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l. RESUMEN

Introduccion: Staphylococcus aureus (S. aureus) es una bacteria Gram positiva,
forma parte normal de la flora de los humanos, pero puede tornarse patdgena y
producir multiples enfermedades, entre ellas infecciones en la piel e inclusive
bacteriemia. La problematica global relacionada con S. aureus es que es un
patbgeno altamente resistente, especialmente a los beta-lactdmicos lo que llevé a
generar cepas resistentes a metilciina o MRSA (por sus siglas en inglés). La
resistencia a los farmacos de S. aureus aunado con su capacidad de formar biofilms,
ha llevado a esta bacteria a ser un problema global con altas tasas de morbi-
mortalidad y con gran dificultad para tratarla. Es por ello, que son necesarios
tratamientos nuevos, y una opcion podria ser la lactoferrina (LF) y sus péptidos
sintéticos derivados. Objetivo: Evaluar la actividad microbicida de lactoferrina bovina
y el péptido lactoferrina quimera en bacterias planctonicas y biofilms de
Staphylococcus aureus cepas ATCC y un aislado clinico resistente a antibioticos.
Materiales y Métodos: Se realizaron cinéticas de crecimiento en cepa ATCC 25923 y
MRSA, en presencia y ausencia de LF bovina (bLF) y LF quimera, adicionalmente; se
realizaron ensayos de union a la membrana (bLF y LF quimera en MRSA), y
microscopia electronica para ver dafios en S. aureus, y finalmente ensayos de
inclusion de ioduro de propidio para determinar la actividad bactericida de bLF y LF
guimera en bacterias planctonicas. En biofilms se realizaron ensayos de destruccion
establecidos durante 12 y 24 h y se trataron durante 5 h con bLF y LF quimera para
determinar la actividad anti-biofilm. Finalmente, se realizaron ensayos de sinergismo
en biofilms de MRSA, con bLF y ampicilina para determinar una posible actividad
sinérgica utilizando la formula FICI. Resultados: bLF inhibi6 el crecimiento en mas del
80% de cultivos ATCC de S. aureus, mientras que bLF y LF quimera inhibieron mas
del 60% de los cultivos de MRSA en estado plancténico. EI mecanismo de accion
para generar la actividad bactericida de bLF y LF quimera fue mediante la unién de la
membrana a MRSA, la desestabilizacion de esta; permitiendo cambios morfolégicos
y lisis de las bacterias. Respecto a los biofilms, solamente bLF present6 actividad
anti-biofilm en la cepa ATCC 25923, mientras que en los de MRSA ningun
tratamiento mostr6 actividad. Finalmente, en los ensayos de sinergismo, cinco
combinaciones de bLF con ampicilina mostraron sinergismo parcial en biofiims de
MRSA. Conclusiones: La actividad bactericida, anti-biofiims y de sinergismo que
mostré especialmente la bLF sobre ambas cepas de S. aureus la ubica como un
serio prospecto con potencial para la profilaxis y terapéutica para las infecciones
ocasionadas por S. aureus sensible o resistente a antibiéticos.

Palabras claves: S. aureus, MRSA, lactoferrina, LF quimera, biofilms, sinergismo.



ABSTRACT

Introduction: Staphylococcus aureus (S. aureus) is a Gram-positive bacterium, that is
normal part of the human flora, but it can become pathogenic and produce multiple
diseases, including skin infections, even bacteremia. The global problem related to S.
aureus is that it is a highly resistant pathogen, especially to beta lactams, which led to
the generation of strains resistant to methylcillin or MRSA. The resistance to drugs of
S. aureus, coupled with its ability to form biofilms, has led this bacterium to be a
global problem with high rates of morbidity and mortality and with great difficulty to
treat. That is why alternative treatments are necessary and one option could be
lactoferrin (LF) and its derivative synthetic peptides. Objective: To evaluate the
microbicidal activity of bovine Lactoferrin and Lactoferrin chimera peptide in
planktonic bacteria and biofilms of Staphylococcus aureus ATCC strains and a clinical
isolate resistant to antibiotics. Materials and Methods: Growth kinetics in strain ATCC
25923 and MRSA in the presence and absence of bovine LF (bLF) and chimera LF,
additionally, membrane binding assays (bLF and chimera LF with MRSA), structural
changes of S. aureus and propidium iodide inclusion assays were carried out to
determine the bactericidal activity of bLF and LF chimera in planktonic bacteria.
Biofilm destruction assays set for 12 and 24 h and treater for 5 h with bLF, LF
chimera were performed to determine anti-biofilm activity. Finally, synergism assays
in MRSA biofilms between bLF and ampicillin were carried out on the MRSA strain to
determine the synergistic activity using the FICI formula. Results: bLF inhibited the
growth of more than 80% of the S. aureus ATCC strain, while bLF and chimera LF
inhibited more than 60% of MRSA cultures in the planktonic state. The mechanism of
action to generate the bactericidal activity of bLF and LF chimera was through the
binding of the membrane to MRSA, the destabilization of this allowing morphological
changes and the lysis of the bacteria. Regarding the biofilms, only bLF showed anti-
biofilm activity in the biofilms of the ATCC 25923 strain, while in those of MRSA no
treatment showed activity. Finally, in synergism assays, five combinations of bLF with
ampicillin showed partial synergism in MRSA biofilms. Conclusions: The bactericidal,
anti-biofilm and synergistic activity that bLF especially showed on both strains of S.
aureus places it as a serious prospect as a complementary alternative for infections
caused by antibiotic-sensitive or resistant S. aureus.

Keywords: S. aureus, MRSA, lactoferrin, LF chimera, biofilms, synergism.



Il. MARCO TEORICO

A. Staphylococcus aureus

El cirujano escocés Alexander Ogston identificoO por primera vez en 1880 una
bacteria presente en el pus de heridas quirtrgicas de partes blandas. Debido a que
crecia en colonias parecidas a racimos, en 1982 este mismo cirujano las nombro
"Staphylococcus”, del griego "Staphylo”, que representa racimo de uvas (Pasachova

Garzén, Ramirez Martinez, & Mufioz Molina, 2019).

