilizada para generar datos cualitativos, y
los métodos de dilucibn en medio liquido y en agar para conocer los datos

cuantitativos (Hammer et al., 1999).
11.6.1 Métodos en Agar

Entre los métodos mayormente empleados por su facilidad y rapidez en la lectura
de los resultados es el método de difusion por discos basados en la metodologia
descrita por Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966). El principio del método consiste en la
aplicacién de una cantidad determinada de un antimicrobiano u otra sustancia en
un sustrato, generalmente discos de papel, en la superficie del agar sobre el cual
se ha distribuido un indculo del microorganismo de interés. Se formara asi, por

difusién un gradiente de concentracion del antimicrobiano alrededor del disco y la
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sensibilidad del microorganismo estard indicada por el tamafio de la zona de

inhibicion de crecimiento bacteriano (Shiva-Ramayoni, 2007).

El didmetro obtenido no solo depende de la sensibilidad del microorganismo y la
carga del disco, sino también del espesor de la capa de agar, del pH vy la
composicién del medio de cultivo, de la capacidad de difusién del antimicrobiano en
el medio empleado, de la temperatura, la atmosfera de incubacion, la velocidad de
duplicaciéon bacteriana y del tamafio del inéculo y fase de crecimiento de la bacteria
(INPPAZ, 2000).

Para la evaluacion de antibi6ticos el medio mas empleado es el agar Mueller Hinton,
pero también se han utilizado el agar Triptona Soja, agar Nutritivo y el agar Infusién
Cerebro Corazén (Calvo et al., 2006).

Otro método de evaluacion en agar es la dilucién en agar, la cual consiste en la
incorporacion del antibidtico a un medio con agar cuando este Ultimo adn esta
liquido. Con el fin de lograr el rango de dilucion deseado se prepara una serie de
placas, cada una con una determinada concentracién del antibiético. Las placas se
inoculan con un replicador una vez que el agar se haya solidificado (Hammer et al.,
1999). Los medios de cultivo mas utilizados son el agar Muller Hinton, TSA, agar

nutritivo y el agar BH (Shiva-Ramayoni, 2007).

Los resultados de las pruebas de dilucibn en agar se expresan como
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMIs) (Shiva-Ramayoni, 2007).

11.6.2 Métodos en medio de cultivo liquido

Estos métodos se basan en la determinacién del crecimiento del microorganismo
en presencia de concentraciones crecientes del antibidtico a evaluar, que se

encuentra diluido en el medio de cultivo liquido (Shiva-Ramayoni, 2007).

Las determinaciones se pueden realizar en baterias de tubos con caldos de cultivo
(macrodilucién). Sin embargo, estd metodologia es muy pesada por la cantidad de
material a utilizar (Shiva-Ramayoni, 2007). Por lo que la técnica de microdilucion es
una alternativa mas viable para desarrollar. Esta técnica se basa en la actividad

inhibitoria y se realiza en una placa de poliestireno de 96 pocillos. Una placa puede
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contener de 6 a 7 diluciones de 12 diferentes agentes antibacterianos, usando un
pocillo como control positivo (caldo + inéculo) y otro como control negativo (solo
caldo). La mayoria de los sistemas tienen un volumen de 0.1 ml en cada pocillo
(Llamas-Garcia, 2018), en el cual el in6culo no debe sobrepasar el 10% del volumen

final.

El medio de cultivo estandar utilizado para la evaluacion de antibioticos por el
método de dilucién en caldo es el caldo Mueller Hinton, aunque también se puede
utilizar caldo nutritivo, caldo Triptona Soja y caldo LB (Shiva-Ramayoni, 2007).

lll.  Antecedentes especificos

Las enfermedades transmitidas por alimentos, como se menciond anteriormente,
son un problema de importancia global debido al impacto que tienen en la salud
publica, asi como en la economia por la consecuente pérdida de productividad, el
costo de los tratamientos médicos y sanciones comerciales. Estas enfermedades
son causadas por microorganismos, de los cuales los tres mas importantes son
Salmonella no tifoidea, Salmonella typhi y Escherichia coli enteropatogénica (Fegan
& Jenson, 2018). Estos patégenos pueden estar presentes en diversos alimentos a
causa de la contaminacion cruzada, sin embargo, una de las areas mas afectadas
es la industria de los carnicos dado el rol que presentan en la salud en los humanos

y la seguridad microbioldgica (Fegan & Jenson, 2018).

Después de la matanza de los animales, en las lineas de produccién, la carne esta
expuesta a condiciones ambientales, equipos y herramientas que facilitan la
contaminacion cruzada con microorganismos patdgenos, los cuales son potenciales
vectores de enfermedades en productos carnicos (Papuc et al., 2017). Ademas, las
operaciones realizadas durante la manipulacién en la produccién de estos alimentos

afectan la calidad microbiolégica y la vida util de la carne (Voloski et al., 2016).

Los productos carnicos; debido a su alta actividad de agua, alto contenido de
nutrientes y un pH=5.5-6.5; forman un buen ambiente para el crecimiento de
microorganismos, especialmente bacterias (Efenberger-Szmechtyk et al., 2020).

Las principales bacterias que causan la descomposicion de la carne son Brochothrix
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thermosphacta, Carnobacterium spp., Enterobacteriaceae, Lactobacillus spp.,
Leuconostoc spp., Pseudomonas spp. y Shewanella putrefaciens (Borch et al.,
1996). Por otro lado; Escherichia coli 0157:H7, Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes y Campylobacter jejuni son los principales
patdbgenos causantes de enfermedades transmitidas por alimentos en céarnicos
(Barbosa et al., 2009).

La descomposicién de productos carnicos y las enfermedades transmitidas por
alimentos causan serias pérdidas econémicas, por lo que el control del desarrollo
de bacterias en las cadenas de produccion es importante. La soluciébn mas
empleada para este problema es el uso de agentes antimicrobianos, los cuales
pueden ser sustancias naturales, semisintéticas o sintéticas que matan o retrasan
el crecimiento de microorganismos en diferentes tipos de carnes (Papuc et al.,
2017).

Actualmente, los conservadores quimicos son los mas ampliamente utilizados en la
industria de los céarnicos, siendo el nitrato de potasio y el nitrato de sodio los méas
empleados. No obstante, existen una gran variedad de éstos, que incluyen el acido
acético, acetato de potasio, acetato de sodio, acetato de calcio, sorbatos,
benzoatos, p-hidroxibezoatos, natamicina y acido lactico (Efenberger-Szmechtyk et
al., 2020).

Por otro lado, los antimicrobianos naturales pueden ser de origen animal como la
lactoferrina, defensinas o el quitosano; de origen microbiano como la reuterina,
pediocina o la nisina; y de origen vegetal como ciertos aceites esenciales, jugos
fermentados ricos en nitritos o polifenoles (Sultanbawa 2011). Estos ultimos, grupo
en donde se encuentran las chalconas, han demostrado tener gran potencial
antibacteriana en estudios in vitro contra bacterias Gram positivas y Gram negativas
(Papuc et al., 2017). Sin embargo, adn no existen estudios que evallen su actividad

antimicrobiana en productos carnicos.

A pesar de esto, se han realizado estudios con diversos polifenoles o extractos ricos
en polifenoles en los dltimos afios, en donde se evalla su capacidad antimicrobiana

en productos carnicos (tabla 2).
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Tabla 2. Polifenoles como antimicrobianos en productos cdrnicos

Polifenoles/ Sistema de modelo Actividad Referencia
Extracto rico en carnico antimicrobiana
polifenoles
Acido tanico Carne molida Efecto inhibitorio en el Magsood &
almacenada por 15  crecimiento de Benjakul
diasa4°Cen bacterias psicrofilicas (2010)
empaque
atmosférico
modificado
Extracto de Empanadas de Disminucion del Kim SJ et
polifenoles de carne crudas namero de al. (2013)
vegetales que se almacenadas por 12 microorganismos
consumenenel diasa4°C
este de Asia
Extracto Salchichas de carne  Inhibi6 el crecimiento Abdulla et
etandlico de crudas almacenas de Bacillus al. (2016)
Ziziphus en fria subtilis, E. coli,
Neisseria gonorrhoeae,
Pseudomonas
aeruginosa,
Staphylococcus aureus
y Streptococcus
faecalis
Extracto de hojas Carne de res picada La fraccion de acetato  Mhalla et
de Rumex de etilo erradica la al. (2017)
tingitanus poblacion de Listeria
monocytogenes
Extracto Carne de cerdo Actividad antibacteriana Shan et al.
etandlico de cruda almacenada contra L. (2009)
canela aerObicamente por 9 monocytogenes,
dias a 20°C Salmonella enterica y
S. aureus
Extracto Carne molida Disminucion de Casaburi et
etanol/agua de almacenada por 5 Pseudomonas sp., al. (2015)

Myrtus communis

dias a 4°C

Brochothrix
thermosphacta,

bacterias acido-lacticas

y Enterobacteriaceae
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Extracto de té Tocino seco Disminucion de Wang et al.
verde y semillas  empacado al vacioy Enterobacteriaceae y (2015)
de uva almacenado por 3 recuento viable total

semanas a 4°C
Fuente: Modificado de Papuc et al. (2017) y Efenberger-Szmechtyk et al. (2020)

Aun cuando no existen estudios que evallen el potencial antimicrobiano de las
chalconas en productos carnicos, estas sustancias han presentado actividad
antibacteriana contra diversos microorganismos, incluyendo a Escherichia coli y
Salmonella typhimurium de manera in vitro (tabla 3). Por lo que en los ultimos afos
ha aumentado su investigacion, con el fin de generar una via alterna con respecto
a los antibioticos tradicionales que ultimamente han perdido su eficacia debido al

creciente numero de bacterias resistentes.

