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RESUMEN

La creciente resistencia adquirida a los antimicrobianos son
caracteristicas que complican el manejo adecuado de las infecciones
producidas por diferentes grupos de bacterias. Esto ha propiciado la
busqueda de nuevos antimicrobianos que puedan ser eficaces ante
determinados patdgenos. Los flavonoides, son compuestos fendlicos
gue se encuentran en vegetales, semillas, frutas y bebidas como vino o
cerveza, los cuales han comprobado tener efectos antivirales,
antibacterianos, antiinflamatorios, entre otros. El presente trabajo tiene
como objetivo determinar la efectividad antimicrobiana de los
flavonoides (Quercetina, Morina y Naringina y la mezcla de Quercetina
con Morina y Quercetina con Naringina) en la inhibicion del crecimiento
de Enterococcus faecalis. Se realizdé un estudio in vitro mediante la
prueba de Kirby Bauer y formacion de biopeliculas (“biofilm”). Nuestros
resultados mostraron halos de inhibicién de entre 10mm y 0.8 mm. La
combinacién de quercetina con naringina (50 y 50 pg/mL) disminuyo la
formacion de biofiim. Se comprobd que los flavonoides inhibieron
adecuadamente el crecimiento bacteriano y su accidon bactericida. En
conclusién, quercetina, morina y naringina, asi como la combinacién de
estos flavonoides, presentan actividad antimicrobiana sobre
Enterococcus faecalis. Por este motivo, pueden ser una alternativa en el
tratamiento contra infecciones ocasionadas por el microorganismo

antes mencionado.

Palabras clave: Enterococcus faecalis, Flavonoides, Prueba de Kirby-

Bauer.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos cien anos, el avance en el conocimiento y el desarrollo de
técnicas bioquimicas y moleculares han progresado de forma exponencial y
mas que en el resto de la historia de la humanidad. Los avances cientificos
nos han permitido hacer uso del conocimiento generado para paliar diversas
problematicas que se presentan en las distintas areas de las que participa el

ser humano.

Sin embargo, uno de los problemas que actualmente se presenta con una
alta prevalencia, es la diseminacién cada vez mayor de la resistencia al
tratamiento con antibiéticos entre bacterias de importancia clinica. Debido a
la complejidad de los diversos mecanismos de resistencia en las bacterias,

se ve limitado el tratamiento idéneo ante determinadas infecciones.

Asi el amplio espectro de resistencia a los farmacos representa un reto
terapéutico que deja pocas posibilidades para el tratamiento de diversas
infecciones.! Se entiende por resistencia, el mecanismo mediante el cual la

bacteria puede disminuir la accién de los agentes antimicrobianos?.

La patogenicidad de los Enterococcus faecalis ha adquirido mayor
trascendencia en los afios mas recientes debido a que ha evidenciado que
hay una plena tolerancia a los antibiéticos B-lactamicos, aminoglucésidos y
quinoldnicos. En respuesta a ello, los equipos de salud se han visto
obligados a darle un continuo empleo terapéutico a la vancomicina o
glucopéptido al cual sélo se recurre para combatir los casos especiales de

resistencia. 3

Consecuentemente, hoy en dia existen reportes sobre los VRE (Vancomycin
Resistant Enterococcus).* Esta mayor resistencia bacteriana ha promovido la

aplicacion de recursos naturales como los flavonoides, que son sustancias
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de bajo peso molecular producidas por casi todas las plantas vasculares.
Esta gran familia de compuestos ha estado presente en la naturaleza durante
mas de mil millones de afos, de manera que han actuado reciprocamente
con el desarrollo de muchos organismos debido a que actuan como
promotores de mecanismos de polinizacion y en la proteccion de las plantas

a los rayos ultravioleta.

Intervienen en la asociacion entre las plantas productoras de flavonoides y
las diversas especies animales, ya que por la amplia gama de actividades
bioquimicas y farmacologicas que poseen estos productos ejercen en el
hombre y/o mamiferos beneficios los que se dan como resultado de la

coexistencia o co-evolucidon de ambos reinos.

Estos compuestos fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyorgy,
quien en 1930 aisl6 de la cascara del limoén una sustancia, la que denomino
citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares. Los flavonoides se
denominaron en un principio vitamina P (por permeabilidad) y también
vitamina C2 (porque se comprobd que algunos flavonoides tenian
propiedades similares a la vitamina C2). Sin embargo, el hecho de que los
flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado, y ambas

denominaciones se abandonaron alrededor de 1950. °

Asi mismo, se ha encontrado que en las plantas algunos compuestos entre
los que se encuentran los flavonoides confieren resistencia contra la
fotooxidacién de la luz ultravioleta del sol, intervienen en el transporte de
hormonas y algunos funcionan como defensa ante los depredadores. Desde
el siglo pasado es bien conocida la relacién que existe entre la presencia de
flavonoides en las plantas y su resistencia a las infecciones fungicas y
virales. Otra de sus importantes funciones en muchas plantas es la atraccion
de los insectos polinizadores por medio del color o del olor que les confieren

a éstas o a sus flores asegurando asi su reproduccion y conservacion.®
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2. ANTECEDENTES

2.1 Enterococcus faecalis

El término “Enterococcus” fue utilizado por Thiercelin en 1899 para referirse a
unos diplococos Gram positivos, catalasa negativos y anaerobios
facultativos, el nombre se propuso para destacar su origen intestinal.”

A partir de 1933 los Enterococcus se incluian dentro de los Streptococcus
grupo D, segun el sistema de Lancefield. Esta clasificaciéon de Lancefield y la
sugerida por Sherman en 1937 separaron a los estreptococos en cuatro
categorias: piogénicos, viridans, lacticos y enterococcus, lo cual fue valido
hasta que a través de métodos moleculares de hibridacion DNA-DNA y DNA-

rRNA se propuso la transferencia de los Enterococcus a otro género.®

2.2 Morfologia e identificacién

Enterococcus son células esféricas u ovoides que miden de 0,6 a2,0 x 0,6 a

2,5 um; son cocos Gram positivos que aparecen en par o en cadenas cortas
en medio liquido; son no capsulados, no forman endosporas; son anaerobios
facultativos; poseen requerimientos nutricionales complejos; son catalasa
negativa, aunque algunas cepas de E. faecalis pueden ser positivas debido a
la producciéon de una pseudocatalasa cuando crecen en medios que
contienen sangre. Raras cepas son moviles por la presencia de flagelos.
Fermentan una amplia variedad de carbohidratos con elaboracion de acido
lactico sin produccion de gas; la temperatura 6ptima de crecimiento es de 37
°C.°

Dentro de la familia Streptococcacea constituyen los agentes mas resistentes
a la desecacion y a los desinfectantes. Toleran altas condiciones de pH: 9,6;
crecen en NaCl al 6.5%, y en temperaturas de 10 a 45°C, e incluso algunos
pueden vivir 30 minutos a temperaturas de 60°C. Los Enterococos hidrolizan

esculina en la bilis, asi como la L-pirrolidonil-B-naftilamida (PYR). °
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Usualmente fermentan la lactosa; rara vez reducen nitratos. El contenido de
G + C del ADN es de 37 a 45 mol%. Producen, por lo general, a o y
hemolisis, excepto algunas especies que pueden mostrar 3-hemalisis, como:

E. faecalis, E. durans y E. gallinarum.®

El nuevo género Enterococcus incorpora a las especies: E. faecalis, E.
faecium, E. durans, E. avium, E.casseliflavus, E. malodoratus, E. gallinarum,

E. hirae, E.mundtii, E. raffinosus, E. solitarius y E. pseudoavium.®

2.3 Estructura antigénica

A diferencia de otros estreptococos, el antigeno grupo D no es un
carbohidrato de pared celular. Esta formado por acido lipoteicoico asociado a
la membrana citoplasmica; es un poliglicerol fosfato que contiene D-alanina y
glucosa. Existen variaciones en la estructura del peptidoglucano entre las
diferentes especies del grupo; E. faecalis contiene solamente acido
glutdmico, lisina y alanina, mientras que E. faecium y E. durans también

contienen acido aspartico. °

Se han reportado tres proteinas de superficies de diferentes pesos
moleculares como antigenos prominentes de E. faecalis, las cuales parecen
ser especificas de éste. Anticuerpos frente a estos antigenos han sido
encontrados en pacientes con endocarditis por E. faecalis, pero no en
aquellas causadas por otros estreptococos o0 en distintas infecciones

producidas por el mismo.®

2.4 Habitat

Los Enterococcus son comensales, se encuentran aproximadamente en
todos los animales. En el humano, son flora normal del tracto gastrointestinal

(TGlI), tracto genitourinario (TGU), vias respiratorias superiores, cavidad oral,
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piel, vagina y uretra femenina. También se hallan en las superficies del
entorno ambiental, en el agua, en la vegetacion, resultado de Ia
contaminacidn por excrementos de animales y en aguas albafales no
tratadas. En el humano, la concentracidon del enterococo en las heces es de
108 UFC/g. Los factores microbioldgicos y ecologicos que favorecen la

colonizacién intestinal permanecen aln oscuros.®

No causan enfermedades en el habitat intestinal; sin embargo, en algunas
ocasiones la relacion de comensalismo establecida con el hospedero se

rompe y provocan enfermedades.™
2.5 Factores de virulencia

2.5.1 Sustancia de agregacion
La sustancia de agregacion es una adhesina bacteriana plasmido-codificada

receptiva a las feromonas que media el contacto eficiente entre el donador y
la bacteria receptora; ésta sustancia convierte la superficie de la bacteria
donadora en una superficie adherente potencial para las células receptoras,
causando agregacion o agrupacion y a su vez facilitando el intercambio de

plasmidos. '1- 10

La sustancia de agregacion puede servir como determinante de virulencia a

E. faecalis en, al menos, cuatro formas:

1. Juega un papel importante en la diseminacion de los factores de
virulencia codificados por plasmidos, como la citolisina enterocdccica y
determinadas resistencias antibioticas, entre las especies.