Para el afio de 1884, otro cirujano Anton J. Rosenbach identific6 dos linajes
de Staphylococcus vy las clasificé de acuerdo a las coloraciones observadas en las
colonias siendo Staphylococcus aureus, del latin "aurum" para el pigmento color oro
o dorado, y Staphylococcus albus (hoy Staphylococcus epidermidis), del latin "albus"
para el pigmento blanco (Pasachova Garzon et al., 2019). En 1940, el antibi6tico de
eleccion para tratar estas infecciones era la penicilina. No obstante, con el paso de
los afios y al uso desmedido de los antibidticos, algunas cepas adquirieron
resistencia no solo a la penicilina, sino también a la metilcilina y al grupo de los (-
lactAmicos; adicionalmente, se han identificado cepas con resistencia a macrolidos y
lincosamidas (Pasachova Garzén et al.,, 2019), incluso en algunos paises se ha
reportado resistencia al trimetoprima y a las sulfonamidas (Cervantes-Garcia, Garcia-
Gonzalez, & Salazar-Schettino, 2014) (Garcia, Gay, Fontanil, & Nieto, 2011).
Histéricamente, la resistencia a los antibiéticos ha sido una de las principales
caracteristicas de S. aureus, pero cuenta con multiples factores de virulencia que a

continuacion se discutiran.



S. aureus esta clasificada como un coco Gram positivo de 0.5 a 1 um de
diametro divididos en tres planos para formar grupos de células irregulares. En
extendidos de pus, se ha observado que los cocos aparecen solos, en pares, en
racimos, o en cadenas cortas (Cervantes-Garcia et al., 2014). La morfologia de esta
bacteria se caracteriza por formar colonias lisas, brillantes y convexas. Poseen un
pigmento interno de color amarillo-naranja a blanco porcelana o bien color dorado. La
mayoria de las cepas de S. aureus habitualmente son anaerobias facultativas por lo
gue puede crecer tanto en una atmasfera con o sin oxigeno, no presenta movilidad ni

forma capsula (Garcia et al., 2011).

Respecto a la bioquimica de este patdgeno, para su identificacion esta
bacteria es  hemolitico, catalasa y coagulasa positiva, fermenta glucosa, lactosa y
maltosa (Garcia et al., 2011). S. aureus forma parte de la microbiota de los seres
humanos encontrandose principalmente en piel, nasofaringe, pliegues inguinales y
area axilar (Castro-Orozco et al., 2010). Sin embargo, este patdgeno oportunista
cuando encuentra condiciones favorables causa infecciones en piel y tejidos blandos
(musculos, tendones, tejidos grasos, vasos sanguineos), invade incluso dispositivos
meédicos. Por tanto, también ha sido relevante en las enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA), como hemos mencionado anteriormente (Cheung, Bae, & Otto,

2021).



B. EPIDEMIOLOGIA DE S. aureus

Staphylococcus aureus es uno de los principales patdégenos causante de un gran
rango de infecciones clinicas a nivel mundial. Esta bacteria es responsable de
endocarditis infectiva, asi como también de infecciones en huesos, articulaciones,
tejido liso y a nivel pleuro-pulmonar, y en infecciones de dispositivos médicos tales

como catéteres, en procesos invasivos, etc. (Lakhundi & Zhang, 2018).

En las pasadas dos décadas hemos sido testigos de cambios importantes en la
epidemiologia de S. aureus, primero: el crecimiento de infecciones asociadas al
cuidado de la salud, en especial las endocarditis y las asociadas a dispositivos
meédicos, y segundo: el aumento en infecciones en tejido liso y piel adquiridas en la
comunidad causadas por cepas con factores de virulencia y resistencia a los

antibidticos B-lactdmicos, sobre todo a metilcilina (Lakhundi & Zhang, 2018).

Las infecciones por MRSA afectaban con més frecuencia a individuos en contacto
con instituciones sanitarias. No obstante, se ha reportado que, desde finales de la
década de los noventa, las infecciones por MRSA adquiridas en la comunidad han
llegado a ser habituales. En general, estas infecciones afectan a huéspedes inmuno-
competentes y su gravedad varia desde infecciones cutaneas superficiales y los
abscesos de tejidos blandos hasta la enfermedad invasiva, incluida neumonia

necrosante, piomiositis, osteomielitis, sepsis grave y la muerte (Garcia et al., 2011).

Segun uno de los reportes del centro National Nosocomial Infectious
Surveillance System (NNIS), en Estados Unidos de América se identificO a esta

bacteria en hospitales de tercer nivel, un incremento de la prevalencia de MRSA de
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un 4 % en 1980 hasta a un 55 % en 2001. Sin embargo, para algunos hospitales se
ha reportado una frecuencia de resistencia de hasta 80 % (Guo, Song, Sun, Wang, &
Wang, 2020). En Estados Unidos se ha estimado que el 1.5% de la poblacion esta
colonizada con MRSA, con incidencia de 20-30 casos por cada 100 000 habitantes
por bacteriemia ocasionada por este patdégeno (Laupland et al., 2013). Respecto a la
mortalidad, se ha demostrado que es tres veces mas frecuente en personas de 65
afos, siete veces mas frecuente en personas de 75 afios y 20 veces mas frecuente
en personas de 85 afios y mas. La tasa de mortalidad por MRSA puede llegar a ser

hasta del 30% (Chang et al., 2003).

Respecto a otros paises, en Colombia se realiz6 una investigacion de
prevalencia de S. aureus metilcilina resistente en nifios escolares de Cartagena en el
afio 2010, donde se determind una prevalencia de colonizacion de MRSA en nifios

desde el 9 al 31% entre (media 24 %) (Castro-Orozco et al., 2010).

En México, la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE) notifico
que los porcentajes de mortalidad entre pacientes infectados con S. aureus varian
entre 5 a 70% y que los porcentajes de mortalidad atribuibles pueden ser elevados
hasta un 50 % (Ponce-de-Leo6n et al.,, 2010). Es importante mencionar que estos
elevados numeros de incidencia, prevalencia y mortalidad de S. aureus es debido a
gue cuenta con multiples factores de virulencia para evadir el sistema inmune,

colonizar y generar dafo en el paciente, mismo que seran descritos a continuacion.