Tabla 3. Actividad antibacteriana de diferentes chalconas evaluadas contra cepas de E. coli y S.

typhimurium
*
Chalcona Naturaleza . CMI /.
Microorganismo
O oA Natural 31.3 pg/mL contra E. coli
HO O |
OH O

Natural 62.5 pg/mL contra E. coli

OH O
OMe O /C' Sintética 50 mg/mL contra E.coli
Z simple
MeO O OH O Cl
2 Sintética 1000 pg/mL contra E. coli

Sintética 25 pug/mL contra E. coli ATCC

O Z O simple
o] Me
N
N
e

YN hibrida 25922
(0] | O N
“ O
51
T Me Sintética 12.5 pg/mL contra E. coli ATCC
HN Y hibrida 25922
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Sintética 12.5 pg/mL contra E. coli MTCC 443
hibrida

Sintética  6.25 pg/mL contra E. coli MTCC 443
hibrida

Sintética 12.5 pg/mL contra E. coli MTCC 82
hibrida

Sintética 1.56 pg/mL contra E. coli MTCC 82
hibrida

Sintética  1.95 pg/mL contra S. typhimurium
hibrida

Sintética  1.95 pg/mL contra S. typhimurium
hibrida

Sintética  1.95 pg/mL contra S. typhimurium
hibrida

Sintética 125 pug/mL contra E. coli

hibrida

Sintética 16 pug/mL contra E. coli

hibrida

Sintética 16 pug/mL contra E. coli

hibrida

Sintética 1.56 pug/mL contra E. coli

hibrida
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o f P Sintética 4 pg/mL contra E. coli 1924
O O NH hibrida 8 pg/mL contra E. coli 1356
’N‘H NH, 2 pg/mL contra S. typhimurium 1926
7 P Sintética 2 pg/mL contra E. coli 1924
O O NH hibrida 8 pg/mL contra E. coli 1356
cl ZMN N, 4 pg/mL contra S. typhimurium 1926
¢ 9 P Sintética 2 ug/mL contra E. coli 1924
O O NH hibrida 8 ug/mL contra E. coli 1356
cl ’N‘H NH, 1 pg/mL contra S. typhimurium 1926
. i P Sintética 2 pg/mL contra E. coli 1924
O O L hibrida 8 ug/mL contra E. coli 1356
7N NH, 1 pg/mL contra S. typhimurium 1926
MR onte Sintética  6.25 pg/mL contra E. coli
Q O : hibrida
MeO OH oﬁé\N,@»F
. N:N’
oMo o NN Fi Sintética  6.25 pug/mL contra E. coli
O F O O\)%/N F hibrida
MeO OH 0" NF N,QF
=N .
7 Sintética 12.5 pg/mL contra E. coli
O | hibrida
/N
& .,
i Sintética 12.5 pg/mL contra E. coli
hibrida
g &
— Me
Me
9 _ Sintética 3.12 pug/mL contra E. coli
N m hibrida
Me N Me SMe
FECQQ
Cl
8 Sintética  3.12 pg/mL contra E. coli
hibrida
Sintética 16 pg/mL contra E. coliy S.
hibrida typhimurium




Q o Sintética
/@/M\/\E D hibrida
HO N/

5 pug/mL contra E. coli

"o N Sintética
Y Yy hibrida
N/

5 pug/mL contra E. coli

Sintética
B’@*”\E“D hibrida
N

5 pg/mL contra E. coli

_ Sintética
® S hibrida
Br N ?

16 pg/mL contra E. coli 1924

ﬁ/
Me’N*Me
¢ 9 Sintética 8 pg/mL contra E. coli 1924
- L e
hibrida
cl N\ NH,
NQ]/NH
Me’N‘Me
R - Sintética 2 pg/mL E. coli ATCC 25922
O O el .. hibrida 4 pg/mL contra Salmonella enterica
N Me ATCC 13076
Y 5 Sintética 2 pg/mL E. coli ATCC 25922
O O e Snnn,, hibrida 4 ug/mL contra Salmonella enterica
N Me ATCC 13076

9 O/\EN‘:N Sintética
N

hibrida

3.2 uM contra E. coli

Fuente: Modificado de Dan & Dai (2020), *CMI=Concentraciéon Minima Inhibitoria.

Aungue aun no se conocen con profundidad todos los mecanismos por los cuales

las chalconas ejercen su actividad antibacteriana, se han elucidado algunos como

son (Dan & Dai, 2020):

» Actividad inhibitoria de las bombas de eflujo

= Inhibicion de la via biosintética de los acidos grasos tipo Il, actuando sobre

enzimas como la enoil-ACP reductasa (Desai et al., 2017)

» Interferencia de la replicacion del ADN, actuando sobre la enzima ADN girasa
(Abdullah et al., 2014; Yadav et al., 2018) y la ADN topoisomerasa IV (Feng
et al., 2014), asi como agente intercalante del ADN (Yin et al., 2014)
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Actividad inhibitoria de la proteina filamentosa sensible a temperatura Z
(FtsZ), la cual tiene un importante rol en la division celular (Li et al., 2015)
Actividad inhibitoria de las proteinas tirosina fosfatasas, como la tirosina
fosfatasa A (Mascarello et al., 2010) y B (Chiaradia et al., 2012)

Inhibicion de factores de virulencia como las proteinas externas de Yersenia
(Martins et al., 2013) y la fosfoetanolamina transferasa, la cual esta presente
en diversos patdgenos como E. coli (Ayman et al., 2019)

Alteracion de la membrana celular bacteriana (Sivakumar et al., 2009)
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IV. Planteamiento del problema

Las enfermedades infecciosas aun siguen siendo una de las causas mas
importantes de muerte en el mundo (Lozano et al., 2012), a pesar de que han
disminuido desde el siglo XIX (Alos, 2015). Sin embargo, en los ultimos afios la
resistencia a los antibioticos ha aumentado en todo el mundo a niveles peligrosos.
Actualmente, es comUn que nuevos mecanismos de resistencia surjan y que un
creciente numero de infecciones como las enfermedades de transmision alimentaria
sean cada vez mas dificiles de tratar a medida que los antibiéticos van perdiendo
eficacia (OMS, 2018).

Especificamente, los alimentos insalubres causan 600 millones de casos de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) y 420,000 muertes anualmente,
donde el 30% de estas muertes corresponden a niflos menores de 5 afios (OMS,
2015); siendo la industria de los cérnicos una de las areas mas afectadas dado al
rol que presentan en la salud en los humanos y la seguridad microbiolégica (Fegan
& Jenson, 2018). Ademas, en paises en vias de desarrollo, las enfermedades
transmitidas por alimentos generan una pérdida de productividad que asciende a
los 95.2 mil millones de ddlares por afio, asi como un costo anual del tratamiento de

15 mil millones de ddlares (Banco Mundial, 2018).

Concretamente en México, las enfermedades diarreicas son la segunda causa de
morbilidad en nifios menores de cinco afios y presentan una tasa de mortalidad en
menores de un afio de 27.78 y en nifios de uno a cuatro afios de 3.47 por cada
100,000 nifios. Ademas, cada afio se presentaron alrededor de 5 millones de casos
de enfermedades diarreicas agudas causadas por ETA (Jiménez-Corona, 2018),
siendo Escherichia coli patogénico el agente causal mas frecuente con un 30.9% y

Salmonella enterica con un 11.4% (Rios-Mufiz et al., 2019).

De acuerdo con Hugo Fragoso-Sanchez, director general de Inocuidad
Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera en Senasica, en México mueren 16,000
personas cada afio por ETA y el impacto econémico por no contar con las medidas
adecuadas para mitigar los riesgos de inocuidad se estima en 1,100 millones de

dolares en el mercado mexicano (Celis, 2017).
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Por estos motivos, es de suma importancia que se tomen medidas urgentes y contar
con alternativas para aumentar la inocuidad en la industria de alimentos, y asi evitar

gue infecciones comunes vuelvan a ser potencialmente mortales.
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V. Justificacion

El aumento de la resistencia a los antibioticos debido a diversos factores ha alentado
la busqueda de nuevos compuestos que sean eficaces contra patdgenos resistentes
a multiples agentes antimicrobianos. Por lo que hay una necesidad urgente en el
desarrollo de nuevos antibidticos que sean capaces de combatir dichas infecciones,

de bajo costo y més eficaces.

Debido a que este problema es de indole internacional, se tiene especial interés en
Escherichia coli y Salmonella typhimurium, principales patégenos causantes de
enfermedades transmitidas por alimentos en carnicos, ya que en las Ultimas
décadas se han presentado cepas multirresistentes a antibiéticos que son casi
imposibles de combatir; Io que genera un aumento en la mortalidad y morbilidad,
asi como en los costos totales tanto en la industria de alimentos como en el

tratamiento terapéutico.

En este contexto, las chalconas han mostrado tener una gran variedad de
propiedades farmacoldgicas, particularmente actividades antibacterianas con
mayor eficacia que los agentes antimicrobianos tradicionales, y sus derivados
poseen un alto grado de diversidad estructural, siendo Utiles para el descubrimiento

de nuevas opciones.

Finalmente, este proyecto puede ser considerado como innovador debido a que
hasta la actualidad no se han publicado estudios que evaliuen el potencial
antibacteriano de ferrochalconas sintéticas contra diferentes cepas de E. coliy S.

typhimurium de interés alimentario.
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VI. Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana de cuatro ferrochalconas sintéticas en cepas de
microorganismos de interés alimentario: Escherichia coli 026, E. coli 0103, E. coli
0111, E. coli 0121 y Salmonella typhimurium ATCC 14028.