2. Esta sustancia de agregacion facilita la adherencia de E. faecalis a las
células epiteliales renales e intestinales, y a la colonizacion de estas
superficies.

3. Protege al microorganismo contra los leucocitos polimorfonucleares y

de la lisis mediada por macréfagos. EI mecanismo para esta
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proteccion puede deberse a una modificacion de la maduracion
fagosomal.

4. La sustancia de agregacion y las citolisinas tienen acciones sinérgicas,
lo cual aumenta la virulencia; esto resulta en dafo tisular e invasion

tisular profunda. 2

2.5.2 Adhesinas o proteinas de superficie
E. faecalis presenta en su pared celular numerosas proteinas de superficie.

Las mas importantes son la proteina de superficie (ESP) y la ACE, ambas
relacionadas con la formacién de biopeliculas y con la adherencia del
microorganismo a las proteinas de la matriz extracelular y al colageno tipo | y
V.

En el 2001, Toledo-Arana et al'®, realizaron un estudio donde evaluaron la
accion de la proteina de superficie Esp en diferentes cepas aisladas de E.
faecalis y analizaron los efectos producidos en los diferentes pasos de
formacion de la biopelicula a niveles microscopicos y macroscépicos. A su
vez, compararon la proteina asociada a la superficie (BAP), cuyo nombre
proviene de Biofilm Associated Protein, que se encuentra en la pared celular
de S. aureus con la Esp de E. faecalis, en cuanto a su influencia en la
formacion de biopeliculas. Esta proteina Bap, en un estudio previo de los
mismos investigadores, demostré ser una pieza fundamental en la formacién

de biopeliculas por parte de este microorganismo.

En una investigacion realizada por Nallapareddy et al'*, se evalud la
capacidad de mediar la adhesion de la proteina de superficie Ace de E.
faecalis a las proteinas de la matriz extracelular como el colageno tipo IV y la

Laminina.

Ellos utilizaron cepas de E. faecalis mutadas y evidenciaron que la proteina

de superficie Ace si interviene en la adhesién de la cepa OG1RF de E.
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faecalis al colageno tipo IV y a la Laminina, asi como también al colageno

tipo 1. 14

Igualmente, Hubble et al'®, realizaron un estudio donde evaluaron la pérdida
de adhesion de las cepas de E. faecalis a la dentina radicular cuando era
mutada la proteina de superficie Ace. Ellos sefalan que la dentina de los
conductos radiculares esta constituida por colageno y por otras proteinas,
por lo tanto, debe existir una participacion importante de esta proteina de
superficie en la adhesion bacteriana, y a su vez, en la colonizacién del SCR.
Sus resultados sugieren que la adherencia de la cepa de E. faecalis no
mutada (OG1RF) fue significativamente mayor que la adhesién de las otras
tres cepas de E. faecalis mutadas, por lo que se confirma la participacion
importante de la proteina de superficie Ace en la adhesién de E. faecalis en

la dentina.

2.5.3 Acido lipoteicoico
Los acidos lipoteicoicos son un grupo de moléculas o polimeros anfipaticos

intimamente relacionados y asociados con la pared celular, que estan
constituidos por wuna columna central de poliglicerolfosfato unida

covalentemente a una porcion glicolipidica hidrofobica. 1% 11

Ehrenfeld et al'®, sefialan que los acidos lipoteicoicos han sido considerados
como un componente de la sustancia vinculante de E. faecalis, los cuales
actuan como un receptor en la célula receptora para la sustancia de
agregacion producida por la célula donadora. Esta conclusién proviene de
experimentos donde acidos lipoteicoicos libres aislados de E. faecalis inhiben
grupos celulares inducidos por feromonas actuando como un inhibidor

competitivo de la sustancia vinculante celular.
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2.5.4 Superdxido extracelular
Los aniones superoxidos son radicales de oxigeno altamente reactivos

relacionados con el dafo tisular y celular en una gran variedad de

desordenes, incluyendo las enfermedades inflamatorias. '’

Huycke et al '/, sefialan que E. faecalis produce superdxido extracelular
sustancial y especies derivadas del oxigeno reactivo como el H202 y
radicales hidroxilos. Ellos evaluaron el daio producido por E. faecalis sobre
el ADN de las células eucariotas, y observaron que las cepas de
microorganismo donde hubo presencia de superéxido extracelular produjeron
mayor dano sobre el ADN que aquellas cepas mutadas. Estos hallazgos
sugieren que la produccion de radicales libres extracelulares por parte de E.

faecalis promueve la inestabilidad cromosomal y el daio causado en el ADN.

Las adhesinas enterocéccicas, que corresponden a proteinas, acidos
lipoteicoicos de la pared celular y uno o mas carbohidratos superficiales,
facilitan la adhesién a las mucosas del huésped asi el microorganismo puede
invadir otras regiones anatomicas cercanas e ingresar al sistema linfatico o a

la circulacién sanguinea, lo que provoca diversas alteraciones patoldgicas.

Los Enterococcus mas virulentos colonizan inicialmente las células entéricas
y, algunos dias mas tarde, suelen translocarse desde el lumen del intestino
delgado hasta los nddulos linfaticos, el higado y el bazo, después de haber
sido englobados por las células del ileon y colon, o bien, por macréfagos
intestinales, lo que en cualquier caso favorece que atraviesen la pared

intestinal y alcancen las vias linfaticas.

2.6 Formacion de biofilm

Un biofilm se define como “una comunidad microbiana sésil, caracterizada

por células adheridas irreversiblemente a un sustrato o interfase, o unas con
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otras, encerradas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que
ellas mismas han producido, exhibiendo un fenotipo alterado en relacién con

la tasa de crecimiento y trascripcion genética”. 8

2.6.1 Biofilm oral
George et. al. 1%, evaluaron la influencia de distintas condiciones ambientales

y nutricionales en las caracteristicas de las biopeliculas formadas por E.
faecalis en el Sistema de Conductos Radiculares y su penetracion dentro de
los tubulos dentinarios. Las condiciones ambientales estudiadas fueron

medios ambientes aerobios y anaerobios ricos y pobres en nutrientes.

Bajo el microscopio electrénico de barrido se pudo evidenciar la formacién de
distintos tipos de biopeliculas dependiendo del tipo de medio ambiente y
nutricion. Cuando E. faecalis crecié en un medio ambiente aerdbico y rico en
nutrientes, se pudo observar formacion de biopeliculas y penetracién
profunda de los microorganismos dentro de los tubulos dentinarios. Cuando
crecid bajo condiciones anaerdbicas y ricas en nutrientes, se pudo observar
la formacién de una biopelicula con forma caracteristica de "hongo", con

canales de fluidos a su alrededor. 1°

Por el contrario, cuando las condiciones fueron aerdbicas, pero con bajo nivel
de nutrientes, no hubo formacion de biopelicula en forma de hongos, sino
que se pudieron evidenciar crecimientos discontinuos de grupos celulares
adheridos. En este grupo experimental no se observdé ninguna bacteria
dentro de los tubulos dentinarios, lo que resultaba en una morfologia
dentinaria superficial irregular. En el grupo donde las condiciones eran
anaerdbicas, si se pudo observar la formacion de biopeliculas con células
bacterianas adheridas a la superficie de la pared dentinaria del conducto

radicular. 1°

Enterococcus faecalis es el mas comun y a veces, la unica bacteria aislada

de los conductos radiculares en periodontitis apicales persistentes. Su
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inherente resistencia antimicrobiana, su habilidad para adaptarse a los
cambios en el entorno y su crecimiento dentro de los conductos radiculares
como biofilm, lo hacen responsable de la mayoria de los fracasos

endodonticos.??

Algunas investigaciones han reportado la presencia de biopeliculas (biofilms)
de E. faecalis en el sistema de conductos de dientes monorradiculares
extraidos y que habian sido obturados con cemento a base de hidroxido de
calcio 2'. La formacién de la biopelicula constituye una evidencia contundente

de que E. faecalis puede colonizar los conductos radiculares medicados. %>
23, 24

Cuando esta especie crece en las biopeliculas, puede ser hasta mil veces
mas resistente a la accién de los antimicrobianos que cuando se halla como
bacteria plancténica (suspendida en un medio liquido y no adherida a
ninguna superficie 2°. Si la formacion de biopeliculas que contienen E.
faecalis ocurre in vivo, ello pudiera considerarse como un mecanismo que

permite a este microorganismo resistir al tratamiento antimicrobiano 2'.