C. FACTORES DE VIRULENCIA

S. aureus es el principal agente etiologico causante de bacteriemia nosocomial
a nivel mundial, principalmente porque se ha vuelto resistencia a los antibiéticos, y a
la adquisicion de factores de patogenicidad, repercutiendo con ello en virulencia y del
patégeno. Ejemplo de ello es la gran variedad de proteinas las cuales pertenecen a
las moléculas de la matriz adhesiva (MSCRAMM), entre las cuales se encuentran las
proteinas de wunion a la fibronectina, proteinas de wuni6on al fibrindbgeno
(factor Clumping) y toxinas (a y B), presentes en la superficie de la bacteria cuya
funcién es la colonizacion e invasion celular al hospedero y favorecer la formacion de
biopeliculas (Pasachova Garzon et al., 2019). El conjunto de estos mecanismos de
patogenicidad y virulencia se encuentra intimamente relacionado con la capacidad de
S. aureus de persistir en el huésped y en el ambiente, contrarrestando factores
adversos tales como componentes del sistema inmune y a los antimicrobianos

(Beceiro, Tomas, & Bou, 2012; Lowy, 1998).

1. Componentes de la pared celular

La pared celular de S. aureus posee carbohidratos, asi como proteinas de
superficie involucradas en la adhesién de la bacteria a tejidos del hospedero
humano, en la Figura 1 se muestra la estructura clasica de la pared celular de una
bacteria Gram positiva. Cerca de 24 proteinas se encuentran en la pared celular de
S. aureus, siendo las mas importantes proteinas de unién a colageno (CBP),

fibrinbgeno (FbBP) y fibronectina (FNBP), entre otras (Pasachova Garzén et al.,



2019), las cuales seran descritas mas delante. La funcion de estas adhesinas de S.
aureus es obviamente facilitar la uniébn a componentes de las células del huésped;
por consiguiente, a los subendotelios y a los coagulos formados por fibrina,
finalizando entonces con el establecimiento de este patdgeno a los tejidos que

invade, paso crucial para la infeccion (Sutton et al., 2021).

2. Peptidoglicano

Un componente esencial y muy importante para la virulencia y patogenicidad
de S. aureus es el peptidoglicano, una matriz de polisacarido compuesta de
subunidades de N-acetilglucosamina (GIcNAc) y acido N-acetiimuramico (MurNac)
(Romaniuk & Cegelski, 2018). El peptidoglicano se puede describir como una cadena
de unién cruzada con puentes de pentaglicina, especificos de S. aureus. Ademas,
también tiene &cidos teicoicos, que son polimeros que contienen grupos fosfatos.
Algunos estan unidos al peptidoglicano y son secuencias de ribitol-fosfato, mientras
gue otros se unen a los lipidos de la membrana citoplasmica de S. aureus y son del
tipo glicerol-fosfato. Cabe aclarar que estas moléculas son distintivas de S. aureus,
pero estan presentes en diferentes formas en todos las especies del género (Du et
al., 2021). La funcion de este componente celular es darle la forma caracteristica a S.

aureus; adicionalmente, brindarle integridad a la bacteria en estrés osmaotico.



Capsula

Peptidoglucanos

Acido teicoicos

Proteina A

Membrana plasmatica

Citoplasma

Coagulasaligaday
otras proteinas

Figura 1. Estructura de la membrana de S. aureus. Se observa que la pared
bacteriana  contiene  tres componentes principales:  acidos  teicoicos, el
peptidoglicanos y la proteina A. El peptidoglicano, posee la cadena de union cruzada
con puentes de pentaglicina, especificos de S. aureus. Tomado y modificado de

Borraz, 2005.



3. Acidos teicoicos o polisacaridos A:

Los &cidos teicoicos de S. aureus se definen como polimeros de polialcohol (glicerol
o ribitol) unidos mediante enlaces fosfodiéster. Estos acidos se encuentran en la
pared celular de las Gram positivas, tales como especies de Clostridium,
Corynebacterium. Streptococcus, Bacillus, Listeria, y Staphylococcus, extendiéndose
sobre la superficie de la capa de peptidoglicano (Rohde, 2019). Estos polimeros de
fosfato especificos de especie se unen covalentemente al peptidoglicano de la pared
celular de las bacterias o bien a los lipidos de la membrana. Notablemente, este
componente es el mas abundante de la pared celular y participa en la unién de los
Staphylococus a las superficies de las mucosas a través de las proteinas
mencionadas anteriormente en el texto. Por lo tanto, estas moléculas tienen la
capacidad de inducir la produccion de anticuerpos, por otro lado cargan
negativamente la pared celular, participan en la estabilidad y arquitectura de la
estructura de la pared celular de estas bacterias (Visansirikul, Kolodziej, &

Demchenko, 2020).

4. Capsula externa o glucocalix

Algunas de las cepas de S. aureus se encuentran recubiertas de capsula mucoide,
ésta se forma principalmente por polisacaridos externos. Esta cubierta incrementa la
capacidad de adherencia al hospedero. Asi mismo, evita que sea reconocido y evada
el efecto fagocitico del sistema inmune (Hurtado, De la Parte, & Brito, 2002).
Actualmente son 11 los serotipos capsulares de S. aureus, de ellos, los que tienen
las capsulas mas gruesas son el 1 y el 2. No obstante; aparentemente este factor no

10


https://es.wikipedia.org/wiki/Pol%C3%ADmero
https://es.wikipedia.org/wiki/Glicerol
https://es.wikipedia.org/wiki/Ribitol
https://es.wikipedia.org/wiki/Enlace_fosfodi%C3%A9ster
https://es.wikipedia.org/wiki/Pared_celular
https://es.wikipedia.org/wiki/Gram-positiva
https://es.wikipedia.org/wiki/Clostridium
https://es.wikipedia.org/wiki/Corynebacterium
https://es.wikipedia.org/wiki/Streptococcus
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacillus
https://es.wikipedia.org/wiki/Listeria
https://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
https://es.wikipedia.org/wiki/Peptidoglicano

se asocia con enfermedad. Se ha sugerido que los serotipos 5 y 8 son los
responsables de la mayor parte de las infecciones en humanos, especificamente el

serotipo 5 se asocia a la mayoria de las cepas de MRSA (Visansirikul et al., 2020).