VII. Obijetivos especificos

1. Determinar la actividad antimicrobiana de las cuatro ferrochalconas en E. coli
026

2. Determinar la actividad antimicrobiana de las cuatro ferrochalconas en E. coli
0103

3. Determinar la actividad antimicrobiana de las cuatro ferrochalconas en E. coli
O111

4. Determinar la actividad antimicrobiana de las cuatro ferrochalconas en E. coli
0121

5. Determinar la actividad antimicrobiana de las cuatro ferrochalconas en S.
typhimurium ATCC 14028

VIIl. Hipotesis

1. Las ferrochalconas evaluadas en este estudio (FO1, FO2, FO3 y FO4) tendran
efecto antibacteriano contra las cepas de E. coli 026, 0103, 0111, 0121
2. Las ferrochalconas evaluadas en este estudio (FO1, FO2, FO3 y F04) no

tendran efecto antibacteriano contra Salmonella typhimurium ATCC 14028.

40



IX. Metodologia

A continuacién, se presenta el diagrama general de trabajo.

Preparacion de |  Descongelamiento y
soluciones stock de las reactivacion de las

ferrochalconas cepas a evaluar

Perfil de resistencia de
las cepas

y \
| Screening del efecto antimicrobiano de |

ferrochalconas mediante ensayos de
difusién en discos (técnica de Kirby-
Bauer)

Realizacion y
estandarizacion de los
ensayos de
microdilucién

«
Obtencion de la Concentracion Minima |
Inhibitoria y el porcentaje de reduccion
mediante la técnica de extension en
placa

Diagrama 1. Diagrama general de trabajo

IX.1 Preparacion de las soluciones stock de las ferrochalconas

Las ferrochalconas FO1, FO2, FO3 y FO4 fueron proporcionadas por el laboratorio de

Biotecnologia Microbiana BUAP-CA-244 del Centro de Investigaciones en Ciencias

Microbiologicas de la BUAP.
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Las soluciones de las ferrochalconas para los ensayos se prepararon de la siguiente

manera:

1) Para el ensayo de difusién en discos (técnica de Kirby-Bauer): se prepard
una solucion stock de cada ferrochalcona, en la cual se diluyé 1 mg de la
ferrochalcona en 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSOQO). A partir de estos stocks
se realizaron cuatro soluciones a diferente concentracion, siendo las
siguientes:

e 100 pg/mL (1 pL stock + 999 uL dH20)
e 200 pg/mL (2 pL stock + 998 uL dH20)
e 400 pg/mL (4 pL stock + 996 pL dH20)
e 800 pg/mL (8 pL stock + 992 uL dH20)

2) Para el ensayo de microdilucion: se preparé una solucién stock de cada
ferrochalcona, en la cual se diluyeron 10 mg de la ferrochalcona en 1 mL de

DMSO, para obtener una concentracion de 10 mg/mL.
IX.2 Descongelamiento y reactivacion de las cepas a evaluar

Las cepas bacterianas utilizadas en los ensayos fueron obtenidas del cepario del
laboratorio de Patogenicidad Microbiana BUAP-CA-309 del Centro de

Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas de la BUAP, las cuales son:

1) Escherichia coli 026

2) Escherichia coli 0103

3) Escherichia coli O111

4) Escherichia coli 0121

5) Salmonella typhimurium ATCC 14028

Estas cepas se mantienen congeladas a -70°C y conservadas en caldo LB con
glicerol al 30%. En el caso de las cepas de E. coli, éstas se resembraron en agar
Mac Conkey por estria cruzada y se incubaron a 37 °C por 18-24 h. Por otro lado,

S. typhimurium se resembr6 en agar TSA por estria cruzada y se incubaron a 37°C
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por 18-24 h. Posteriormente, se corroboré la pureza de las cepas y se resguardaron

en refrigeracion.
IX.3 Perfil de resistencia a antibiéticos de las cepas de E. coliy S. typhimurium

Para conocer si las cepas evaluadas en el proyecto eran resistentes a antibiéticos,
se sembraron en medio LB con el antimicrobiano y se incubaron a 37°C por 18-24

h. Las concentraciones utilizadas fueron las siguientes:

e Ampicilina (Ap): 200 pg/ml
e Tetraciclina (Tet): 25 pg/ml
e Cloranfenicol (Cm): 30 pg/ml
e Kanamicina (Km): 50 pg/ml

e Acido nalidixico (Nal): 25 ug/ml

IX.4 Efecto inhibitorio de ferrochalconas por ensayo de difusion en disco

(técnica de Kirby-Bauer)

Para la realizacion de los antibiogramas se selecciond una colonia de la respectiva
cepa, la cual estaba previamente aislada y se resembro en caldo Mueller-Hinton o
LB, de 18-24 h a 37°C y 150 rpm. Pasado el tiempo, se tomaron 100 pL del caldo y
se volvieron a inocular en caldo Mueller-Hinton o LB hasta obtener una turbidez
equivalente al 0.5 de la escala de McFarland, lo cual corresponde aproximadamente
a 108 microorganismos viables por mL, a 37°C y 150 rpm.

Posteriormente, con un hisopo estéril se tomé una muestra de cada cepa y se
resembraron masivamente en cuatro direcciones cada 45° en agar Mueller-Hinton
o0 TSAy se dejaron secar. En seguida, se colocaron los discos, cada uno con 10 pL
de las respectivas concentraciones de las ferrochalconas, asi como el control
positivo (solucién stock de cada ferrochalcona) y el control negativo (DMSO 1%),

sobre el agar y se incubaron a 37°C por 18-24h; como se muestra en la figura 3.

Finalmente, se midid el diametro del halo de inhibicién de cada una de las cepas
con cada concentracion de ferrochalcona, asi como de los controles positivos y

negativos. Cada ensayo se realiz6 por duplicado.
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1 2
100 pg/mL 200 pg/mL

S —

Stock DMSO 1%
3 4
400 pg/mL 800 pg/mL
Discos con las diferentes Discos con el control positivo y
concentraciones de ferrochalconas negativo

Figura 3. Esquema del ensayo de difusion en disco (técnica de Kirby-Bauer) donde se muestra la posicion de cada disco
con su respectiva concentracion de ferrochalcona, y los controles positivo y negativo.

IX.5 Ensayo de microdilucion

Para el ensayo de microdilucion, se inocularon las respectivas cepas en caldo
Mueller-Hinton para E. coli y en caldo LB para S. typhimurium, y se incubaron a
37°C, 150 rpm por 18-24 h. Pasado el tiempo, se tomaron 100 pL del caldo y se
volvieron a inocular en caldo Mueller-Hinton o LB por aproximadamente 1-1.5 h,
hasta alcanzar una ODe00=0.16, para tener aproximadamente 4x10%° UFC/mL de

cada cepa.

Una vez alcanzada la densidad 6ptica deseada, las cepas se mantuvieron en frio y
se procedi6 a inocular los pocillos de la placa ELISA, con las siguientes soluciones

y en el siguiente orden (figura 5y figura 12-anexo 1):

1) Pocillos que contienen las ferrochalconas: para evaluar la actividad
antimicrobiana de cada ferrochalcona se inocularon 4 pL y 8 uL de las
soluciones stock de las ferrochalconas (10 mg/mL) en diferentes pocillos, los
cuales contenian 100 uL de caldo LB, para obtener una concentracion final
de 400 pg/mL y 800 pg/mL, respectivamente. Ademas, se inocularon 10 L
de cada cepa en su respectivo pocillo.

2) Pocillos del cultivo basal: para obtener el recuento bacteriano basal de cada

cepa, se inocularon 10 pL de éstas en un pocillo que contenia 100 pL de
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medio LB con DMSO al 1%. Del mismo modo, estos pocillos se emplearon
como control negativo.

3) Pocillos para el control de contaminacion: con el fin asegurase de que el
medio LB y la soluciones de ferrochalconas no estuvieran contaminadas, se
agrego a un pocillo medio LB con la respectiva ferrochalcona y las diferentes
concentraciones, sin indculo de las cepas a evaluar.

4) Pocillos del control positivo: a estos pocillos se les agreg6 100 pL medio LB
con un antibiético seleccionado dependiendo la cepa a evaluar, asi como 10
UL de la respectiva cepa. Los antibidticos usados fueron ampicilina, acido
nalidixico, kanamicina y tetraciclina.

5) Pocillos sin DMSO: con el fin de conocer si el DMSO tenia algun efecto sobre
el crecimiento de las cepas, se agregaron pocillos que contenian 100 pL de
medio LB y 10 pL de la respectiva cepa.

Una vez que se terminod de inocular la placa ELISA, ésta se incub6 a 37°C por 18-

24 h. Cada ensayo se realiz6 por triplicado en dos tiempos diferentes.

L?o/('))i‘r"zo LB + FO1 LB + FO1 LB/ " gé

g 3 coli

coli 026 400 pg/mL 800 pg/mL

‘ @ i ’ @ @

Figura 4. Ejemplo a detalle de un ensayo de microdilucion donde se muestra un ensayo con E. coli 026y la ferrochalcona
FO1. Las comillas representan el ensayo duplicado.

IX.6 Obtencidon del porcentaje de reduccién mediante la técnica de extension

en placa

Para realizar la técnica de extensién en placa, primero se hicieron diluciones
seriadas en buffer de sales de fosfato (PBS). Para los cultivos que se retaron con la
ferrochalcona y el antibiotico que sirvio como control de reduccion bacteriana
seleccionado, se realizaron diluciones hasta 103. Y se inocularon 100 pL de las

diluciones 101y 10 en agar TSA por triplicado.
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Por otro lado, para el cultivo basal, el control de contaminacion y el pocillo sin
DMSO, se realizaron diluciones hasta 10-°. Y se inocularon 100 pL de las diluciones

103y 10° en agar TSA por triplicado.

Una vez inoculadas las placas, se realizé la extension en placa con un asa de vidrio
previamente esterilizada hasta que estuvieron completamente secas. Y se
incubaron a 37°C por 18-24 h.