También se han realizado otras investigaciones dirigidas a aclarar el papel
que juegan los factores de virulencia de E. faecalis en la colonizacién por
parte de esta bacteria en un medio tan pobre en nutrientes como el conducto
radicular medicado. La adhesién a la superficie de la dentina constituye un
paso esencial que determina el potencial patégeno de este microorganismo

en el conducto radicular medicado 5 26,

Puesto que la dentina contiene colageno y otras proteinas, se sugiere que
las proteasas sintetizadas por E. faecalis, asi como la proteina de union al
colageno (Ace) pudieran participar o por lo menos influir en la adhesion
bacteriana, y por lo tanto permitir que la bacteria colonice el conducto

radicular 1°.

10



.t 3
\Wﬁ

1904

2.6.2 Biofilm en dispositivos médicos
E. faecalis asociados como biopeliculas se adhieren irreversiblemente a

superficies sumergidas y producen polimeros extracelulares que pueden
desarrollarse en dispositivos médicos: lentes de contacto, catéteres venosos,
conectores, tubos endotraqueales, dispostivos intrauterinos, valvulas
cardiacas, marcapasos, catéteres de dialisis, protesis de cadera, protesis de
voz, etcétera. Este hecho puede causar infecciones y enfermedades

nosocomiales con costo elevado para la salud publica.?’

2.7 Epidemiologia

El National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) reporta el género
enterococcus, como la tercera causa de infecciones nosocomiales 28 29;
mientras América Latina (SENTRY) reporta la infeccion por enterococo en el
octavo lugar como causa de bacteriemia y, en el cuarto, como causa de

infeccion urinaria y heridas quirtrgicas.*°
Se plantea que es responsable de infecciones nosocomiales 2% 8:

e 16 % de las infecciones urinarias intrahospitalarias.

e 12 % de las infecciones de heridas quirurgicas.

¢ 9 % de las bacteriemias nosocomiales.

e 15 % de los aislamientos sanguineos de enterococos en EE.UU. son
resistentes a vancomicina, siendo mas comun en E.faecium (50%) que

en E.faecalis (5%).

2.8 Infecciones asociadas

Los enterococos provocan una variedad de sindromes infecciosos graves y

de dificil tratamiento en el ser humano entre los que se incluyen endocarditis,

11
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bacteremia, infecciones urinarias, infecciones neonatales, infecciones del

sistema nervioso central e infecciones nosocomiales.

2.8.1 Endocarditis
La endocarditis infecciosa corresponde a la infeccion de una o mas valvulas

cardiacas, lo cual en dos terceras partes de los casos es posterior a ciertas
patologias cardiovasculares preexistentes. Ademas, durante la edad
pediatrica, la localizacion inicial del cuadro implica a alguna valvula anormal
o a otros defectos congénitos del endocardio en tanto que, en los adultos —en
quienes el padecimiento es aun mas frecuente—, la patologia afecta a las
valvulas que manifiestan fibrosis, o bien, a las pertenecientes a individuos

con antecedentes de fiebre reumatica. 3

Los enterococos también ocupan el tercer lugar como agentes etiolégicos de
endocarditis, afecciéon que predomina en el sexo masculino; de hecho, su

frecuencia hombre/mujer es de 2:1 y la edad promedio rebasa los 60 afios. 3

La secuencia patogénica inicia con un episodio bacterémico, al ingresar el
microorganismo a la sangre debido a afecciones cutaneas, manipulaciones
dentales, intervenciones quirargicas en la rinofaringe, exploraciones

endoscopicas de las vias genitourinarias o abscesos pulmonares. 3

2.8.2 Bacteremia
Es fundamentalmente una infeccion nosocomial que afecta a pacientes con

graves enfermedades subyacentes sometidos a procedimientos invasivos y

tratamientos antibiéticos previos de amplio espectro.

Las bacterias del género Enterococcus han adquirido un papel relevante en
las dos ultimas décadas, principalmente debido al aumento del numero de
casos intrahospitalarios®?, representando en la actualidad la tercera causa de
infeccion nosocomial 8. La incidencia anual aproximada de bacteriemia por
Enterococcus faecalis es de uno a dos episodios por cada 1.000 pacientes

hospitalizados. Su prevalencia como patégeno nosocomial ha aumentado

12
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debido a la seleccién de estos microorganismos en relacion con el uso de
antibidticos de amplio espectro sin actividad frente a enterococcus, al
incremento de procedimientos terapéuticos y de monitorizacion invasivos en
pacientes graves y al aumento del numero de pacientes

inmunocomprometidos, fundamentalmente neutropénicos. 33

2.8.3 Infeccidn del tracto urinario
Los enterococos son causa frecuente de ITU, especialmente, en los

pacientes hospitalizados; las manifestaciones clinicas son indistinguibles de

las provocadas por otros microorganismos 28 34,

La incidencia de ITU por enterococcus aumenta en: pacientes hombres
mayores que han sido sometidos a cateterizacién urinaria o algun tipo de
instrumentacion de las vias urinarias, que tienen enfermedades del tracto

urinario, o que recibieron antibidticos.

2.8.4 Infecciones neonatales y pediatricas
Los enterococcus son responsables de mas de 10% de sepsis neonatal y

meningitis séptica en nifios. Estas infecciones han sido asociadas con:
o Bajo peso al nacer.
« Dispositivos intravenosos centrales.
« Reseccion intestinal.

Multiples reportes publicados en relaciéon con brotes epidémicos por ERV

tienen como fuente, areas de neonatologia y oncologia pediatrica®®.

2.9 Medios de cultivo para Enterococcus

Existe una diversidad de medios para el examen de Enterococcus en los que
el crecimiento de estos microorganismos se ve favorecido por la presencia de

peptonas, hidrolizados y extractos.36

13
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La seleccidn del tipo de medio a utilizar depende de la experiencia, asi como
también del tipo de muestra, el método de cultivo y del grado de
contaminacion de la muestra con otros organismos®’. Entre los medios no
selectivos para Enterococcus se pueden sefalar el agar y el caldo cerebro
corazdn que son ampliamente utilizados para el cultivo y mantenimiento de
Enterococcus, el caldo cerebro corazén con 6,5 % de cloruro de sodio, el
agar triptona glucosa extracto, el agar y el caldo triptona soya, el agar MRS,

el agar Rogosa, el agar M17, el caldo Elliker y el caldo Tood-Hewitt ' 36

Medios como el agar sangre azida, el agar sangre azida con cristal violeta, el
caldo azida de Rothey y el caldo citrato azida se emplean para la deteccion
de Enterococcus en aguas y productos de desecho®’.Se han desarrollado
otros medios como son el caldo BAGG, el caldo azida purpura de
bromocresol, el agar y caldo confirmatorio para Enterococcus y el caldo
presuntivo para Enterococcus que se utilizan en las pruebas presuntivas y

confirmativas de calidad para Enterococcus'- 3"

2.10 Resistencia a antibidticos

La resistencia adquirida a los betalactamicos esta causada por la
modificacion de las proteinas fijadoras de penicilina (especialmente la PBP-
5) y por la produccion de betalactamasas, siendo el primer mecanismo
excepcional en E. faecalis 38. La resistencia intrinseca a los aminoglucosidos
es de bajo grado, mientras que la adquirida se debe a la produccion de
enzimas modificadoras de aminoglucésidos. Pero la mayor preocupacion
desde el afio 1986 es la cada vez mas frecuente aparicion de cepas
resistentes a los glucopéptidos (vancomicina), relacionada con el uso en

Europa de avoparcina a dosis subterapéuticas en alimentos.3°

2.10.1 Resistencia a B-lactamicos
Enterococcus posee cierta resistencia natural intrinseca a los beta-

lactamicos, que se debe a la baja afinidad de sus proteinas de unién a

14
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penicilinas (PBP o penicillin-binding proteins) por estos antibidticos. La
resistencia intrinseca a todas las cefalosporinas es de tal nivel que no se
pueden utilizar para el tratamiento de pacientes con infecciones por

enterococo 4041,

De hecho, el uso de cefalosporinas puede conducir a sobreinfecciones por
este microorganismo. Sin embargo, existe un efecto sinérgico de la
ampicilina con algunas cefalosporinas (como la ceftriaxona) tanto in vitro

como in vivo en cepas de E.faecalis 2.

La resistencia de alto nivel a penicilinas se debe principalmente a la
hiperproduccion de la PBP5, que tiene una baja afinidad natural por las
penicilinas y, ademas, capacidad para sustituir las funciones de las PBP
sensibles a los beta-lactamicos, pero también a mutaciones en el gen pbp5

que implican una todavia menor afinidad por las penicilinas*3.