5. Proteinas de la superficie celular de S. aureus

Es importante mencionar que S. aureus contiene componentes de superficie
microbiana que reconocen componentes de la matriz extracelular. S. aureus forma
grumos en presencia de plasma, esta es una de las caracteristicas mas importantes
y merece una mencidén especial. Nuevamente, esta habilidad esta relacionada con
las proteinas de adhesion al fibrinégeno, ya que forman una especie de entramado o
red entre la bacteria y el fibrinbgeno del hospedero, lo que a su vez ocasiona
aglutinacion. La afinidad que presenta la proteina de union a fibrinbgeno es muy alta,
ya que aun cuando hay muy poca concentracion de fibrinégeno la aglutinaciéon o
grumos son visibles. Este factor esta dado por dos proteinas la CIfA y la CIfB. A
ambas proteinas se les ha vinculado directamente con la endocarditis invasiva
producida por S. aureus al unirse al fibrinGgeno presente en este sitio anatémico del
hospedero (Miller & Bassler, 2001). Asi como estas proteinas de superficie existen
otras proteinas que tienen funciones muy definidas en S. aureus, las cuales se

engloban en la Figura 2 y Cuadro 1.
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Figura 2. Proteinas de superficie de S. aureus. Tomado de (Camussone, 2013).
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Cuadro 1. Proteinas de superficie de S. aureus.

Proteina de superficie
de S. aureus

Funcién

Referencia

Factor de agrupamiento B
Proteina repetida de
aspartato de serina C

Proteina repetida de
aspartato de serina D

Proteina repetida de
aspartato de serina E

Proteina de union a
fibronectina Ay B

Proteina de unioén al
colageno

Proteina A

Proteina de superficie G
de S. aureus

IsdB

IsdH

Adhesion a células de las
fosas nasales y de la piel,
colonizacién. Evasion del
sistema inmune.
Adhesion y colonizacion a
células nasales.
Formacioén de biofilms.
Adhesion a células
nasales y evasion del
sistema inmune.
Evasion del sistema
inmune y degradacion del
C3b
Adhesion a la matriz
extracelular
Adhesion a los tejidos
ricos en colagenos,
evasion de la activacion
del complemento
Inhibe opsonizacion,
inflamacién y participa en
la infeccion endovascular
Adhesion a células
epiteliales, formacién de
biofilms.

Adquisicién y consumo de
hierro

Adquisicién y consumo de
hierro

(V. K. Ganesh et al., 2011)

(Feuillie et al., 2017)

(Corrigan, Miajlovic, &
Foster, 2009)

(Sharp et al., 2012)

(Bingham et al., 2008)

(Zong et al., 2005)

(Graille et al., 2000)

(Roche, Meehan, &
Foster, 2003)

(Zapotoczna, Jevnikar,
Miajlovic, Kos, & Foster,
2013)

(Visai et al., 2009)
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Adicionalmente, de todas las proteinas de superficie de S. aureus previamente
mencionadas para colonizar al huésped, ésta bacteria cuenta con otras proteinas
para provocar dafio en el huésped posteriormente a su colonizacion, entre ellas

estan las enzimas.

6. Enzimas

S. aureus produce varias enzimas, proteasas, lipasas y
hialuronidasas que destruyen tejidos. Estos productos bacterianos pueden facilitar la
diseminacién de la infeccion a los tejidos adyacentes, a pesar de que su papel en la

patogenicidad no esta bien definido.

S. aureus puede ejercer diferentes mecanismos para su subsistencia y
proteccion contra los antibioticos, la cual utilizan una serie de mecanismos llamados
de resistencia, que podemos resumir como inactivacion enzimatica del antibidtico,
mecanismo en la que la bacteria genera una sustancia (enzima) que altera o
destruye la estructura quimica de la molécula antibiética (ej. betalactamasas para los
antibidticos betalactamicos, aciltransferasas para los aminoglicosidos o cloranfenicol)

(Vestergaard, Frees, & Ingmer, 2019).

La R-lactamasa es una enzima que inactiva la penicilina. Las proteinas
fijadoras de penicilina son enzimas localizadas en la membrana citoplasmatica

implicadas en el ensamblaje de la pared bacteriana (Oteo & Belén Aracil, 2015).
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Resumiendo lo anterior, S. aureus genera acumulo de pus, a nivel localizado, no
obstante; puede diseminarse y establecer otros focos de infeccion mediante el
sistema vascular, pudiendo ocasionar cuadros de reaccién inmunologica severa,
shock por toxinas las cuales tienen el potencial de inducir una rapida respuesta
similar a un veneno. Por tanto; se describe con frecuencia en infecciones por S.
aureus cuadros focales como foliculitis, inflamacion como respuesta al acumulo de
pus (agua, leucocitos, tejido necrético) alrededor de foliculos pilosos, forunculosis,
gue es un area purulenta sobre el foliculo piloso y forma un saco de pus circundado
por células reclutadas después de la sefalizacion para la induccion de inflamacion; y
abscesos purulentos que compromete varios niveles de tejido incluso pudiendo llegar
a hueso, los que resultan sumamente dolorosos (Tong, Davis, Eichenberger, Holland,

& Fowler, 2015).

1) Catalasa

La catalasa es enzima de microorganismos que poseen citocromos, de hecho,
se encuentra en todos ellos. Las bacterias que sintetizan esta enzima hidrolizan
peréxido de hidrogeno en sitios acuosos y oxigeno gaseoso, que se libera en forma
de burbujas. Streptococcus y Staphylococcus que contienen catalasa y su comun
denominador es que son las principales causantes de las enfermedades de origen
infeccioso en el hombre y los animales. Ambos tipos de bacterias son clasificadas
como cocos Gram positivos. A pesar de que a menudo tienen diferente morfologia,

cuando se examina con un microscopio, a veces es dificil determinar si la infeccién
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es por Streptococcus o Staphylococcus después de la tincibn de Gram positivo (El

Haj, Lichtenberg, Nielsen, Bjarnsholt, & Jensen, 2021).

La importancia de la prueba de la catalasa hace que sea facil distinguir
entre Streptococcus y Staphylococcus, ya que Staphylococcus es catalasa positivo
y Streptococcus son catalasa negativo (El Haj et al., 2021). Para los investigadores la
catalasa es una de las enzimas involucradas en la destruccion del peroxido de
hidrogeno, el cual es un compuesto altamente toxico y generado en los procesos
metabdlicos de la célula. Estaenzimaen S. aureus es una proteina tetramérica
presentando grupos hemos y moléculas de NADPH en su estructura generado
durante el metabolismo celular, esto responde a la categoria de las oxidorreductasas
gue catalizan la descomposicidon del peroxido de hidrégeno en presencia de oxigeno
y agua. La catalasa también utiliza como cofactor al grupo hemo y al manganeso

(Céspedes Miranda, Hernandez Lantigua, & LI6piz Janer, 1996).