Posteriormente, se realizd el conteo de las colonias de cada placa y se obtuvo el
promedio de los datos que provinieron del mismo ensayo. En dado caso de que las
placas no fueran contables se hizo una dilucibn més. Cada ensayo se hizo por
triplicado.

Finalmente, con los datos obtenidos, se obtuvo el porcentaje de reduccion de cada

ferrochalcona con la respectiva cepa evaluada mediante la siguiente férmula:

Psobrevivientes X 100
Cvi

% reduccion = 100 —

Donde Qg previvientes SON €l NUmero de colonias del cultivo de las cepas con las

ferrochalconas y C,; son el nUmero de colonias del cultivo basal.
XI.7 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en el recuento microbiano de los ensayos de microdilucion
fueron convertidos en términos logaritmicos y analizados mediante un analisis de
varianza (ANOVA) de un factor con un post hoc de Tukey con p<0.05, por medio del
programa IBM SPSS Statistics 25 de IBM Corporation.

Ademas, se obtuvieron los indices de crecimiento de los recuentos microbianos

mediante la siguiente formula:

log ((psobrevivientes)
log (Cyi)

Indice de crecimiento =

Donde Qg previvientes SON €l Nimero de colonias del cultivo de las cepas con las
ferrochalconas y C,; son el nimero de colonias del cultivo basal. Y del mismo modo,

se realiz6 un ANOVA con un post hoc de Tukey con p<0.05.
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X. Resultados

X.1 Perfil de resistencia a antibiéticos de las cepas de E. coliy S. typhimurium

Las cepas evaluadas contra los antibioticos seleccionados mostraron ser
resistentes; interesantemente E. coli 026 y E. coli 0103 presentaron
multirresistencia a 4 antimicrobianos, mientras que E. coli 0111 y E. coli 0121 solo
indicaron ser resistentes a un antibiotico. Por otro lado, S. typhimurium ATCC 14028
fue sensible a todos los antimicrobianos (tabla 4). Los perfiles de resistencia se

muestran a continuacion:

1) Escherichia coli 026 (EPEC): [ApR, TetR, CmR, KmR]

2) Escherichia coli 0103 (STEC/EHEC): [ApR, TetR, CmR, NalR]
3) Escherichia coli 0111 (STEC/EHEC): [TetR]

4) Escherichia coli 0121 (STEC/EHEC): [Ap~R]

5) Salmonella typhimurium ATCC 14028

Tabla 4. Perfil de crecimiento de cepas bacterianas en presencia de antibioticos

- - : . Acido
CEPAS Ampicilina Tetraciclina Cloranfenicol Kanamicina nalidixico
(200 pg/ml) (25 pg/ml) (30 ug/ml) (SO ugml) o5
E. coli 026 + + + * -
E. coli 0103 + + + - *
E. coli 0111 - + - i .
E. coli 0121 + - - i .
ATCC
14028* " ) i ) -

Perfil de resistencia a antibidticos de las cepas evaluadas en el estudio. El signo + indica que hubo crecimiento de la cepa
y por lo tanto es resistente, el signo — indica que no hubo crecimiento de la cepa y por lo tanto es sensible. *S.
typhimurium ATCC 14028. Fuente: Elaboracion propia

X.2 Efecto inhibitorio de ferrochalconas por ensayo de difusion en disco

(técnica de Kirby-Bauer)

Como un primer acercamiento para analizar el efecto inhibitorio de las
ferrochalconas sobre diferentes cepas bacterianas, se realizd6 un screening
mediante la difusion en discos (técnica de Kirby-Bauer). En general, el efecto
inhibitorio no fue muy evidente, ya que en la mayoria de los casos, con la

ferrochalcona FO3 y F04, solo se observo un halo de inhibicion en promedio de 7.5
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mm en las concentraciones mayores de las ferrochalconas (400 pg/ml, 800 ug/mly

el stock (control positivo)).

Del mismo modo, este ensayo no mostrd efecto antibacteriano contras las cepas E.
coli 0103 y S. typhimurium ATCC 14028. Y la cepa que mostré mas susceptibilidad
fue E. coli O26.

Sin embargo, con ayuda de estos resultados se logr6 establecer las
concentraciones de las ferrochalconas con las que se iba a evaluar su capacidad
antibacteriana mediante el ensayo de microdilucion, las cuales fueron a 400 pg/mi

y 800 pg/ml, puesto que fueron las que mostraron mayor inhibicion.

A continuacion, se muestran los resultados a detalle de cada ferrochalcona

evaluada contra las cepas utilizadas en el presente estudio:

a) Ferrochalcona FO1: el screening de esta ferrochalcona no mostré ningun
efecto antibacteriano contra ninguna de las cepas evaluadas (figura 14-
anexo 3).

b) Ferrochalcona FO2: el screening de esta ferrochalcona tampoco mostré tener
efecto antibacteriano contra ninguna de las cepas evaluadas (figura 15-
anexo 4).

c) Ferrochalcona FO03: el screening de esta ferrochalcona mostr6 un halo de
inhibicién promedio de 7 a 8 mm en las cepas de E. coli 026 y E. coli 0111
principalmente en las concentraciones de 400 ug/ml y 800 ug/ml; asi como
en el stock (control positivo). En E. coli 0121 se muestra Unicamente un halo
de inhibiciéon promedio de 4 mm en la concentracion de 100 ug/ml (tabla 5,

figura 5).

Tabla 5. Resultados de los antibiogramas de la ferrochalcona FO3

Ferrochalcona F03 Cepa/ Promedio del diametro de halo de inhibicién (mm)

Concentracién (ug/mL) E. coli 026 E. coli 0111 E. coli 0121
100 - - 4
200 35 - -
400 8 7 -
800 7.5 7.5 -
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Stock (+)* ‘ 75
DMSO (-)** ‘ -

8 -

Promedio de los didmetros de los halos de inhibicion de crecimiento de las diferentes cepas utilizadas en el presente
estudio retadas contra la ferrochalcona FO3. *Stock: control positivo (1mg/mL F03), **DMSO: control negativo (DMSO
1%). Fuente: Elaboracion propia

E. coli 026. En las placas 2 y 4 se observan halos de
inhibicion de 7 a 8 mm en las concentraciones de FO3 de
200, 400 y 800 ug/ml. En las placas 1y 3 se observan

halos de inhibicion de 7 a 8 mm en los controles positivos.

200 pg/ml° 100 pg/ml

. 8

©

400 pg/ml

@

200 pg/ml
® (3

100 pg/ml

\
800 pg/ml 400 pg/ml

B

E. coli0111. En las placas 2 y 4 se observan halos de
inhibicién de 7 a 8 mm en las concentraciones de FO3 de
400y 800 ug/ml. En las placas 1y 3 se observan halos de
inhibicion de 8 mm en los controles positivos.

WMok,

D
2 | j
‘99 ug/ml 100 ug/m{!\

f ¢ Y

9 @
\% 800 pg/ml 400 pg/ml

G0 Faen’ E]
Yolter 4
0
"9

100 /!

/

200 pg/ml

800 pg/ml

400 pg/mi

B

E. coli 0121. En la placa 4 se observa el tnico halo de inhibicion de 8 mm. En los controles positivos no se observaron
halos de inhibicion.

Figura 5. Antibiogramas de la ferrochalcona FO3 evaluada contra las cepas E. coli 026, E. coli O 111 y E. coli 0121. Las
placas 2 y 4 de cada imagen muestran las diferentes concentraciones de FO3 y las placas 1 y 3 de cada imagen muestran
los controles negativos (-) y positivos (+). Control negativo=DMSO 1%, Control positivo= 1mg/mL FO2. Fuente:
Elaboracion propia
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d) Ferrochalcona F04: el screening de esta ferrochalcona solo mostré actividad
antibacteriana contra E. coli O111, en la cual se observaron halos de
inhibicion promedio de 4 a 8 mm en promedio en las concentraciones de 400

pg/mly 800 ug/ml; asi como en el stock (control positivo) (tabla 6 y figura 6).

Tabla 6. Resultados de los antibiogramas de la ferrochalcona FO4

Ferrochalcona F04 Cepa/ Promedio del didmetro de halo de inhibicién (mm)

Concentracion (ug/mL) E. coli 0111
100 -

200 -

400

800
Stock (+)*
DMSO (-)** -

Promedio de los didmetros de los halos de inhibicion de crecimiento de las diferentes cepas utilizadas en el presente
estudio retadas contra la ferrochalcona FO4. *Stock: control positivo (1mg/mL F04), **DMSO: control negativo (DMSO
1%). Fuente: Elaboracion propia

0 o B~

/200 pg/ml 100 pg/ml

00 ug/ml 400 pg/ml

bl

200 pg/ml 100 pg/ml

5

&®
800 pg/ml 400 pg/ml

E. coli0111. En la placa 2 se observan halos de inhibicion de 8 mm en las concentraciones de FO4 de 400 y 800 ug/mi.
En la placa 3 un halo de 8 mm en la concentracion de 800 ug/ml. En las placas 1y 3 se observan halos de inhibicion de
7 a 9 mm en los controles positivos

Figura 6. Antibiogramas de la ferrochalcona FO4 evaluada contra la cepa E. coli O 111. Las placas 2 y 4 de cada imagen
muestran las diferentes concentraciones de FO4 y las placas 1 y 3 de cada imagen muestran los controles negativos (-) y
positivos (+). Control negativo=DMSO 1%, Control positivo= 1Img/mL FO2. Fuente: Elaboracion propia.
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X.3 Efecto inhibitorio de las ferrochalconas en medio liquido (ensayo de
microdilucion)
Para poder obtener el porcentaje de reduccion de cada bacteria evaluada contra las

cuatro ferrochalconas, a las concentraciones de 400 pg/ml y 800 pg/ml, se realizd

el ensayo en placa multipozos (figura 13- anexo 2) y la consecuente extension en

placa.