2.10.2 Resistencia a aminoglucdsidos
Asi también, Enterococcus posee intrinsecamente una resistencia de bajo

nivel a los aminoglucésidos por un transporte deficiente del aminoglucésido
al interior de la bacteria, que se caracteriza por presentar valores de CMI que
oscilan entre 4 y 64 mg/l de gentamicina y entre 16 y 256 mg/l de
estreptomicina, lo que hace que los aminoglucésidos no sean eficaces en
monoterapia frente a los enterococos. Sin embargo, cuando se asocia un
aminoglucdsido con otro antibiético que actue en la pared celular, como un
beta-lactamico o un glucopéptido, se produce un gran aumento de la
captacion del aminoglucésido, resultando en un efecto sinérgico bactericida
necesario para el tratamiento de infecciones graves (bacteriemia,

endocarditis y meningitis)® 40,

2.10.3 Resistencia a glucopéptidos
En Europa es frecuente la presencia de esterococcus resistentes a

glucopéptidos (ERG) en animales de granja, alimentos y aguas residuales, y

15



't

w UNAM ﬁ

1904

como colonizadores en humanos sanos, pero es mucho menos frecuente en

pacientes hospitalizados, aunque variable segun los paises 44 4°.

Lo que probablemente haya sido debido al amplio uso que se hizo del
glucopéptido avoparcina como promotor del crecimiento en animales de

granja, hoy en dia prohibido en Europa“® 47,

Los glucopéptidos actuan inhibiendo la sintesis de la pared celular uniéndose
a los precursores pentapeptidicos del peptidoglicano, impidiendo el
entrecruzamiento de estos precursores, o que conduce a la pérdida de
integridad estructural de la pared bacteriana y a la muerte celular. El
mecanismo bioquimico de resistencia a los glucopéptidos se basa en la
modificacion de la diana: el pentapéptido de la pared celular terminado en D-
Ala-D-Ala cambia un aminoacido por otro diferente. El pentapéptido
modificado puede contener D-Ala-D-lactato (D-Lac) o bien D-Ala-D-serina (D-
Ser). Los residuos que contienen D-Ala-D-Lac tienen menor afinidad (1.000
veces menor) por la vancomicina que los que contienen D-Ala-D-Ala. Los
residuos que contienen D-Ala-D-Ser tienen una afinidad 7 veces menor por la
vancomicina que los residuos terminados en D-Ala-D-Ala. En las cepas de
ERG esta capacidad para sintetizar y utilizar estos precursores alternativos
puede ser constitutiva o inducible por los glucopéptidos. La expresion de
estos fenotipos esta codificada por multiples y diferentes mecanismos

genéticos*®.

2.10.4 Resistencia a macrdlidos, lincosamidas
En los enterococos, el mecanismo de resistencia a los macroélidos mas

frecuente es la produccion de una enzima que metila un residuo adenina en
la subunidad 23S del ARN ribosémico, lo que se traduce en una reduccion de
la unidon al ribosoma no solamente de la eritromicina y otros macrdélidos
(azitromicina y claritromicina), sino también de las lincosamidas. Este
mecanismo estd mediado generalmente por el gen erm B (Erythromycin

Ribosome Methylase). 4°

16



k ot
w L'\\Ma

1904

2.11 Flavonoides

2.11.1 Estructura

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de
grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y
otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad
antioxidante. Por ello, desempefan un papel esencial en la proteccion frente
a los fendbmenos de dafio oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un
elevado numero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la

aterosclerosis o el cancer 49.

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de
fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los
atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo
B desde el 2' al 6'(fig. 1). Los flavonoides mas activos son aquellos que
tienen menos grupos hidroxilo libres. La actividad de los flavonoides como
antioxidantes depende de las propiedades redox de sus grupos
hidroxifendlicos y de la relacidén estructural entre las diferentes partes de la

estructura quimica®®.

Figura 1. Estructura de Flavonoides. 50
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2.11.2 Clasificacion
En funcion de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en

(Tabla1):

Tabla 1. Clasificacion de acuerdo a la estructura de los flavonoides

FLAVONOIDE ESTRUCTURA QUIMICA
Flavanos Como la catequina, con un
grupo -OH en posicion 3
del anillo C. G o g
OH
Flavanol

Flavonoles Representados por la
quercetina, que posee un
grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo-OH

en posicion 3 del anillo C.

Flavonas Como la diosmetina, que
poseen un grupo carbonilo
en posicion 4 del anillo C y

carecen del grupo hidroxilo

en posicion C3.

Flavona
Antocianidinas Tienen unido el grupo -OH
en posicion 3 pero ademas
poseen un doble enlace o g
entre los carbonos 3 y 4 @ on
del anillo C.
Antocianidina

18
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Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi como
en cerveza, vino, té verde, té negro y soja, los cuales son consumidos en la
dieta humana de forma habitual y también pueden utilizarse en forma de
suplementos nutricionales, junto con ciertas vitaminas y minerales. Los
flavonoides se encuentran también en extractos de plantas como arandano,
gingko biloba, cardo, mariano o crataegus. Desempefian un papel importante
en la biologia vegetal; asi, responden a la luz y controlan los niveles de las
auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciacién de las plantas. Otras
funciones incluyen un papel antifungico y bactericida, confieren coloracién, lo
que puede contribuir a los fendmenos de polinizacién y tienen una importante

capacidad para fijar metales como el hierro y el cobre®’.

Se han identificado mas de 5.000 flavonoides®?, entre los que se pueden

destacar:

» Citroflavonoides: quercitina, hesperidina, rutina, naranjina vy
limoneno. La quercitina es un flavonoide amarillo-verdoso presente en
cebollas, manzanas, brécoles, cerezas, uvas o repollo rojo. La
hesperidina se encuentra en los hollejos de las naranjas y limones. La
naranjina da el sabor amargo a frutas como la naranja, limén y toronja,
y el limoneno se ha aislado del limén y la lima.

» Flavonoides de la soja o isoflavonoides: estan presentes en los
alimentos con soja tales como porotos, tofu, leche, proteina vegetal
texturizada, harina, miso. Los dos mas conocidos son la genisteina y
la daidzeina.

» Proantocianidinas: se localizan en las semillas de uva, vino tinto y
extracto de corteza del pino marino.

» Antocianidinas: son pigmentos vegetales responsables de los

colores rojo y rojo-azulado de las cerezas.
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> Acido elagico: es un flavonoide que se encuentra en frutas como la
uva y en verduras.

» Catequina: el té verde y negro son buenas fuentes.

» Kaemferol: aparece en puerros, brécoles, rabano, endibias y

remolacha roja.

2.11.3 Actividad bactericida
La actividad antimicrobiana de distintas especies de plantas ha sido

relacionada con la presencia de flavonoides, terpenoides y taninos.

Los flavonoides tienen actividad antibacteriana, como crisina que ha
demostrado actividad bacteriostatica contra diferentes bacterias Gram
negativas como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Otros
flavonoides como luteolina y apigenina han mostrado efectividad contra
bacterias Gram negativas como Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumonia,
Proteus mirabilis, E. coli, P. aeruginosa, y Proteus vulgaris®®. Ademas, los
flavonoides poseen un comportamiento potencializador y sinérgico al
combinarse con agentes antimicrobianos®. También, los flavonoides como
miricetina o quercetina han demostrado su capacidad de inhibir el
crecimiento de bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus
resistentes a la meticilina y con miricetina se ha encontrado efectividad

contra Enterococcus resistentes a vancomicina °°.

Actuan como compuestos antimicrobianos de pequefio peso molecular o
como metabolitos de estrés bioldgico. Inhiben la germinacion de esporas de

hongos y causan dafio a los sistemas de membrana®*.

20
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2.12 Efecto de flavonoides y Enterococcus faecalis.

Diferentes estudios cientificos realizados con extractos de Combretum
erythrophylum demostraron actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas y se aislaron los compuestos activos por
fraccionamiento bioguiado, que fueron los flavonoides: apigenina;
genkwanina; 5-hidroxi-7, 4’-dimetoxiflavona, ramnocitrina, canferol,
quercetina-5, 3’-dimetileter y ramnazina. Todos los flavonoides aislados
demostraron tener buena actividad contra Vibrio cholerae y Enterococcus

faecalis, con valores en el rango de 25-50 ug/mi®®.

2.12.1 Quercetina
Es un flavonol (Fig. 2), que se ha encontrado en las cebollas, tomates y

miel®’, ha demostrado tener una potente actividad antibacteriana contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, and

Enterococcus faecalis®®.

Asi mismo, Mirzoeva et al.’®, demostraron que quercetina y naringenina
incrementan la permeabilidad y disipan el potencial de la membrana
bacteriana (fuerza motriz de protones), disminuyendo la resistencia
bacteriana a los antibioticos. Estos flavonoides también inhibieron la

motilidad bacteriana.