2) Coagulasa

La coagulasaes una enzima que como mencionamos anteriormente
es producida por varios microorganismos patégenos, ya que permite la conversion
del fibrindgeno en fibrina. Asi mismo, tiene utilidad en el laboratorio ya que se usa
para diferenciar entre diferentes cepas de Staphylococcus. Un resultado coagulasa
positivo indica que una muestra contiene S. aureus (McAdow, Missiakas, &

Schneewind, 2012). Por otro lado, la coagulasa reacciona con la protrombina en la
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sangre, dando lugar a un complejo llamado estafilotrombina. La funcién de este
complejo estad implicada en la conversion del fibrinogeno a fibrina, evento que
termina en la coagulacion de la sangre. La coagulasa representa un factor de
virulencia muy importante para esta bacteria, ya que actia como un activador de
protrombina que convierte el fibrinbgeno a fibrina, llevando alteraciones en la
coagulacion y por lo tanto a dafio en el hospedero (Crosby, Kwiecinski, & Horswill,

2016).

3) Hialuronidasa

La enzima hialuronidasa es la encarga de destruir el acido hialurénico y por lo
tanto le permite a Staphylococus su facil diseminacién en el hospedero. El gen que
codifica para esta enzima se encuentra en el cromosoma y al igual que en S. aureus
otras bacterias también contienen esta enzima, como es el caso de Streptococcus

pneumoniae (Ibberson et al., 2014).

Durante la colonizacién por S. aureus, la hialuronidasa rompe los acidos
hialurénicos del tejido conectivo, facilitando que las proteinas de S. aureus puedan
tener acceso facilmente en los tejidos y finalizar el proceso de colonizacién. De esta
manera, S. aureus también puede liberar otras enzimas y proteinas involucradas en

el dafio al hospedero.
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4) Penicilinasa

Las penicilinas son antibiéticos del grupo de los betalactamicos empleados en
el tratamiento de infecciones provocadas por bacterias S. aureus sensibles. Las
llamadas penicilinasa o B-lactamasa, permite la modificacion de las proteinas de
unién a penicilinas (PBPs), lo que lleva a la evasion del efecto de la penicilina en S.
aureus, convirtiendola en MRSA. Genéticamente, esta resistencia es debida a la
presencia del gen mecA,; la resistencia a las penicilinas es uno de los fendmenos
mas importantes de esta bacteria, tema que se complementara mas delante (Turner

et al., 2019).

5) Otras enzimas

S. aureus producen varias enzimas, dentro de las cuales se destacan las
proteasas, lipasas entre otras que destruyen tejidos. Estos productos bacterianos
pueden facilitar la diseminacion de la infeccion a los tejidos adyacentes. La mayoria
de las cepas de S. aureus, ademds sintetizan otras enzimas como nucleasas y
proteasas, las cuales destruyen los tejidos del hospedero, enzimas que hidrolizan los
acidos nucleicos y estafiloquinasas. Por otro lado, la fibrinolisina se encarga de
disolver los coagulos de fibrina. Las lipasas ayudan a la supervivencia de S. aureus
en regiones sebaceas y las nucleasas/DNasas, ayudan a esta bacteria a obtener

nucleodtidos (Tam & Torres, 2019).
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7. Toxinas

1) Hemolisina

La toxina hemolisina es un pequefio polipéptido de 3 kDa producido por la
gran mayoria de las cepas de S. aureus, también por Staphylococcus epidermidis
y Staphylococcus haemolyticus. Se produce en la fase de crecimiento tardio. HIyA es
un importante factor de virulencia producido por cepas uropatégenas de Escherichia
coli. Su expresién se correlaciona con una mayor severidad de las infecciones
producidas por estas cepas con mayor prevalencia de dafio renal y bacteriemia
(Mehmeti, Bytyqi, Muji, Nes, & Diep, 2017), se han identificado cuatro denominadas
alfa, beta, gamma y delta. Poseen capacidad hemolitica y citoliticas actuando sobre
determinadas células eucariotas del huésped como leucocitos, macréfago, plaquetas
y fibroblastos. La toxina alfa es la mejor estudiada. Parece intervenir en el desarrollo
de edema y dafio tisular como consecuencia de los cambios de permeabilidad
inducidos en las células endoteliales y los consiguientes cambios en el balance

i6nico (Zhang, Hu, & Rao, 2017).

2) Leucocidina de Panton-Valentine

La leucocidina de Panton-Valentine (por sus siglas: LPV) es una exotoxina
producida por diferentes cepas de S. aureus. Las infecciones por S. aureus con esta
exotoxina ocasiona infecciones rapidas y graves de partes blandas, provocando
neumonia necrosante. Esta toxina esta codificada por los genes LukS/LukF (Leistner

et al.,, 2022), y es sintetizada por el 2-3% de las cepas, estd compuesta por dos
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subunidades proteicas (la F y S), que se sintetizan independientemente, y actian en
forma sinérgica sobre las membranas fagociticas. Se une a los fosfolipidos de la
membrana de los leucocitos y macrofagos induciendo la formacion de poros que
destruyen la célula al alterar la permeabilidad celular. Es importante mencionar que
la LPV actia en la membrana externa de los leucocitos polimorfonucleares, los
monocitos y los macréfagos. Ambas subunidades inducen la apertura de los canales
de calcio y, en consecuencia; producen la liberacion de calcio y de mediadores

inflamatorios, lo que deriva en apoptosis y necrosis (Qu et al., 2022).

3) Toxinas exfoliativas o epidermoliticas

Las toxinas exfoliativas son enzimas que degradan residuos de serina. La
principal funcibn de estas proteinas es catalizar la destruccion de la
proteina desmogleina-1, proteina crucial en la adhesion de queratinocitos del estrato
granuloso en constituyente de la epidermis. Estas toxinas se relacionan
principalmente con el sindrome de piel escaldada por Staphylococcus, un proceso
secundario a la dermatitis exfoliativa ocasionado por estas enzimas. La prevalencia
de cepas productoras de estas toxinas varia geograficamente, pero generalmente es
inferior al 5-10%. Actlan destruyendo los desmosomas del estrato granuloso de la
epidermis, sin citolisis ni inflamacion, por lo que en la capa de la epidermis afectada

no se encuentran ni leucocitos ni Staphylococcus (Gismene et al., 2022).
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4) Enterotoxinas