De acuerdo con los datos obtenidos, se calcularon los porcentajes de reduccion del

crecimiento bacteriano (tabla 7).

Tabla 7. Porcentajes de reduccion de cepas de E. coliy S. typhimurium

Porcentaje de reduccion

Cepa Ferrochalcona 01 Ferrochalcona 02 Ferrochalcona 03 | Ferrochalcona 04 Control
20029 80029 40022 800EY 40022 80052 4002 800 LY positivo
ml ml ml ml ml ml ml ml

E. coli 026 86.81% 88.88% | 54.65% Nal™:
. : : : 100%
*kke

E.coli0103 | 75.77% 72.85% | 78.43%  81.70% | 71.89% 87.37% | 81.20% 82.21% Eg]o%'
- Ap****-
E.coliO111 | 76.86% 82.40% & 69.26% 75.66% | 74.16% 81.32% @ 74.34% 85.62% 100%
. Tet*****:
E.coliO121 | 94.10% 99.37% | 93.88% 92.95% | 85.16% 24.68% | 87.78%  93.15% 100%

Salmonella Ap:

typhimurium 25.34% 6.58% 54.74% | 11.41% 41.20% 6.20% 39.65% 99 IEOO/
ATCC 14028 -

Porcentajes de reduccion de cepas de E. coliy S. typhimurium al ser evaluados contra las ferrochalconas FO1, FO2, FO3 y
F04; y el antibidtico seleccionado (control positivo). Los numeros negativos y en naranja indican un aumento del
crecimiento de la cepa en comparacion con el recuento basal de la respectiva cepa. Las resistencias de las cepas fueron
obtenidas en el laboratorio. *Cm: cloranfenicol (30 ug/ml), **Nal: dcido nalidixico (25 ug/ml), ***Km: kanamicina (50
ug/ml), ****Ap: ampicilina (200 ug/ml), *****Tet: tetraciclina (25 ug/ml). Fuente: Elaboracién propia.

Escherichia coli 026 disminuyd su crecimiento con las ferrochalconas FO3 y F04,
en donde la primera tuvo un porcentaje de reduccién de hasta el 88.88% en la
concentracion de 800 ug/ml, y con la FO4 solo se presentd una reduccion del 54.65%
con la concentracién de 400 pg/ml, ya que a 800 ug/ml se observé un aumento en
el crecimiento de la cepa comparandolo con el crecimiento del cultivo basal. Este

mismo efecto se observo con las ferrochalconas FO1 y FO2, debido a que E. coli
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026 aument6 su crecimiento desde un 4.13% hasta un 123.42% con respecto al
recuento basal. Ademas, interesantemente este efecto se repitio al evaluar la cepa
contra un antibidtico de primera linea, la ampicilina, al presentar un 26.81% de

crecimiento mas alto que el cultivo basal (figura 7).

Dilucion 10 Dilucion 104

g 5
Dilucién 10 Dilucion 10

Figura 7. Comparacion de los conteos de colonias de E. coli 026. En la placa 1 se muestra el cultivo basal de E. coli 026,

en la placa 2 se observa la reduccion de E. coli 026 en presencia de FO3 a 800 ug/ml en la dilucién 104, en la placa 3 se

observa un aumento del crecimiento de E. coli 026 con respecto al cultivo basal en presencia de FO2 a 400 ug/ml, en la

placa 4 se muestra un crecimiento mayor de E. coli 026 con respecto al cultivo basal en presencia de ampicilina. Fuente:
Elaboracion propia

Escherichia coli 0103 mostr6 disminucion de su crecimiento con las cuatro
ferrochalconas evaluadas, mostrando una reduccidon desde el 71.89% hasta el

87.37%; siendo la FO3 a 800 pg/ml la que tuvo mayor efecto (tabla 7). Las
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ferrochalconas FO1, FO2 y FO4 mostraron mejor inhibicion del crecimiento a una

concentracion de 400 ug/ml que a 800 pg/ml (figura 8, tabla 7).

Dilucion 103

Figura 8. Comparacion de los conteos de colonias de E. coli 0103. En la placa 1 se muestra el cultivo basal de E. coli 0103

y en la placa 2 se muestra la reduccion del crecimiento de E. coli 0103 en presencia de FO3 a 800 ug/ml. Aunque a simple

vista no se nota la reduccion, esto se debe a que el recuento basal estd en una dilucién de 10 y la placa 2 en una dilucion
de 103. Fuente: Elaboracion propia

Escherichia coli O111 disminuyd su crecimiento con las cuatro ferrochalconas,
variando el porcentaje de reduccion de un 69.26% a un 85.62%; siendo la
ferrochalcona F04 a 800 pg/ml la que mostré mayor actividad (tabla 7). Las
ferrochalconas FO1, FO2 y FO3 funcionaron mejor a una concentracion de 400 ug/ml

que a 800 pg/ml (figura 9, tabla 7).

A

: Diluciéon 104

—

Figura 9. Comparacion de los conteos de colonias de E. coli 0111. En la placa 1 se muestra el cultivo basal de E. coli 0111
yen la placa 2 se muestra la reduccion del crecimiento de E. coli 0111 en presencia de FO4 a 800 ug/ml. Aunque a simple
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vista no se nota la reduccion, esto se debe a que el recuento basal esta en una dilucion de 10 y la placa 2 en una dilucion
de 10“. Fuente: Elaboracion propia

Escherichia coli 0121 mostré ser la mas susceptible ante las ferrochalconas
evaluadas. Tanto FO3 como F02 a 400 pg/ml, indicaron ser una mejor opcion que a
800 pg/ml (tabla 7). Sin embargo, las ferrochalconas FO1 y FO4 mostraron tener
mayor actividad antibacteriana en la concentracion de 800 pg/ml reduciendo el
crecimiento de E. coli 0121 mas del 90%; siendo FO1 a 800 pg/ml la mas efectiva
con un 99.37% de reduccion. Por otro lado, la ampicilina no mostrd ser efectiva

contra esta cepa al presentar una reduccion del 23.34% (figura 10).

Dilucién 105 Bilucion 104

Figura 10. Comparacion de los conteos de colonias de E. coli 0121. En la placa 1 se muestra el cultivo basal de E. coli
0121y en la placa 2 se muestra la reduccidn del crecimiento de E. coli 0121 en presencia de FO1 a 800 ug/ml. En este
caso se nota la reduccion, aunque el recuento basal esté en una dilucion de 10 y la placa 2 en una dilucién de 10
Fuente: Elaboracion propia

Salmonella typhimurium ATCC 14028: esta cepa no mostr0 tener gran
susceptibilidad contra las cuatro ferrochalconas evaluadas, ya que el maximo
porcentaje de reduccion fue del 54.74% con la FO2 a 800 ug/ml. Todas la
ferrochalconas tuvieron mayor actividad antibacteriana en la concentracion de 800
Mg/ml variando desde un 25.34% a un 54.74%. Ademas, curiosamente el antibiético
de primera linea, la ampicilina, no logré reducir al 100% a S. typhimurium, ya que

mostré una reduccion del 99.30% (figura 11).
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Dilucion 10 Dilucién 10-°

Dilucién 1073

“ Dilucion 10°

Figura 11. Comparacion de los conteos de colonias de S. typhimurium ATCC 14028. En la placa 1 se muestra el cultivo
basal de S. typhimurium, en la placa 2 se observa la reduccién de S. typhimurium en presencia de FO2 a 800 ug/mi, en la
placa 3 se observa un aumento del crecimiento de S. typhimurium con respecto al cultivo basal en presencia de FO1 a 400
ug/mi, en la placa 4 se muestra la reduccién del crecimiento de S. typhimurium en presencia de ampicilina en la dilucion
1073. Fuente: Elaboracion propia

Por otro lado, al comparar la actividad antibacteriana entre las cuatro ferrochalconas
a 400 pg/ml (gréfica 1) se observo que tanto FO4 como FO3 tuvieron efecto
antimicrobiano contra todas las cepas evaluadas, seguido de la FO2 (efecto contra
4 cepas) y por ultimo FO1 (efecto contra 3 cepas). Sin embargo, FO1 y FO2 fueron

las anicas ferrochalconas que lograron un porcentaje de reduccion mayor al 90%.

En general, todas las ferrochalconas lograron tener un porcentaje de reduccién igual
o mayor al 70% contra las cepas EHEC/STEC (E. coli 0103, 0111 y O121). Las
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ferrochalconas FO3 y FO4 lograron un porcentaje de reduccién de mas del 50%
contra la cepa EPEC (E. coli O26). Por ultimo, las ferrochalconas F02, FO3 y F04
lograron tener un porcentaje de reduccion maximo del 11.41% contra S.
typhimurium ATCC 14028.

Actividad antibacteriana de las ferrochalconas a 400 pg/mL

-
FO4 B
—
FO3 -
W S. typhimurium ATCC 14028
E. coli0121
- .
FO2 B W E coli 0111
S — .
W E. coli0103
W E. coli 026
FOL B
]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Porcentaje de reduccion (%)

Grdfica 1. Actividad antibacteriana de las ferrochalconas (FO1, FO2, FO3 y FO4) a 400 ug/mL contra todas las cepas
evaluadas en el presente estudio, donde se observa la comparacion de cada una con base al porcentaje de reduccion. E.
coli 026 no se muestra en las barras de FO1 y FO2, y S. typhimurium ATCC 14028 en FO1 debido a que en presencia de
estas ferrochalconas su crecimiento aumentd. Fuente: Elaboracion propia

En comparaciéon con las ferrochalconas a 400 upg/ml, las ferrochalconas a
concentraciones de 800 pug/ml mostraron tener efectos antimicrobianos mayores y
contra un mayor numero de cepas (gréfica 2). Las ferrochalcona F04 tuvo efecto
contra todas las cepas, seguido de las FO1, FO2 y FO3 que exhibieron efecto
antibacteriano contra cuatro cepas. Sin embargo, estas Ultimas lograron tener

porcentajes de reduccién mayores al 90%.