OH O

Figura 2. Estructura quimica de Quercetina. 57
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2.12.2 Morina
Es un flavonol (Fig.3) que se ha podido aislar de las hojas de la guayaba

(Psidium guajava) y de la almendra, de color amarillo ¢°. Se ha documentado
su potencial antibacterial sobre diferentes bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas®’ 62,63,

Figura 3. Estructura quimica de Morina (2’,3,4,5,7-Pentahydroxyflavone). 60

2.12.3 Naringina

Es una de los mas comunes flavononas glicosiladas (Fig.4), encontradas en
la cascara de algunas frutas citricas y se puede obtener de residuos de
citricos indrustrializados®*. Aunque existen muchos articulos que reportan las
propiedades benéficas de este componente en la salud humana, existen
pocos articulos en los que especificamente se estudia las propiedades
antibacterianas de naringina . A pesar de esto se ha demostrado que

naringina tiene actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas ©°.
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Figura 4. Estructura quimica de Naringina. 64
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Enterococcus faecalis constituye un patdégeno oportunista en pacientes
ancianos e inmunocomprometidos, ademas los factores de virulencia que
posee incrementan la patogenicidad de este microorganismo, por lo que
constituye un serio peligro para la salud pues se ha convertido segun la
National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS), en la tercera causa mas

frecuente de infecciones nosocomiales.

Ademas, la ciencia de la microbiologia bucal ha identificado numerosas
especies de microorganismos que promueven el desarrollo de las infecciones
endodonticas, bien sea primarias o persistentes, como Enterococcus faecalis,
el cual es un microorganismo predominante en las infecciones endodénticas
persistentes, capaz de sobrevivir en ambientes con poca cantidad de
oxigeno y nutrientes, de formar biopeliculas entre microorganismos de su
misma especie o con otros microorganismos y de sobrevivir frente a distintos

protocolos de medicacién intraconducto.

Aunado a esto, los actuales enterococcus son resistentes a una gran
cantidad de antibidticos: [B-lactamicos, aminoglucosidos, macrélidos,
quinolonas, tetraciclinas y vancomicina, éste ultimo es un antibidtico que ha
sido usado para tratar las infecciones causadas por cocos grampositivos, lo

que ha generado crecientes tasas de mortalidad en pacientes hospitalizados.

Dicha resistencia a los antimicrobianos limita las opciones terapéuticas de las
que puede hacer uso el odontdlogo en pacientes inmunocomprometidos o
ciertos casos donde una vez que el clinico ha terminado el tratamiento de
conductos, la infeccion persiste y con el fin de evitar exacerbaciones o
agudizaciones sistémicas a partir de infecciones en boca, hace uso de

antimicrobianos poco efectivos.
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Por este motivo ¢ Los flavonoides pueden ser una alternativa terapéutica en
las infecciones intrarradiculares? ¢ Los flavonoides son capaces de inhibir el
crecimiento de Enterococcus faecalis? ¢Qué tipo de flavonoides inhiben en

mayor o menor proporcién a Enterococcus faecalis?

4. JUSTIFICACION

El hecho de que el clinico no puede determinar la presencia de biofilms en un
caso en particular, hace necesario encontrar nuevas sustancias
antimicrobianas para el area Odontolégica, que propicien un tratamiento
eficaz ante infecciones generadas por Enterococcus faecalis, con el fin de
que le permita al Cirujano Dentista resolver las afecciones de ésta indole que
se le presenten en el ejercicio profesional, asi como reestablecer la salud

oral en el individuo que presenta la afeccion.

La evaluacion in vitro de la accion de los flavonoides permitird obtener un
mayor conocimiento de éstos, sobre la formacion de biofilm generado por

Enterococcus faecalis.

5. OBJETIVOS

5.1 General
Determinar el efecto de los flavonoides en la inhibicion del crecimiento de

Enterococcus faecalis.

5.2 Especificos
e Determinar el perfil de sensibilidad que presenta Enterococcus faecalis

ante los flavonoides quecertina, morina, naringina, Q + My Q + N
mediante la prueba de Kirby-Bauer.
e Caracterizar condiciones de crecimiento de biofilm.

e Determinar tiempo de crecimiento de biofilm.
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e Determinar dosis efectivas de accidon de flavonoides sobre el

crecimiento del biofilm de E.faecalis.

6. MATERIAL Y METODO
e Equipo: Mechero Bunsen, estufa de cultivo a 35°C, bafo termo

regulado a 35°C, refrigerador de 2-8°C, congelador a -14°C o menor,
vortex.

e Material: Asa de inoculacion, tubos de ensayo estériles, hisopos
estériles, pinzas estériles, regla graduada en mm, discos.

¢ Reactivos: Caldo BHI en tubos con 5 mL, agar BHI en placas Petri

con 25 mL.

6.1 Medios de cultivo

6.1.1 Agar BHI

Se utilizd6 agar BHI como medio, el cual se preparé de acuerdo con las
instrucciones de la casa manufacturadora (BD Bioxon) con pH 7.4 +/- 0.2.
Después se esterilizd en autoclave a una temperatura de 121 °C por 25
minutos. Luego se mantuvo en bafio maria hasta que la temperatura fuera de
48-50°C. Posteriormente se distribuy6 el medio en cantidad aproximada de
25 mL. en cada caja de Petri de 15 x 100 mL, estériles. Se dejo solidificar y
se mantuvo a temperatura ambiente por un tiempo prudencial hasta que el

exceso de humedad se evaporo, luego se refrigero.

6.1.2 Caldo BHI
Se utilizé BHI, el cual se prepard de acuerdo con las instrucciones de la casa

manufacturadora (BD Bioxon) ajustado a pH 7.4 +/- 0.2. Se colocaron 4.5y 5
mL de medio en cada tubo de ensaye. Después se esterilizaron en autoclave
a una temperatura de 121 °C por 25 minutos. Luego se mantuvo a

temperatura ambiente por un tiempo prudencial y se refrigero.
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6.1.3 Agar sangre + Hemina y Vitamina K
Se prepard de acuerdo con las instrucciones de la casa manufacturadora

(BD Bioxon) ajustado a pH 7.3 +/- 0.2.y se anadié 5 ml de Hemina. Después
se esterilizd en autoclave a una temperatura de 121 °C por 25 minutos.
Luego se mantuvo en bafo maria durante 30 minutos hasta que la
temperatura fuera de 48-50°C. Posteriormente se anadieron 5 mL de
vitamina K y 25 mL de sangre de carnero desfibrinada los cuales se
mezclaron sobre una parrilla agitadora y finalmente se distribuyé el medio en
cantidad aproximada de 25 mL, en cada caja de Petri de 15 x 100 mL,
estériles. Se dejo solidificar y se mantuvo a temperatura ambiente por un
tiempo prudencial hasta que el exceso de humedad se evaporo, luego se

refrigero.

6.1.4 TSB
Se preparé de acuerdo a las instrucciones de la casa manufacturadora

(DIFCO) con pH 7.3 +/- 0.2. Después se esterilizé en autoclave a una
temperatura de 121 °C por 25 minutos. Luego se mantuvo en bafio maria
durante 30 minutos. Posteriormente se mantuvo a temperatura ambiente por
un tiempo prudencial hasta que el exceso de humedad se evaporo, luego se

refrigero.
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6.2 Preparacioén de flavonoides

6.2.1 Quercetina

Se pes6 1 mg de Quercetina disuelto en 700 yL de DMSO y aforado con
agua destilada a 1 mL. NOTA: para el experimento de 24 pozos se tomé un
volumen de 10pL del stock de quercetina para llegar a una concentracion

final de 10 pg/mL en cada pozo.

6.2.2 Morina
Se peso6 1 mg de Morina disuelta en 500 yL de DMSO y aforado con agua

destilada a 1 mL.

Se tomaron 500 yL de Morina 1 mg/mL disuelta en 250 yL de DMSO vy
aforado con agua destilada a 1 mL. NOTA: para el experimento de 24 pozos
se tomd un volumen de 10pL de la primera dilucion de morina (500 pg/mL)

para obtener una concentracion final de 5 ug/mL en cada pozo.

6.2.3 Naringina
Se pesd 30 mg de Naringina disuelta en 500 yL de DMSO vy aforado con

agua destilada a 1 mL. NOTA: para el experimento de 24 pozos se tomo un
volumen de 10uL del stock de naringina para llegar a una concentracion final

de 300 pg/mL en cada pozo.

6.2.4 Quercetina + Morina (Q+M)
Se tomaron 500 pL de Quercetina (1 mg/mL) disuelto en 500 yL de Morina (1

mg/ml). NOTA: para el experimento de 24 pozos se tom6 un volumen de 10
ML de la mezcla Q+M para llegar a una concentracion de 10 pg/mL en cada

pOZO.

6.2.5 Quercetina + Naringina (Q+N)
Se tomaron 500 yL de Quercetina (10 mg/ml) disuelto en 500 yL de Morina

(10 mg/mL). NOTA: para el experimento de 24 pozos se tomo un volumen de
10 pL de la mezcla Q+N para llegar a una concentracion de 100 ug/mL en

cada pozo.
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6.3 Preparacion de cultivo puro o aislamiento primario

En una placa de agar sangre se sembro E. faecalis, mediante el método de

estriado (Fig 5) y se incubé durante 24 horas a 37 °C.

primary streak secondary streak repeat streaking twice
‘]
)
- —» )—b >
Sterilize loop Sterilize loop
by flaming by flaming

single colonies

Figura 5. Siembra de la bacteria para obtener colonias aisladas de
Enterococcus faecalis. A) La placa de agar fue rayada usando un asa de alambre
esterilizada en una flama y fue enfriada al tocar la superficie del agar antes y
después de hacer contacto con la bacteria. Las colonias pueden ser aisladas
mediante repetidas rayas. B) Colonias aisladas después de 24 hrs.