La enterotoxina B estafilococica (EBE) es una exotoxina producida por S.
aureus. Es una de las toxinas responsables de intoxicacion alimentaria por
Staphylococcus en humanos, son producidas por el 30-50% de las cepas de s.
aureus. Se han descrito 8 serotipos de enterotoxinas estafilococicas (A, B, C, D, E,
G, H, 1) siendo el serotipo A el mas comun de todos ellos. Estas actian como un
antigeno, induciendo la liberacion de citosinas por macrofagos y linfocitos T. A bajas
concentraciones produce la extravasacion de las células endoteliales y a altas
concentraciones tiene efecto citotoxico. Tiene una transmisibilidad alta, La
enterotoxina B de S. aureus es altamente toxica y se puede adquirir por inhalacion e
ingestion. Debido a esto, podria ser administrada en los alimentos, en el agua o en
aerosol en bioterrorismo (Song et al., 2016). Por otro lado, son termoestables y
resistentes a las enzimas digestivas, siendo responsables de intoxicaciones
alimentarias con emesis y cuadros de enterocolitis, esta toxina se ha asociado al

sindrome de shock toxico (Yamasaki et al., 2021).

El sindrome de shock toxico (SST) es causado por bacterias cocoides
productoras de exotoxinas. Las cepas de S. aureus que producen la toxina TSS-
1 (TSST-1) o exotoxinas relacionadas y ciertas cepas de Streptococcus pyogenes
producen al menos 2 exotoxinas potencialmente mortales (Yamasaki et al., 2021).
Tienen un periodo de incubacién tras la ingestién, entre 4 y 10 h. No obstante, a
partir de que una persona se infecta con estas cepas, los sintomas generalmente

aparecen luego de 3 a 12 h. Las importantes tasas de morbilidad ocurren luego de la
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ingestion o la exposicidon a aerosoles. La morbilidad tan alta por infecciones con
estas cepas ocurre posteriormente de la inhalacion, y oscila entre el 50 % y el 80 %,
e inclusive un poco mas. Dependiendo de la dosis de toxinas ingeridas, seria la
severidad de los signos clinicos y sus consecuencias, asi como también dependera
de las vias de contagio. Por ejemplo, es mas severa y mortal la infeccién via
aerosoles comparada con la ingestion en personas infectadas en forma natural por

intoxicacion alimentaria (Bae et al., 2021).

D. PATOGENIA

S. aureus es una bacteria que lleva a cabo la invasion directa en la piel y
mucosas, es por ello que su localizacibn mas frecuente es en tejidos blandos.
Muchas de las infecciones por S. aureus inicia por una herida, o bien catéteres o
algun dispositivo médico. Por otro lado S. aureus al ser parte de la flora de los
humanos, no se puede descartar que ataque al paciente cuando este se encuentre
con el sistema inmune deprimido. El primer paso en la patogenia de esta bacteria es
la adhesion al huésped, pero esto no seria posible si mediante su capsula y algunas
proteinas de la superficie celular (que se citan en el Cuadro 1) evada la inmunidad
del paciente. Una vez evadiendo la inmunidad, S. aureus procede a colonizar al
huésped, para ello a través de sus enzimas hialuronidasa expone los receptores
superficiales de las células para que esta bacteria pueda colonizar. En este punto las
proteinas de superficie como lo son las proteinas repetidas de aspartato y serina

ayudan a la adhesién y colonizacion del huésped (Cheung et al., 2021).
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Colonizado el huésped, S. aureus comienza a liberar sus toxinas como
hemolisina y las otras previamente mencionadas. Este fenbmeno provocara dafio a
las células del huésped, ocasionando asi las enfermedades caracteristicas de esta
bacteria; por supuesto, depende de la localizacion de la bacteria es la enfermedad

gue estara ocasionando (Olarte et al., 2010).

La patogenia de esta bacteria no para en este punto, para esta bacteria no
basta con el dafio que realiza en un determinado tiempo, sino que S. aureus cuenta
con diversos mecanismos para persistir en el huésped y seguir ocasionado dafio de
manera cronica, entre ellos se encuentra la resistencia a los antibioticos y la

formacion de biofilms, temas que seran descritos a continuacion.

E. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

Las bacterias desarrollan al menos cuatro mecanismos para generar
resistencia a ellos, que son independientes entre si pero que pueden actuar
sinérgicamente: alteracion de las enzimas diana (PBPs), alteracion de la membrana
externa, producciébn de enzimas con capacidad de inactivar (betalactamasas) y
bombas de flujo para explosion de los antibiéticos, como lo muestra la Figura 3

(Castellano Gonzalez & Perozo-Mena, 2010).

Los investigadores Castellano y cols., (2017) colocan a S. aureus el cual es un

microorganismo que revierte la accion de los agentes antimicrobianos, adquiriendo o
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adaptandose a través de diferentes mecanismos a todos los antibiéticos disponibles
para la profilaxis o terapéutica de las infecciones que ocasiona. De los mecanismos
previamente mencionados, S. aureus se caracteriza por estos tres de ellos,
especificamente a los B-lactamicos: 1) resistencia mediada por enzimas (tales como
la penicilinasa o B-lactamasa) las cuales desactivan al antibiético; 2) resistencia
intrinseca, debido a la inactivacidon de los antibidticos y la modificacion de las

proteinas de union a penicilinas (PBPs) (Castellano Gonzalez & Perozo-Mena, 2010).

La resistencia a los p-lactdmicos es una de las principales caracteristicas de
S. aureus, de hecho, es por ello por lo que ha sido catalogada como una de las 10
bacterias mas peligrosas a nivel mundial segin la OMS, debido a esta resistencia. La
resistencia a este grupo de antibiéticos, especificamente a la metilcilina, ha llevado a
darle un nuevo nombre a este grupo de bacterias llamadas S. aureus resistente a

metilcilina 0 MRSA (por sus siglas en inglés)