En general, todas las ferrochalconas tuvieron un porcentaje de reduccién igual o
mayor al 72.85% contra las cepas EHEC/STEC (E. coli 0103, 0111 y 0O121) a
excepcion de la FO3 evaluada contra E. coli O121. La ferrochalcona FO3 fue la Gnica
qgue logro tener efecto contra la cepa EPEC (E. coli O26) con un porcentaje de
reduccion del 88.88%. Por ultimo, todas las ferrochalconas presentaron efecto
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antibacteriano contra S. typhimurium ATCC 14028 con un porcentaje de reduccion

maximo del 54.74%, a comparacion con las ferrochalconas a 400 ug/ml que solo

lograron una reduccion maxima del 11.42% como se menciond anteriormente.

FO4

FO3

FO2

FO1

Actividad antibacteriana de las ferrochalconas a 800 pg/mL

[ —

-

I

_ S, typhimurium ATCC 14028
E. coli 0121

[ S E coli 0111

= e ol 0103

] W E. coli 026

-

0O 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100

Porcentaje de reduccién (%)

Grdfica 2. Actividad antibacteriana de las ferrochalconas (FO1, F02, FO3 y FO4) a 800 ug/mL contra todas las cepas
evaluadas en el presente estudio, donde se observa la comparacion de cada una con base al porcentaje de reduccion. E.
coli 026 no se muestra en las barras de FO1, FO2 y FO4 debido a que en presencia de estas ferrochalconas su crecimiento

aumentd. Fuente: Elaboracion propia

X.4 Andlisis de las poblaciones bacterianas después del tratamiento con

ferrochalconas

Los logaritmos de las poblaciones bacterianas fueron analizados estadisticamente
por ANOVA post hoc Tukey (p<0.05) (tabla 8 y grafica 3).

De manera general, tanto E. coli 026 como S. typhimurium ATCC 14028 muestran

menor inhibiciobn con las ferrochalconas. En el caso de E. coli 026, con la

ferrochalcona FO1 no se observa ninguna diferencia significativa con el control.

Mientras que con FO2 y FO3 existe una diferencia significativa (p<0.05) con el

control, pero no entre las concentraciones de 400 pug/mly 800 pg/ml. Sin embargo,

con FO2 la diferencia es debido al incremento del crecimiento de la cepa y no por
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su reduccion. Con la FO4, no existe una diferencia entre el control y la concentracion

de la ferrochalcona a 800 pg/ml, pero si con la concentracion a 400 pg/ml.

En el caso de S. typhimurium ATCC 14028, con las ferrochalconas FO1 y FO4 no se
muestra ninguna diferencia significativa con el control. Con FO2 y FO3 (400 ug/ml),
no existe diferencia significativa entre el control, no obstante, con la concentracion

a 800 pg/ml si existe diferencia.

Por otro lado, las cepas que presentan mayor susceptibilidad son E. coli 0103, 0111
y 0121. Para las ferrochalconas FO1 y F02, en las tres cepas, hubo diferencia
significativa entre el tratamiento con la ferrochalcona y su respectivo control, sin
embargo, no existe diferencia entre ambas concentraciones (400 pg/ml y 800
pg/ml); a excepcion de E. coli 0121, que para la FO1 también mostré tener una
diferencia significativa entre ambas concentraciones. En el caso de FO3 y F04, en
las tres cepas, existe diferencia significativa tanto en el control comparado con el
tratamiento con la ferrochalcona, como entre ambas concentraciones (400 pug/mly
800 pg/ml), a excepcidén de E. coli 0103 con la FO4 donde solo hubo diferencia entre

el control y el tratamiento.

Tabla 8. Recuentos microbianos, en logaritmo, de los tratamientos de las cuatro ferrochalconas
contra las cepas evaluadas en el estudio

Ferrochalcona FO1

Ferrochalcona F02

Ferrochalcona FO3

Ferrochalcona F04 (log

Cepa (log UFC) (log UFC) (log UFC) UFC)

400 pg/ml - 800 pg/ml | 400 pg/ml 800 pg/ml | 400 pg/ml 800 pg/ml 400 pg/ml 800 pg/ml
CE).2%0“ 8.03+0.112 7.91+0.072 | 8.21+0.171 8.09+0.03/ | 6.36+0.25° 6.39+0.10° & 7.52+0.20%  7.88+0.13%0
(E).]_((:)(:)J,“ 6.84+0.08” 6.84+0.19° | 6.79+0.09' 6.70+0.06' | 6.89+0.09" 6.57+0.11V | 6.71x0.212" 6.70+0.123"
(E).lijh 6.75+0.08¢ 6.64+0.219  6.85+0.11" 6.75+0.13" | 6.71+0.06* 6.55+0.10Y | 6.78+0.08% 6.54+0.04%
(E)']Z(;_“ 6.75+0.15" 5.80+0.199 | 6.75+0.10° 6.81+0.12° | 6.55+0.0822 7.24+0.112° | 7.04+0.082™ 6.80+0.142"
?-‘Igz%* 7.77+0.15  7.48+0.33' | 7.67+0.149 7.36+0.09" | 7.65+0.1129 7.47+0.142¢ @ 7.68+0.012° 7.48+0.232°
Control
E. coli 7.91+0.112 7.91+0.11k 7.32+0.06! 7.91+0.1129
026
Control
E. coli 7.44+0.08¢ 7.44+0.08™ 7.44+0.08% 7.44+0.082
0103
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Control
E. coli 7.37£0.16¢ 7.37%0.16° 7.30£0.05% 7.37+0.162
0111
Control
E. coli 7.96+0.09" 7.96+0.09° 7.39£0.08%° 7.96+0.0921
0121
Control
ATCC 7.69+0.06 7.69+0.064 7.69+0.062d 7.69£0.062°
14028*
Recuentos microbianos, en logaritmo, de los tratamientos de las cuatro ferrochalconas contra todas las cepas evaluadas
en el estudio; asi como sus respectivos controles negativos (conteo basal). Letras diferentes en la misma columna y
dentro del mismo tratamiento de ferrochalcona y cepa indican una diferencia significativa (p<0.05). Los resultados
fueron evaluados con un ANOVA y un post hoc Tukey. *Salmonella typhimurium ATCC 14028. Fuente: Elaboracion propia
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ATCC 14028 ATCC 14028
mControl*  ®mFO3 400 pg/mL = FO3 800 pg/mL mControl® = FO4 400 pg/mL = FO4 800 pg/mL

Grdfica 3. Recuento microbiano de las cepas evaluadas contra las cuatro ferrochalconas presentados en log de Unidades
Formadoras de Colonia (UFC). *Control sin antibidtico (recuento basal). Los datos fueron analizados por medio de la
prueba ANOVA de un factor con un post hoc con prueba de Tukey, p<0.05. Fuente: Elaboracion propia

Con la finalidad de poder comparar entre las cepas y los tratamientos con las cuatro

ferrochalconas, se calcularon los indices de crecimiento, de tal manera que se
puede conocer si existen diferencias significativas entre las diferentes cepas, dentro
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del tratamiento con la misma ferrochalcona a la misma concentracién (tabla 9,
gréfica 4).

Las ferrochalconas FO1, FO2 y FO4 muestran una tendencia similar con ciertas

variaciones. Se observa el siguiente orden, de menor a mayor inhibicion (p<0.05):

e En los tratamientos con FO1 (400 pg/mly 800 pug/ml) y FO4 (800 pug/ml): E.
coli 026 y S. typhimurium ATCC 14028<E. coli 0103 y O111<E. coli 0121

e En los tratamientos con FO2 (400 pg/ml y 800 pg/ml): E. coli O26<S.
typhimurium ATCC 14028< E. coli 0103 y O111<E. coli 0121

e En el tratamiento con FO4 (400 pg/ml): S. typhimurium ATCC 14028<E.coli
026< E. coli O111<E. coli O103<E. coli 0121

Por otro lado, la ferrochalcona FO3 es la que muestra mayor variacion en el efecto
inhibitorio contra las cepas evaluadas, ya que se observa el siguiente orden, de

menor a mayor inhibicién (p<0.05):

e En el tratamiento con FO3 a 400 pg/ml: S. typhimurium ATCC 14028< E. coli
0103y O111<E. coli026y E.coli 0121

e En el tratamiento con FO3 a 800 pug/ml: E. coli 0121 y S. typhimurium ATCC
14028<E. coli 026, 0103y 0111

Tabla 9. indices de crecimiento de los recuentos microbianos de los ensayos de inhibicion del
crecimiento en medio liquido

Ferrochalcona Ferrochalcona Ferrochalcona Ferrochalcona
c Fo1 F02 FO3 Fo4
epa 400 800 400 800 400 800 400 800
pg/ml ug/ml ug/ml pg/ml pg/mi pg/mi pg/mi pg/ml
E. coli 026 1.0162  1.000d 1.0399 1.023k 0.869" 0.873¢ 0.951s 0.997w

E. coli 0103 0.920p 0.920¢e 0.913h 0.901! 0.927° 0.883¢ 0.902w 0.901x
E. coliO111 0.915P 0.901¢ 0.929h 0.91¢6 0.920° 0.8974 0.920v 0.887*
E. coli 0121 0.848¢ 0.729f 0.848 0.856™ 0.886" 0.980r 0.884t 0.854Y
ATCC 14028* 1.0102 0.973d 0.998i 0.957" 0.995p 0.971" 0.999v 0.973%
indices de los recuentos microbianos de los ensayos de microdilucidn de las cuatro ferrochalonas evaluadas con las cepas
valoradas en el estudio. indice de crecimiento= log (¢psobrevivientes)/log(Cvi). Letras diferentes en la misma columna
indican una diferencia significativa (p<0.05). Los resultados fueron evaluados con un ANOVA y un post hoc Tukey.
*Salmonella typhimurium ATCC 14028. Fuente: Elaboracion propia.