6.4 Preparacion de la solucion stock

Se seleccion6 1 a 2 colonias del microorganismo en estudio, a partir del
cultivo puro. Se transfirieron estas colonias, simplemente tocando la parte
superior de cada una con asa bacteriolégica a un tubo con 5 mL de caldo
estéril de BHI. Posteriormente se incubo este cultivo a 35°C, por un tiempo
de 24 horas hasta que se
produjo un crecimiento

moderado (Fig.6).

ﬂ
||
Inoculacidn [Ilncubm:mn i }

Figura 6. Seleccion de colonia

aislada y transferencia de ésta a caldo BHI estéril.
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6.5 Método de Kirby-Bauer

6.5.1 Siembra de la muestra

El microorganismo se inoculé6 mediante técnica de siembra masiva en la
superficie de una placa de agar, al tomar 5 yl del inoculo mediante la ayuda
de una micropipeta, y depositarse sobre el agar. Asi se sembré el in6culo
uniformemente sobre la superficie del medio con un aplicador distribuyéndolo
en 6 direcciones distintas. Luego de permitir que la superficie del medio
sembrado se secara durante 5-20 minutos, manteniendo la caja con la tapa
cerrada. Después se colocaron discos sobre la superficie del agar
previamente impregnados con flavonoides: Quercetina (1 mg/mL), Morina
(500 pg/mL), Naringina (30 mg/mL), Quercetina con Morina (1 mg/mL),
Quercetina con Naringina (10 mg/mL), con pinzas estériles; con éstas, se
presionaron los discos ligeramente sobre el agar para asegurar un contacto
uniforme. Se colocaron 6 discos en la periferia, dejando entre disco y disco
un espacio uniforme (aproximadamente de 2 cm.); para evitar que las zonas
de inhibicion quedaran imbricadas. Las placas se incubaron por 24 horas a
35- 37°C. Posterior al tiempo de incubacién se mide los halos de inhibicién

con un vernier (Fig.7).

| "
e £} O o ©
5 ) # > o © A e
i/"u T = & & j ‘:{> i-;r—j‘/;; % M——
I 1 TTH w
e # J \E/mcubacic‘m —
I~
1 g
SEs et Colocacion Medida de halos
IEEEE de discos

Figura 7. Método Kirby-Bauer. Se realiza una siembra masiva de la bacteria sobre agar
BHI, a continuaciéon, se colocaron discos de papel filtro, impregnados con las
concentraciones especificas de los flavonoides. Se incuba la placa durante 24 horas a 37 °C
y posteriormente se observan resultados de inhibicién, con la ayuda de una regla-Vernier se
mide el didmetro de la inhibicion.
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6.6 Macrodilucion y conteo bacteriano

A partir de la preparacion del stock se realizaron 7 diluciones, para lo cual se
tomd 0.5 mL de la soluciéon stock, se transfirid a otro tubo con 4.5 ml de BHI
estéril, se agito y se tomaron 0.5 mL de esta ultima mezcla y se transfirié a
otro tubo, asi sucesivamente hasta completar 7 tubos, a partir de las ultimas
3 diluciones se tomaron 10 y 25 uL y se depositaron sobre agar BHI para
realizar una siembra masiva, los tubos y las placas se guardaron durante 24

horas a 37°C en jarra de anaerobiosis. (Fig.8).

0.5 mi 05 mi 03mi 0.5 mi 05 mi 0.5 mi 0.5 mi

(M M M M M MY

Stock

1 R [ 10~¥ 1074 1075 i0-® 10~7

DOOO

L )
25p1  10pl 25pl  10pl 25p1  10pl

Figura 8. Macrodilucién a partir de la solucién stock de E. faecalis.

Se tomaron 500 pl del stock de E.faecalis y se diluyeron en un tubo con 4.5 ml de medio
BHI y se agito con vortex, esto se repitié hasta completar 7 diluciones, posteriormente
se realizaron las siembras correspondientes a las tres ultimas diluciones.

6.7 Curso temporal para la formacion de biofilm

En una placa de 24 pozos estéril, se colocaron 1000 yL de TSB en cada
pozo, y 150, 000, 000 de bacterias de E. faecalis a la hora determinada para
cada columna hasta completar 24 horas, se colocé al inicio un TO como
control. Después de 24 horas se succiono el medio de la caja y se realizaron

de 1-3 lavados con PBS. Luego se colocd en cada pozo 500 ul de formalina
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al 10% durante 10 min. Luego se succiond la formalina y se tifié con 500 pl
de cristal violeta al 0.1% durante 30 min. Posteriormente se succioné el
cristal violeta y se colocé acido acético al 33%. Finalmente se leyeron las
densidades colorimétricas de cada pozo, mediante el método de turbidez, a

una densidad 6ptica de 600 nm (Fig.9).

Figura 9. Placas de 24 pozos para la formacion de biofilm.
Se agrega 150, 000,000 de bacterias en 1 mL de medio TSB durante el tiempo
determinado para cada columna. Después se procesa la placa para tedir y poder medir
la densidad dptica.

6.8 Ensayo de viabilidad celular

En una placa de 96 pozos estéril, se mezclaron 9600 uL de medio TSB a pH
7 y 150, 000, 000 de bacterias de E. faecalis, de ésta mezcla se colocaron
100 pl en cada pozo y también se coloco en la placa un control con DMSO
(20uL) correspondiente a cada hora de tratamiento. Se trataron a 24, 48 y 72
horas. Con los flavonoides correspondientes. Después de completadas las
72 horas., se succiond el medio de la caja y se realizaron de 1-3 lavados con
PBS, el cual previamente se prepar6é con 0.0025 gramos de MTT (Bromuro
de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazdlico) disueltos en 1 mL de PBS en
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un eppendorf estéril y después se colocé en cada pozo 50 uL de la mezcla
de MTT (1 mL) con medio TSB a pH 7 (4.8 mL). Posteriormente se dejaron
pasar 4 horas y pasado éste tiempo se elimindé el medio, finalmente se
colocaron 100 pl de isopropanol acido disolviéndolo correctamente en cada

pozo y se ley6 a una densidad 6ptica de 550 nm (Fig. 10).
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Figura 10. Placas de 96 pozos para la viabilidad celular.

De la mezcla de bacteria y medio TSB se toman 100 plL para cada pozo. Después de 24,
48y 72 horas se trata cada pozo con el flavonoide correspondiente. Se colocan 2
controles de DMSO correspondientes a 24, 48 y 72 hrs. Cumplido el tiempo se procesa
la placa para teiir y poder medir la densidad dptica.
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6.9 Tipo de estudio
Experimental

6.10 Poblacién de estudio y muestra
Cepas de Enterococus faecalis cultivadas en el Cepario de Bioquimica,

UNAM.
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6.11 Criterios de inclusion

Cultivo puro y un inoculo estandarizado

Medio de crecimiento: Brain Heart Infusion (BHI) Agar

Morfologia microscépica: cocos gram-positivos pigmentados de color
morado

pH proporcionado por el agar: 7.2-7.4

Atmosfera de incubacién: jarra con vela que genere una concentracion
de COz2 de alrededor del 3%

Temperatura de incubacién: 35 °C en estufa de incubacidn
humidificada

Duracion de la incubacion: 24 hrs.

Concentraciones de flavonoides para biofilm de E.faecalis: quecertina
(10 pg/mL), morina (5 pug/mL), naringina (300 ug/mL), Q + M (5y 5
pg/mL)y Q + N (50 y 50 pg/mL).

6.12 Criterios de exclusidon

Inoculo mixto

Agar demasiado grueso o demasiado delgado
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Variable

Conceptualizacion

Operacionalizacion

Flavonoide

(independiente)

Los flavonoides son compuestos
de bajo peso molecular que
comparten un esqueleto comun
(C6-C3-C6),

compuesto por dos anillos de

de difenilpiranos

fenilos (A y B) ligados a través de
un anillo C de pirano

(heterociclico).

Se determinara el
porcentaje de actividad
antimicrobiana que
logra cada flavonoide

sobre E.faecalis.

Enterococcus
faecalis

(dependiente)

Son bacterias Gram positivas,
anaerobias facultativas, que
habitan en el interior del tracto
gastrointestinal de gran variedad
de organismos, incluyendo al

hombre. Pueden encontrarse

también en el tracto genitourinario
Han sido

y en la saliva.

identificados como patégenos

oportunistas para los humanos,
diferentes

pudiendo causar

enfermedades

Se determinara como

cepa bacteriana
resistente o) no
resistente.
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7. RESULTADOS
7.1 Efecto de los flavonoides en el crecimiento de E. faecalis.

Después de incubar 150, 000, 000 de bacterias por 24 horas encontramos
que se observo crecimiento bacteriano adecuado. Inhibicion: 0.9 y 0.8 mm
con Quercetina (1mg/mL), 0.8 mm con Morina (500 pg/mL), 0.9 mm con
Naringina (30mg/mL), 0.8 mm con Quercetina y Morina (1mg/mL), 0.8 mm
con Quercetina y Naringina (10 mg/mL) y 0.8 mm con Amp 4 mg/ml.
Quercetina inhibié en mayor proporcién el crecimiento de Enterococcous
faecalis. (Fig.11).