F. RESISTENCIA A METILCILINA

Como un dato histérico se sefiala que la resistencia a las penicilinas aparecio
en la década de los 50°s, lo cual llevé a la generacién de nuevos antibioéticos como lo
son las cefalosporinas, penicilinas sintéticas, entre ellas la metilcilina. Un afio
después del lanzamiento de la metilcilina, se asilo el primer MRSA y en 1963 se
reporté el primer brote hospitalario, desde ese momento al dia de hoy se ha

reportado en todo el mundo este patdégeno (Liebowitz, 2009).
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Los mecanismos moleculares mediante el cual esta bacteria genera
resistencia a los B-lactdmicos es el siguiente: primeramente, la produccién de la
enzima B-lactamasa, también por la presencia de proteinas ligadas a la penicilina
(PBP por sus siglas en inglés) modificadas y finalmente, los fenomenos de tolerancia.
Sin embargo, hablando especificamente en la resistencia a metilcilina, S. aureus crea
una nueva proteina PBP (conocida como PBP2a o PBP2), la cual exhibe poca
afinidad a la metilcilina y otros B-lactamicos evadiendo asi el efecto del antibiético.
Desde el punto de vista genético, el gen mecA es el responsable de la resistencia a
metilcilina, la expresion de este gen depende de otros dos mas el mecR1, que regula
la transcripcion, y el mecl, que codifica la proteina represora, al intentar generar un
proceso catalitico en la membrana el antibi6tico, genera la activacion de mecA
(Peacock & Paterson, 2015). Sin embargo, la resistencia de esta bacteria no es
solamente por los mecanismos previamente mencionados, sino también por su

capacidad para formar biofilms o biopeliculas.
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Figura 3. Mecanismo bacteriano para generar resistencia a los antibiéticos.

26



G. BIOFILMS

Se han utilizado muchas definiciones diferentes para los biofiims o
biopeliculas. La mayoria define la biopelicula como una comunidad microbiana de
células que esta incrustada en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares
que han producido, la cual les brinda proteccion a las bacterias contra agentes
externos, ya sean antibioticos o células del sistema inmune. Algunos investigadores
restringen el término "biopelicula" a los agregados adheridos a una superficie, que
pueden ser bidticos o abioticos. Para otros, los agregados bacterianos que flotan
libremente también representan biopeliculas. Las células en una biopelicula
muestran caracteristicamente un fenotipo, con respecto al metabolismo, la
transcripcion de genes y la produccién de proteinas, que es diferente del que se

observa durante el crecimiento planctonico (Yin, Wang, Liu, & He, 2019).

El desarrollo de biopeliculas se ha estudiado exhaustivamente in vitro
utilizando muchas configuraciones y microorganismos diferentes. Comianmente, se
describe como un proceso de 3 etapas principales: adherencia o colonizacion,
proliferacion / maduracién y desprendimiento (dispersion) como se muestra en la
Figura 4. La adhesién que es la primera etapa de formacién de la biopelicula, en esta
etapa las bacterias emiten sefales para unirse y establecerse, las condiciones
ambientales como la temperatura, osmolaridad, pH, presencia de hierro y oxigeno,
son importantes para que se lleve a cabo este proceso entre las bacterias y la

superficie que desean colonizar. Por otro lado, también interviene la polaridad y las
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interacciones hidrofébicas presentandose una mayor unién en superficies rugosas e

hidrofébicas como el latex y el plastico (O'Toole, Kaplan, & Kolter, 2000).
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Figura 4. Formacién de biofilm. Un biofilm o biopelicula se constituye de
aproximadamente 15% de células y un 85% de matriz extracelular. Esta matriz
generalmente se forma por exopolisacaridos, que tiene canales por donde circulan

agua, enzimas, nutrientes, y residuos. Tomado de Lasa, ., y cols., (2005).
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En el caso de S. aureus, para que se lleve a cabo la primera etapa que es la
adhesion ya sea en superficie inerte o viva, intervienen las proteinas de superficie
(polisacarido/adhesinas capsulares PS/A), autolisinas y fibrillas poliméricas
extracelulares. No obstante, la funcion de estos compuestos no solamente es unirse
al huésped, sino también exponer los receptores del huésped para que se lleve a
cabo la unién, y a evadir los mecanismos de inmunidad del hospedero.
Generalmente después del proceso de adhesion, comienzan a formar los biofilms
mediante la produccion de exopolisacaridos (Solano, Echeverz, & Lasa, 2014). En
ésta etapa el polisacarido de adhesina intercelular (PIA) es catalizado por enzimas
del operdn ica, el cual posee los genes icaR (regulador) icaADBC (biosintéticos),
siendo el PIA un componente de suma importancia en los biofilms, junto con el DNA
extracelular (DNAe) quien le brinda estabilidad, soporte y es un medio de
comunicacién para los biofilms, adicionalmente se utiliza como una fuente de
carbono cuando los nutrimentos se encuentran escasos. Otros componente dentro
de los biofilms, son proteina solubles, lipidos, vesiculas provenientes del exterior de
las bacterias, en la Figura 5 se muestran los componentes de un biofilms (McCarthy

et al., 2015).

Una vez adheridas las bacterias al huésped, comienza la maduracién de la
biopelicula, donde hay crecimiento y division celular, las células resultantes se
diseminan por el lugar colonizado y forman una matriz extracelular (Lister & Horswill,
2014). La ultima etapa de formacion de la biopelicula es la separacion, ocurre

cuando el nicho se encuentra sobresaturado o escasean los nutrientes, por lo tanto
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es insuficiente y debido a esto, por medio de sefiales quimicas comienza el
desprendimiento de partes de la biopelicula bacteriana para colonizar nuevas

superficies (Lister & Horswill, 2014).

La formacion de biopeliculas in vivo esta sujeta a varios factores como lo son
las interacciones con las defensas innatas del huésped, ademas de la interaccion
con los antibiéticos durante la terapia con antibiéticos. Las defensas innatas del
huésped consisten principalmente en fagocitos, por neutrofilos y macréfagos, y
péptidos antimicrobianos (AMP), que forman parte de los mecanismos de destruccion
intracelular que emplean los fagocitos (Lister & Horswill, 2014). Se ha estimado que
las biopeliculas proporcionan una tolerancia entre 10 y 1000 veces mayor a los

efectos de los antibiéticos (Lister & Horswill, 2014).

La disminucion de la eficacia anti-biofilm de los antibiéticos se debe a la poca
penetracién y los cambios de las bacterias dentro de los biofilms. Por ejemplo, la
reducida actividad proliferativa y metabdlica de las bacterias en los biofilms las hace
mas tolerantes a los antibiéticos en general. Por ultimo, se ha demostrado que los
biofilms contienen mas células latentes llamadas "persistentes" que son resistentes a
los antibidticos, en comparacion con la mayoria de la poblacion bacteriana (Pang,
Raudonis, Glick, Lin, & Cheng, 2019). La formacion de los biofilms depende de un
mecanismo sumamente eficiente llamado Quorum sensing, encargado de censar el

ambiente y desencadenar la formacion de biofilms.
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Figura 5. Componentes de un biofilm. Los biofiims no solamente
estan compuestos por el exopolisacaridos, sino también por DNA
extracelular, proteinas solubles, lipidos, entro otros.
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1. Quorum sensing en S. aureus.