Por ultimo, en la grafica 4 se muestran las comparaciones del comportamiento de

las cuatro ferrochalconas con la misma cepa. Como se ha mencionado antes, E.
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coli 026 y S. typhimurium ATCC 14028 son las que muestran menor susceptibilidad

a las ferrochalconas, ya que en la mayoria de los casos la reduccion del crecimiento

microbiano permanece arriba del 0.95. Por otro lado, E. coli 0103, 0111y 0121, en

general muestran una reduccion de hasta el 0.90.

De manera mas especifica, se presentan los siguientes comportamientos para cada

cepa analizados mediante ANOVA post hoc Tukey (p<0.05):

E. coli O26: las ferrochalconas FO1 y FO2 no muestran inhibicion. Por otra
parte, FO3 muestra una inhibicién significativa (p<0.05) a 400 pg/ml, pero a
una concentracion mayor aumenta el crecimiento de la cepa. Y la FO4 inhibe
significativamente a la cepa a 400 pg/ml, sin embargo después permanece
estable.

E. coli O103: todas las ferrochalconas muestran la misma tendencia, ya que
existe una disminucion significativa, no obstante, a una concentracién mayor
de ferrochalcona la inhibicién de la cepa permanece estable, a excepcién de
FO03, en donde si existe diferencia significativa entre ambas concentraciones
(400 pg/mly 800 pg/ml).

E. coli O111: se observa el mismo comportamiento que E. coli O103. Sin
embargo, FO3 y FO4 muestran una diferencia significativa entre ambas
concentraciones (400 pug/mly 800 pg/ml).

E. coli O121: tiene una tendencia parecida a E. coli 0103 y O111, pero con
una inhibicion mayor, como es el caso de la FO1. Tanto FO1 como F03 y F04,
muestran una disminucién significativa en ambas concentraciones, a
excepcion de FO3 a 800 pg/ml, en el cual aumento el crecimiento de la cepa.
FO2 no tiene diferencia entre las concentraciones de 400 pg/mly 800 pg/ml.
S. typhimurium ATCC 14028: todas las ferrochalconas muestran el mismo
comportamiento. No obstante, solo existe diferencia significativa en FO02 y

FO3 entre el control y la concentracion a 800 pg/ml.
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Efecto antibacteriano de las ferrochalconas
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Grdfica 4. Efecto antibacteriano de las cuatro ferrochalconas comparadas entre cada cepa por medio de sus indices de
crecimiento. *Control negativo (recuento basal). Fuente: Elaboracion propia



Xl. Discusion

La resistencia a los antibiéticos esta aumentando en todo el mundo a niveles
peligrosos. Constantemente aparecen y se propagan nuevos mecanismos de
resistencia que ponen en peligro la capacidad de tratar enfermedades infecciosas
comunes. Un creciente numero de infecciones, como las enfermedades de
transmision alimentaria (ETA), son cada vez mas dificiles, y en casos mas graves
imposibles, de tratar a medida que los antibiéticos van perdiendo eficacia (OMS,
2018).

Actualmente, alrededor de todo el mundo se estan buscando alternativas a los
antibioticos y desinfectantes tradicionales, con el fin de que disminuya la presencia
de los patdgenos causantes de las ETA, principalmente en la industria de los
alimentos. Es por eso que, una de las moléculas que poseen un gran potencial en
este ambito son las chalconas, ya que han mostrado tener una gran variedad de
propiedades farmacoldgicas, particularmente actividades antibacterianas con
mayor eficacia que los antibibticos tradicionales, y sus derivados poseen un alto
grado de diversidad estructural, siendo Utiles para el descubrimiento de nuevas
opciones.

En este proyecto se evalud la capacidad antibacteriana de cuatro ferrochalconas,
FO1, FO2, FO3 y FO4, las cuales fueron disueltas en dimetilsulfoxido (DMSO), debido
a que es un solvente ampliamente utilizado en la industria farmacéutica y en la
investigacion antimicrobiana debido a su baja toxicidad, capacidad de disolver
compuestos organicos e inorganicos, la facultad de permanecer en estado liquido
en un amplio rango de temperatura, capacidad de mejorar la permeabilidad de la
membrana celular y ser miscible en agua y en una amplia gama de disolventes

organicos (Mi et al., 2016).

Para obtener un acercamiento sobre la actividad antibacteriana de las cuatro
ferrochalconas, se realizd un screening mediante la difusion de discos (técnica de
Kirby-Bauer). Los resultados obtenidos permitieron establecer las concentraciones
de las ferrochalconas que se evaluarian en los ensayos de microdilucién, los cuales

fueron 400 pug/mly 800 pg/ml, puesto que fueron las que mostraron mayor inhibicién.
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Dentro del ensayo de microdilucion, en términos de porcentaje de reduccion, E. coli
026 fue la que mostré mayor variabilidad debido a que los porcentajes de reduccion
rondan desde el 88.88% para la FO3 a 800 pg/ml hasta un aumento en su
crecimiento en presencia de FO1 y FO2. Asimismo, fue la que mostro tener menor
susceptibilidad a las ferrochalconas a comparacion de las demas cepas de E. coli,
ya que en algunos casos no presentd diferencia significativa (p<0.05), como con
FO1, o solo mostro diferencia significativa entre el control negativo (recuento basal)
y el tratamiento con la ferrochalcona (FO3 y F04), debido a que a concentraciones
mayores la inhibiciébn permanecia estable, por lo que probablemente llegé al limite
de inhibicion a la concentracion de 400 ug/ml. Esto se puede deber a que esta cepa
al ser multirresistente [ApR, TetR, CmR, KmR] cuenta con una gran diversidad de
mecanismos que le permiten evadir las moléculas con efecto antimicrobiano, ya que
se ha visto que cepas resistentes a betalactdmicos (ampicilina) y anfenicoles
(cloranfenicol) cuentan con una reduccién de la permeabilidad, asi como cepas
resistentes a tetraciclinas cuentan con bombas de eflujo (Ochoa & Gémez-Duarte,
2016). Ademas, al ser ésta la Unica E. coli EPEC evaluada existen diferencias en

comparacién con EHEC/STEC.

Por otro lado, E. coli 0103 y O111 mostraron una tendencia similar en la sensibilidad
contra las cuatro ferrochalconas, donde en las concentraciones de 400 pyg/ml se
observé un porcentaje de reduccion en promedio del 75.2% y en las
concentraciones de 800 ug/ml del 81.1%. Del mismo modo, ambas cepas mostraron
tener una diferencia significativa en todas las concentraciones (0, 400 y 800 pg/ml)
de la FO3, y en el caso de E. coli 0111 también para F04, por lo que seguramente
a concentraciones mayores de estas dos ferrochalconas haya mas inhibicion. Para

la FO1 y FO2 se lleg6 al limite de inhibicion a 400 pg/ml.

E. coli 0121 fue la cepa que mostré mayor variabilidad y sensibilidad contra las
cuatro ferrochalconas con un promedio en el porcentaje de reduccién en la
concentracion de 400 pg/ml del 90.23% y en la concentracién de 800 ug/mi del
95.15% (excluyendo el valor de la FO3, debido a que mostré un porcentaje del

24.68%); siendo la FO1 a 800 ug/ml la que mostré mayor efecto con un 99.37% en
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la reduccion de E. coli O121. Ademas, todas las ferrochalconas mostraron mayor
efectividad que la ampicilina, un antibiético de primera linea, la cual solo obtuvo un
23.34% en la reduccion de esta E. coli. Aqui se puede observar el gran potencial de
las ferrochalconas para el tratamiento de infecciones causadas por E. coli
resistentes a antibioticos. De la misma manera, tanto FO1 como FO04 tuvieron una
diferencia significativa en todas las concentraciones (0, 400 y 800 ug/ml) por lo que
también puede ser que a concentraciones mayores de estas dos ferrochalconas

haya mas inhibicion. Para la FO2 y FO3 se llego al limite de inhibicion a 400 pg/ml.

Las razones por las que las cepas EHEC/STEC (E. coli 0103, O111 y 0121)
mostraron ser mas susceptibles a la ferrochalconas que la cepa EPEC (E. coli 026),
se puede deber a lo siguiente; segun estudios realizados por Kalule et.al. (2018),
existen diferencias entre estos patotipos que hacen que STEC sea mas sensible a
los antibidticos. En primer lugar, EPEC multirresistente presenta una envoltura
significativamente méas gruesa que EHEC/STEC, lo cual evita que EPEC sea mas
susceptible al ataque de antibioticos. Del mismo modo, se ha visto que EPEC
multirresistente presenta una menor cantidad de porinas OmpC y OmpF, las cuales
estan involucradas en la regulacion de la difusion pasiva de moléculas pequefas e
hidrofébicas a través de la membrana externa, como nutrientes, toxinas y
antibioticos (Barba-Ostria, 2014), el cual, es el caso de la ferrochalconas evaluadas;
asimismo en otros estudios muestran la relacion de la baja abundancia de Omp Cy
OmpF con el aumento a la resistencia a antibiéticos (Liu et.al., 2012), esto se debe
a que la baja presencia de estas porinas permiten que entren menos moléculas de
antibiéticos dentro de la bacteria, es decir, hay una reduccién en la permeabilidad
de la membrana. Por ultimo, también se ha observado que EPEC multirresistente,
a diferencia de EHEC/STEC, presenta mayores niveles de bombas de eflujo de la
superfamilia ABC las cuales estan involucradas en la resistencia a antibiéticos
(Kalule et.al., 2018).