A) B) B3 10mamL
B3 1 mgmL
Em 30 magmL
Em 500 giml
10- B 1 moil
. 081 e
H 2
e 081 2
3 04 =
£ =
c
= 024 E:
0.0-

Quercetina Morina MNaringina Q+M Q+N
Effect of flavonoids

Figura 11. Efecto de Quercetina, Naringina, Morina y su combinacion.
A) Siembra masiva con hisopo de la cepa E. faecalis en agar BHI. Se colocaron discos
impregnados con el flavonoide correspondiente a cada concentracion. El control negativo
fue DMSO al 50%. El control positivo fue Ampicilina con 4 mg/ml. Se trataron con
quercetina, morina, naringina y quercetina + morina (Q+M) y con quercetina + naringina
(Q+N). La incubacion en jarra de anaerobiosis a 37°C por 24 hrs B) Analisis grafico de la
inhibicion de crecimiento. El experimento se realiz6 en tres diferentes ocasiones.
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Tabla 2. Inhibicion de flavonoides (mm)

Flavonoides Inhibicion (mm) M SEM

Quer 1 mg/mL 0.9
0.8
Mor 500 pl/mL 0.8
0.8
Nar 30 mg/mL 1
0.8
Q+M 1 mg/mL 09
0.8
Q+N 10mg/mL 0.9
0.9

7.2 Curso temporal para la formacion de biofilm sin sacarosa.

Después de 24 horas de incubacion de 150, 000, 000 de bacterias de
E.faecalis, por medio de un método colorimétrico se observdé un mayor
crecimiento de biofilm a las 2 horas, siendo mayor a 300%, lo que permitié
identificar el tiempo 6ptimo de crecimiento para la formacion de biofilm de
E.faecalis. (Fig.12).
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Figura 12. Curso temporal para la formacién de biofilm sin sacarosa.

A) Se utilizo una caja de 24 pozos estéril con 24 ml de medio TSB con 0.05 mg de sacarosa.
Se colocaron 1000 uL de TSB en cada pozo, y 150, 000,000 de bacterias de E. faecalis a la
hora determinada para cada columna. Se succiona el medio de la caja y se realizan de 1-3
lavados con PBS. Después se colocd en cada pozo 500 pL de formalina al 10% durante 10
min. Luego se succioné la formalina y se tifie con 500uL de safranina al 0.1% durante 30
min. Posteriormente se succiond la safranina y se coloca acido acético al 33%. Finalmente
se ley6 a una densidad optica de 492 nm. B) Curso temporal del crecimiento de E.faecalis
sin sacarosa, la maxima formacién se logra a las 2 horas.

7.3 Curso temporal para la formacion de biofilm con sacarosa.

Con base en los resultados mostrados en el curso temporal para la formacién
de biofilm sin sacarosa se adiciono 0.05 mg de sacarosa en el medio TSB.
Esta condicion mostro un incremento en el crecimiento de la bacteria E.
faecalis a las 12, 18 y 24 horas y se mostré un inicio en la formacion de
biofilm a las 2 horas mayor a 100%. (Fig.13). Asi se comparo la curva de
crecimiento generada sin sacarosa y con sacarosa para la formacion de
biofilm (Fig. 14).
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Figura 13. Curso temporal para la formacién de biofilm con sacarosa.

A) Se utilizd6 una caja de 24 pozos estéril con 24 mL de medio TSB con 0.05 mg de
sacarosa. Se colocaron 1000 uL de TSB en cada pozo, y 150, 000,000 de bacterias de E.
faecalis a la hora determinada para cada columna. Se succiona el medio de la caja y se
realizan de 1-3 lavados con PBS. Después se colocé en cada pozo 500 uL de formalina al
10% durante 10 min. Luego se succioné la formalina y se tifié con 500 uL de cristal violeta al
0.06% durante 30 min. Posteriormente se succiond el cristal violeta y se coloca acido acético
al 33%. Finalmente se ley6 a una densidad éptica de 600 nm. B) Curso temporal del efecto
de la sacarosa en el crecimiento de E. faecalis, la formacién de biofilm se logra formar a las
2 horas. El experimento fue realizado por triplicado.

400 -
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Figura 14. Curso temporal para la formacién de biofilm de E. faecalis con y sin

sacarosa.
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7.4 Efecto de safranina y cristal violeta sobre la formacion del biofilm de E.
faecalis.

Con base en los resultados mostrados en el curso temporal para la formacion
de biofilm con y sin sacarosa. Se tom6 como referencia 2 horas para la
formacion de biofilm con diferentes concentraciones de bacteria y se
comparé el efecto que tiene safranina y cristal violeta sobre la formacion de
biofilm (Fig. 15).
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Figura 15. Efecto de safranina y cristal violeta sobre la formacion de biofilm.

Se realizé el curso temporal para la formacion de biofilm, se colocaron distintas
concentraciones de E. faecalis expuestas al medio durante 2 horas y se tifieron mediante Ay
B) safranina, C y D) cristal violeta.
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7.5 Curso temporal para la formacion de biofilm de acuerdo al pH.

Con base en los resultados mostrados en el curso temporal para la formacion
de biofilm con 0.05mg de sacarosa se adiciono acido lactico en el medio TSB
para obtener diferentes pH’s. Esta condicion mostro después de 2 horas un
incremento en el crecimiento de la bacteria E. faecalis a pH 7 mayor a 300%.
(Fig. 16).
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Figura 16. Curso temporal para la formacion de biofilm de acuerdo al pH.

A) Se utiliza una caja de 24 pozos estéril y 24 mL de medio TSB con 0.05 mg de sacarosa y
acido lactico para obtener diferentes pH. Se colocaron 1000 yL de TSB en cada pozo, y 150,
000,000 de bacterias de E.faecalis y se dejan pasar 2 horas. Se colocé al inicio un TO como
control Se succion6 el medio de la caja y se realizaron de 1-3 lavados con PBS. Después se
colocé en cada pozo 500 yL de formalina al 10% durante 10 min. Luego se succioné la
formalina y se tind con 500 pL de cristal violeta al 0.06% durante 30 min. Posteriormente se
succion6 el cristal violeta y se colocd acido acético al 33% Finalmente se leyé a una
densidad 6ptica de 600 nm. B) Curso temporal para la formacién de biofilm de acuerdo al
pH, el mejor crecimiento se presenté a pH 7. El experimento fue realizado por triplicado.

7.6 Accion de flavonoides sobre el biofilm de E. faecalis.

Una vez identificadas las condiciones 6ptimas de crecimiento para E.faecalis,
se expuso la formacién de biofilms al tratamiento con flavonoides: quecertina
(10 pg/mL), morina (5 pg/mL), naringina (300 ug/mL), Q + M (5y 5 pg/mL) y
Q + N (50 y 50 pg/mL). Después de dos horas de incubacién mediante
espectofotometria de flujo se mostraron reducciones significativas en el

crecimiento del biofilm comparado con el biofilm no tratado. Las adiciones
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disminuyeron mayormente el biofilm: quercetina con naringina (Q+N) a 100
mg/ml menos del 100% y quercetina con morina (Q+M) a 10 mg/ml hasta el
100%. (Fig. 17).
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Figura 17. Accion de Quercetina, Naringina, Morina y su combinacion sobre biofilm

A) Se utiliza una caja de 24 pozos estéril y 24 mL de medio TSB con 0.05 mg de sacarosa y
acido lactico a pH7. Se colocaron 960 yL de TSB en cada pozo, y 150,000,000 de bacterias
de E. faecalis y se dejan pasar 2 horas. Se colocé al inicio un TO como control Se succioné
el medio de la caja y se realizaron de 1-3 lavados con PBS. Después se colocé en cada
pozo 500 pL de formalina al 10% durante 10 min. Luego se succiond la formalina y se tifd
con 500 pL de cristal violeta al 0.06% durante 30 min. Posteriormente se succiona el cristal
violeta y se colocé acido acético al 33% Finalmente se leyd a una densidad optica de 600
nm. B) Formacion de biofilm con tratamiento, La exposicion con Q+N 100 mg/ml y Q+M 10
mg/ml redujo en mayor proporcion el nimero de bacterias viables en comparacion con los
otros flavonoides y con el biofilm no tratado. El experimento fue realizado por triplicado.

7.7 Viabilidad celular (Ensayo MTT).

Una vez que se expusieron las bacterias a tratamiento con quecertina (10
pg/mL), morina (5 pg/mL), naringina (300 pg/mL), Q + M (5y 5 ug/mL) y Q +
N (50 y 50 yg/mL), se midié la densidad Optica y se detecté el mayor efecto
citotoxico con Q+M y Q+N a las 24 hrs. sobre E.faecalis, a las 48 y 72 horas
disminuyo el efecto citotoxico respectivamente, sin embargo la viabilidad
celular se mantuvo por debajo del basal. Por el contrario, quercetina, morina

y naringina ejercen menor efecto a las 24 horas, pero a las 48 y 72 horas
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muestran un mayor efecto de citotoxicidad en comparaciéon con las

combinaciones. (Fig. 18 y 19).
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Figura 18. Accion de Quercetina, Morina, Quercetina con Morina y Quercetina con
Naringina sobre biofilm.