Por otro lado, S. typhimurium ATCC 14028, fue el patdgeno que mostré una menor
susceptibilidad al efecto de las ferrochalconas, siendo FO02 a 800 pg/ml la que
mostro mayor efecto con un 54.74% de reduccion. Ademas, no hubo diferencia
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significativa entre las concentraciones (0, 400 y 800 ug/ml) de FO1 y FO4, y solo se
presentd una diferencia en la concentracion de 800 ug/ml en FO2 y FO3, siendo
probable que ha mayores concentraciones haya mas inhibicion. Esto se puede
deber tanto a la menor presencia de porinas OmpC y OmpF, como en el caso de E.
coli EPEC (Kalule et.al. 2017), como a la hidrofobicidad de la superficie celular

bacteriana y al mecanismo de accion de las ferrochalconas.

Las ferrochalconas son moléculas que actian perturbando la membrana celular
(Sivakumar et al. 2009) y que reaccionan con grupos nucledfilos de proteinas
esenciales (Cadena-Cruz, 2018), ya que al ser moléculas que contienen atomos con
carga positiva (catidénico) y al mismo tiempo tener una lipofilicidad por la presencia
de los anillos arométicos (Nielsen et al., 2005), permiten una alta actividad con la
membrana de las bacterias. Esto se debe a que esta membrana externa de la
bacteria contiene glucolipidos y lipopolisacaridos, los cuales son hidrofilicos
permitiendo una alta permeabilidad de compuestos cargados de bajo peso
molecular, como es el caso de las chalconas y, por otro lado, que su membrana
interna contiene fosfolipidos los cuales son hidrofébicos (Sivakumar et al., 2009).

Asimismo, una caracteristica que influye en el efecto de las chalconas es la
hidrofobicidad de la superficie celular bacteriana, ya que se ha visto en estudios
como los de Sivakumar et al. (2009) que las chalconas actian mejor contra

organismos mas hidrofébicos y peor contra organismos mas hidrofilicos.

Basandonos en los datos de este articulo (Sivakumar et al., 2009), E. coli posee una
hidrofobicidad aproximada del 20% y Salmonella typhi del 4%. Con esta informacién
y con nuestros resultados podemos decir que, debido a que S. typhimurium presenta
menor hidrofobicidad (ya que al pertenecer a la misma especie, tiene un porcentaje
parecido al de S. typhi) la actividad antibacteriana de las cuatro ferrochalconas se

vio reducida en comparacion con E. coli, que presenta una mayor hidrofobicidad.

Lamentablemente, no se pueden discutir las diferencias entre las ferrochalconas y
sus efectos antimicrobianos a mayor profundidad debido a que no se conocen las
estructuras moleculares de estos antibioticos por efectos de que estan préximas a

ser patentadas.
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Sin embargo, en general, las ferrochalconas FO1, FO2 y FO4, mostraron una misma
tendencia en la inhibicion de las cepas, siendo E. coli O121 la que presenté mayor
susceptibilidad, seguida de E. coli 0103 y 0111, y por ultimo E. coli 026 y S.
typhimurium ATCC 14028. Por otro lado, FO3 mostré mayor variacién, dado que
tenia mayor efecto antibacteriano contra E. coli O26 y menor contra E. coli O121.

Ademas, la ferrochalcona FO3 tuvo actividad antimicrobiana contra un mayor
namero de cepas, seguida de la FO4. Asimismo, ambas ferrochalconas presentaron
mas diferencias significativas (p<0.05) en las tres concentraciones de
ferrochalconas (control negativo, 400 y 800 ug/ml), de manera que es probable que
a concentraciones mayores ofrezcan un efecto inhibitorio mayor. Por lo que FO3 y
FO4 muestran ser las mas efectivas dentro del estudio. Por otra parte, tanto FO1
como F02, son las que tienen efecto contra menos cepas. De igual modo, estas dos
ferrochalconas son las que presentan una mayor estabilidad a concentraciones
mayores, por lo que su actividad antibacteriana parece estancada en la
concentracion de 400 pg/ml. No obstante, sorpresivamente FO1 a 800 pg/ml fue la
Unica ferrochalcona que logro tener un efecto del 99.37% contra al menos una cepa
(E. coli 0121).

Finalmente, contrario a todo lo mencionado, posiblemente una de las razones por
las que estas ferrochalconas no lograron tener resultados mayores a los obtenidos
en este estudio se debe a que se ha visto que las chalconas con complejos con Fe
muestran una menor actividad antimicrobiana, tanto en bacterias como en hongos,

comparados con otros metales como Cu, Niy Co (Mahapatra et.al., 2019).
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XIl.

Conclusiones

De acuerdo con el perfil de resistencia a antibioticos se identificO que las
cepas evaluadas en el estudio eran resistentes o multirresistentes:
Escherichia coli 026 (EPEC): [ApR, TetR?, CmR, KmR], E. coli 0103
(STEC/EHEC): [ApR, Tet?, CmR, NalR], E. coli 0111 (STEC/EHEC): [TetR], E.
coli 0121 (STEC/EHEC): [ApR]

La inhibicion del crecimiento por ferrochalconas por medio del ensayo de
difusibn en discos no fue muy evidente, pero permitio distinguir las
concentraciones de las ferrochalconas a utilizar en el ensayo en medio
liquido, las cuales fueron a 400 pg/mly 800 pg/ml.

Las ferrochalconas F01, FO2 y FO04 muestran la misma tendencia de
inhibicion de cepas, siguiendo el siguiente orden de inhibicion en las cepas
(de mayor a menor): E. coli O121>E. coli 0103 y E. coli O111>E.coli 026 y
S. typhimurium ATCC 14028.

La ferrochalcona FO3 mostré6 una tendencia diferente en relacion con la
inhibicion de las cepas, presentando mayor inhibicién contra E. coli O26 y
menor contra E. coli O121.

Las ferrochalconas FO3 y FO4 muestran ser las mas efectivas en este estudio,
al presentar actividad antibacteriana contra todas las cepas y mas diferencias
significativas (p<0.05) a las concentraciones de ferrochalconas (400 y 800
Mg/ml), de manera que es probable que a concentraciones mayores ofrezcan
un efecto inhibitorio mayor. Ademas, lograron porcentajes de reduccion
mayores del 70% a excepcion de S. typhimurium ATCC 14028.

Las ferrochalconas FO1 y FO2, son las que tienen efecto contra menos cepas
y mayor estancamiento del efecto antibacteriano en la concentracion de 400
pg/ml.

E. coli 026 y S. typhimurium ATCC 14028 son las cepas mas resistentes al
efecto antimicrobiano de las ferrochalconas.

E. coli 0103, O111 y 0121 son las cepas mas susceptibles al efecto

antimicrobiano de las ferrochalconas.
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XIIl.

Perspectivas

Realizar ensayos de inhibicion del crecimiento con las ferrochalconas a
concentraciones mayores, especialmente FO3 y FO4, con el fin de conocer su
comportamiento y si tienen mayor efecto antibacteriano.

Realizar ensayos de microdilucion de las cuatro ferrochalconas y sus efectos
antimicrobianos para identificar las concentraciones minimas inhibitorias.
Evaluar nuevas cepas de alto interés en la industria de los alimentos como
E. coli 045, E. coli 0145 y E. coli O157:H7, para conocer su susceptibilidad
a las cuatro ferrochalconas.

Realizar ensayos para conocer el mecanismo de accion de las cuatro
ferrochalconas dentro de bacterias patégenas.

Realizar ensayos in situ en muestras de productos carnicos con el fin de
conocer el comportamiento de las ferrochalconas en este tipo de alimentos.
Comparar el efecto antimicrobiano de las ferrochalconas con antibiéticos y

desinfectantes usados en la industria de los alimentos.
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XV. Anexos

Anexo 1
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Figura 12. Esquema del ensayo de microdilucion. El color negro representa los pocillos con las ferrochalconas, el color
azul los pocillos del cultivo basal (control negativo), el color verde los pocillos para el control de contaminacion, el color
morado los pocillos con antibidticos (control positivo) y el color gris los pocillos sin DMSO.

Figura 13. Ejemplo de un ensayo de microdiluciéon donde se evalud la actividad antibacteriana de la ferrochalcona FO3
contra Escherichia coli 0111. De izquierda a derecha se muestran: 1) y 2) E. coli 0111 con FO3 a 400 pg/mly 800 pg/ml,
respectivamente, el color café anaranjado se debe a la naturaleza de la ferrochalcona. 3) Control negativo=recuento
basal de E. coli 0111. 4) y 5) Controles de contaminacién para evaluar la esterilidad de FO3. 6) Control positivo= E. coli
0111 con ampicilina (Ap*). 7) Control para ver si existia algin efecto del DMSO en el crecimiento de E. coli 0111. La
comilla sencilla y doble representan el nimero de replicaciones del ensayo. Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 3

E. coli 026 E. coli 0103

S. typhimurium ATCC 14028

Figura 14. Antibiogramas de la evaluacion de la ferrochalcona FO1 con todas las cepas evaluadas. Se muestran las
diferentes concentraciones de FO1 y los controles.
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Anexo 4

E. coli 026 E. coli 0103

E. coli 0111 E. coli 0121

S. typhimurium ATCC 14028

Figura 15. Antibiogramas de la evaluacion de la ferrochalcona FO2 con todas las cepas evaluadas. Se muestran las
diferentes concentraciones de FO2 y los controles.
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Anexo 5

E. coli 0111 E. coli 0121

S. typhimurium ATCC 14028

Figura 16. Antibiogramas de la evaluacion de la ferrochalcona FO3 con todas las cepas evaluadas. Se muestran las
diferentes concentraciones de FO3 y los controles.
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Anexo 6

E. coli 0103

E. coli 0111 E. coli 0121

S. typhimurium ATCC 14028

Figura 17. Antibiogramas de la evaluacion de la ferrochalcona FO4 con todas las cepas evaluadas. Se muestran las
diferentes concentraciones de FO4 y los controles.
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