A) En una placa de 96 se colocaron 100 pL de una mezcla de bacteria y medio TSB a pH7,
se coloco un control con DMSO (20 pL) correspondiente a cada hora de tratamiento. Se
trataron a 24, 48 y 72 hrs. con los flavonoides correspondientes y después de completado el
tiempo se succiono el medio de la placa, se realizaron 3 lavados con PBS y se colocé MTT
después de 4 horas se succiono el medio y se colocaron 100 yL de isopropanol
disolviéndolo correctamente en cada pozo. B) A las 24 horas Q+N 100 pg/ml ejercio el
mayor efecto inhibitorio sobre el biofilm de E.faecalis y a las 48 y 72 horas el efecto sobre la
bacteria disminuyo aumentando la formacién de biofilm sin que fuera mayor al control basal.
En general todos los flavonoides evaluados mostraron un efecto a las 24 horas y
disminucioén de dicho efecto a las 48 y 72 horas.
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Figura 19. Acciéon de Quercetina, Naringina, Quercetina con Morina y Quercetina con
Naringina sobre biofilm.

A) En una placa de 96 se colocaron 100 yL de una mezcla de bacteria y medio TSB a pH?7,
se coloco un control con DMSO (20 L) correspondiente a cada hora de tratamiento. Se
trataron a 24, 48 y 72 hrs. con los flavonoides correspondientes y después de completado el
tiempo se succiono el medio de la placa, se realizaron 3 lavados con PBS y se colocé MTT
después de 4 horas se succiono el medio y se colocaron 100 uL de isopropanol
disolviéndolo correctamente en cada pozo. B) A las 24 horas Q+N 100 ug/ml ejercio el
mayor efecto inhibitorio sobre el biofilm de E.faecalis y a las 48 y 72 horas el efecto sobre la
bacteria disminuyo aumentando la formacion de biofilm sin que fuera mayor al control basal.
En general todos los flavonoides evaluados mostraron un efecto a las 24 horas y
disminucién de dicho efecto a las 48 y 72 horas.
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8. DISCUSION

Para evaluar el efecto inhibitorio de quercetina, morina y naringina, asi como
sus combinaciones, se desarrollé el método descrito por Kirby-Bauer y cols.,
los cuales evaluaron la actividad antibacteriana mediante discos de papel
embebidos en el compuesto quimico a evaluar, los colocaron sobre una
superficie bacteriana y posteriormente midieron los halos de inhibicion 67 68,
Asi los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el mayor
efecto inhibitorio se logra con Naringina a 30 mg/mL. Combinando Naringina
con Quercetina a 10 mg/mL se observa un menor efecto inhibitorio,

obteniendo asi el menor efecto inhibitorio con Morina a 5 mg/mL.

También se evalud el efecto de las condiciones ambientales sobre la
formacion de biofilm, exponiendo a las colonias de E.faecalis a un medio
especifico, durante determinados tiempos ¢°. Se observo que la exposicion de
E.faecalis en un medio sin suplementos nutrimentales durante diferentes
periodos, hace que decrezca el curso temporal de formacién de biofilms de la
bacteria, lo que supone un estrés nutrimental bacteriano que lleva a la
muerte de la bacteria; por el contrario al exponer a la bacteria en un medio
con sacarosa se observa un aumento significativo en la produccion de

biofilm.

En el conducto radicular la existencia de carbohidratos disponibles para los
microorganismos, pueden ser provenientes de la dieta del hospedero, de las
relaciones interbacterianas o provenientes de las reservas nutricionales de
los microorganismos. Mediante el proceso de fermentacion de glucosa,
ocurre la degradacion de la molécula de glucosa promoviendo el desarrollo
de la bacteria, una vez que la camara pulpar esta expuesta a la cavidad

oral’®,
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A pesar de que en distintos estudios se han tenido las colonias de biofilm con
safranina, en bacterias Gram positvas, para realizar la contabilizaciéon de las
bacterias mediante un método espectofotometrico, existen trabajos en lo que
se ha empleado cristal violeta para tefir biofims de E.faecalis ya que éste

colorante se retiene con mayor facilidad en la capa de peptidoglicanos que

poseen este tipo de bacterias”.

Comparando los resultados de los dos tipos de colorantes se puede observar
que el uso de cristal violeta en las placas de 24 pozos permitido detectar un
mayor margen de lectura, con lo que se puede determinar que safranina es
un colorante de contraste, capaz de tefir a bacterias grampositivas y
negativas, sin embargo, cristal violeta es un colorante especifico para tefir

bacterias Gram positivas debido a la capa de peptidoglicanos.

Otro factor a evaluar fue el pH por lo que se expuso a la bacteria a pH 3, 4,
4.5, 6 y 7, dado que con frecuencia la boca esta expuesta a alimentos que
tienen un pH mucho mas bajo que el de la saliva, el cual oscila entre 6.7 y
7.5 72, en los resultados se observé un incremento en la formacion de biofilm

al aumentar el pH del medio. Se obtuvo la mayor cantidad de biofilm a pH 7.

E. faecalis es una bacteria frecuentemente aislada y recuperada en cultivos
de dientes que presentan fracasos endoddnticos, esto ocurre debido a la
resistencia a los efectos antibacterianos de multiples irrigantes y a la
medicacion intraconducto con Ca(OH)2, ya que expresa una bomba de eflujo
de protones, la cual se encarga de mantener a un pH 6ptimo el medio
citoplasmatico 73. Lo que hace suponer que el pH extracelular de la bacteria

sea menor a 9,6 y pueda desarrollarse 6ptimamente.

Una vez determinadas las condiciones Optimas de crecimiento del biofiim de

E. faecalis se procedié a exponer a la bacteria con los flavonoides”74.
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Se obtuvo un mayor efecto bactericida de Quercetina con Naringina a una
concentracion de 100 ug/ml, sin embargo, se esperaba que la combinacion
de quercetina con morina generara una mayor inhibicion ya que la
eliminacién de los biofilms de quercetina y morina individualmente generaron

un mayor efecto inhibitorio sobre E. faecalis en comparacion con naringina.

Probablemente este sinergismo entre quercetina y naringina puede deberse
a la unién de un enlace carbono-carbono en la posicion 6 del nucleo del
flavonoide con azucares (glucosa y manopiranosa) presente en la estructura
quimica de naringina. La presencia de azucares que posee naringina le
confiere una mayor solubilidad y polaridad, por lo que es moderadamente
soluble en solventes polares como: etanol, metanol, butanol, acetona,
DMSO, agua’®. Dicha propiedad le permitiria a naringina ingresar dentro del
biofilm bacteriano, llevando a quercetina dentro de la bacteria para que

ejerza su efecto bacteriostatico.

El realizar este tipo de experimentos ha permitido determinar las condiciones
para el crecimiento de Biofilm de E. faecalis; sin embargo, las condiciones
estaticas en las que se cultiva el biofilm no provee el suficiente suministro
continuo de nutrientes como en el organismo y por ende la incapacidad de
generar un biofilm maduro, lo cual es una desventaja que se presenta en
este estudio, pese a que se utilizd la mayor cantidad de condiciones

favorables para la formacion de bacteria.

Dado que en los resultados obtenidos en este trabajo se demuestra que la
mezcla de flavonoides posee una actividad favorable en la inhibicion de
biofilm y posterior muerte de la bacteria por efecto del flavonoide lo que
puede representar una alternativa viable para el tratamiento de las patologias

generadas por esta bacteria.

Aunque quercetina, morina, naringina, quercetina con morina y quercetina

con naringina fueron efectivas antimicrobianos contra el biofilm de E.faecalis,
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es necesario realizar investigaciones adicionales (in vivo) que permitan
determinar los efectos de éstos flavonoides en comparacion con los
desinfectantes actualmente usados en la terapia endoddntica como el

hidréxido de calcio e hipoclorito de sodio.

9. CONCLUSIONES
La capacidad de E. faecalis de formar biopeliculas (“biofilm”), es una

estrategia de supervivencia para esta bacteria debido a la proteccién que le
confiere la matriz de sustancias poliméricas extracelulares a éste patdgeno
contra los efectos de distintos antimicrobianos, lo que le ha permitido
sobrevivir a ciertas medicaciones intraconducto y a diversos protocolos de
irrigacion.

Se determind que las mejores condiciones de crecimiento de biofilm de
E.faecalis fueron con la adicién de sacarosa en el medio TSB y a pH 7

incubados en jarra de anaerobiosis durante 2 horas.

En orden decreciente: quercetina con naringina, quercetina con morina,
quercetina, morina y naringina, demostraron su accion antimicrobiana sobre
E.faecalis. Por lo que de acuerdo a estos resultados se demuestra que
dichos flavonoides pueden ser una alternativa viable para combatir el biofilm

de E.faecalis formado en los conductos radiculares.
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