El sistema Quorum Sensing (QS) es la capacidad que tienen las bacterias en
estado planctonico para detectar otros miembros de la misma especie, asimismo
regular la expresion diferencial de genes. Esto implica la utilizacion de moléculas
intermediarias para la regularizacion de la expresion de genes, moléculas como
autoinductores los cuales se ven relacionados con la densidad y el numero de las

células (Warrier, Satyamoorthy, & Murali, 2021).

En el Quorum sensing (QS) de S. aureus participan el locus agr, el cual esta
constituido por RNAIlI y RNAIIl dependientes de dos promotores, el P2 y el P3. El
RNAII contiene 4 genes (agrB, agrD, agrC, y agrA), el gen agrB cumple funciones
tales como controlar la densidad bacteriana necesaria y ademas activa la
fosforilacidn. En consecuencia, este junto con el gen agrD estan implicados en la
produccion de autoinductores, que a su vez con la proteina agrC promueven la

transcripcion de RNAII'y RNAIII, Figura 6 (P. S. Ganesh et al., 2022).

El operén P2 codifica (a través de RNAII) el mecanismo de sefializacion, mientras
que la transcripcion del operon P3, RNAIII, actia como la molécula efectora del locus

agr (P. S. Ganesh et al., 2022).
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Figura 6. Sistemaregulador de genes accesorio (agr) en Staphylococcus. El
regulador genético accesorio (agr) sistema en Staphylococcus. El operén P2 codifica
(a través de RNAII) el mecanismo de sefalizacion, mientras que la transcripcion del
operén P3, RNAIIl, actia como la molécula efectora de la agr lugar. Se enumeran
reguladores adicionales de los genes de virulencia y respuesta de quorum, descritos
en el texto. Las vias reguladoras potenciales utilizadas por las sefiales ambientales

estan indicadas por las lineas rojas discontinuas. Tomado de J Clinlnvest. 2003.
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2. El sistema agr

El locus agr tiene un tamafio de 3.5 kb y consta de dos unidades RNAIl y
RNAIIl, cuya transcripcibn es impulsada por los promotores P2 y P3,
respectivamente. El intermediario sintetizado por el sistema arg para modular la
formacién de bioflms es llamado péptido autoinductor (PAI). EI PAI tiene 7-9
aminoacidos de longitud y contiene un anillo caracteristico de tiolactona entre la
cisteina localizada centralmente y el terminal C. El producto del gen agrB del
RNAII es una endopeptidasa transmembrana la cual se encarga de la introduccion de
la modificacion de tiolactona, la escision C-terminal y la exportacion de la PAl en el
medio extracelular (Massimi et al., 2002). Los genes agrC y agrA del RNAII codifican
un sistema de transduccion de sefiales de dos componentes que involucra un sensor
de histidina quinasa agrC, una proteina transmembrana que se fosforila tras la unién
de PAI, y su regulador de respuesta asociado-AgrA. Al ser activado por fosforilacion
dependiente de agrC, agrA se une a la region promotora P2 para RNAIl y a la region
promotora P3 para RNAIIIl. El evento final desencadena en el censo del medio
ambiente y la atraccion entre las bacterias para la adhesién y formacion de los

biofilms

La importancia del sistema agr en el QS radica en que este regula los factores
de virulencia S. aureus, por lo tanto, cualquier alteracion en este sistema puede
afectar la virulencia de este patdgeno (Azara et al., 2022; Derakhshan, Navidinia, &
Haghi, 2021). Como se menciond previamente, S. aureus sensible o resistente a los

beta-lactAmicos, cuenta con multiples herramientas para colonizar, atacar y persistir
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en el huésped. Los tratamientos actuales han perdido eficacia ante esta bacteria por
la resistencia que tienen en contra de los antibiéticos y la capacidad para formar
biofilms, es por ello por lo que soluciones alternativas son necesario. Recientemente,
las proteinas y péptidos con actividad antimicrobiana del sistema inmunolégico han
capturado la atencion de los investigadores para atacar las infecciones bacterianas,
dentro de estas opciones se encuentra la lactoferrina (LF) y sus péptidos sintéticos

derivados.

H. LACTOFERRINA

La LF es una glicoproteina multifuncional, considerada parte de la respuesta
inmune innata. En 1993, fue descrita por Sérensen, sin embargo, la glicoproteina no
fue estudiada a profundidad hasta que se aisl6 de la leche bovina (bLF) (Wang,
Timilsena, Blanch, & Adhikari, 2019). A partir de dichos estudios es que conocemos
su estructura, funcién y aplicaciones. Entre sus funciones se encuentra su actividad
microbiostética y su actividad microbicida de amplio espectro, también se le conocen
propiedades antitumorales, antioxidantes y nutricionales (Dierick, Vanrompay,

Devriendt, & Cox, 2021; Rascon-Cruz et al., 2021).

La LF es una glicoproteina monomérica con un peso molecular de 80 kDa,
compuesta por una cadena polipeptidica de 703 restos de aminoacidos. Fue

descubierta por primera vez hace mas de 60 afios y nombrada “la proteina roja de la
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leche” debido a su caracteristico color rojo intenso por la presencia de iones de Fe3*

(Lonnerdal & lyer, 1995; Nuijens, van Berkel, & Schanbacher, 1996).

La estructura tridimensional de la LF esta formada por dos dominios simétricos
(I6bulos N y C) o l6bulos conectados entre si por una region central o bisagra, como
lo muestra la Figura 7. Gracias a esta forma, la LF es capaz de unir una molécula de
hierro en cada I6bulo o (dos en total) (Wang et al., 2019). Estos I6bulos se
subdividen en dominios, N1 y N2 del extremo amino, y C1 y C2 del extremo
carboxilo. Existe un sitio fijador de hierro localizado en cada uno de los I6bulos N y
son idénticos entre si. La LF se puede encontrar en 2 isoformas, cuando se
encuentra libre de hierro es conocida como apo-lactoferrina, y cuando se encuentra
saturada con estos atomos es conocida como Holo-lactoferrina (Fleet, 1995;

Soboleva et al., 2019).
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Figura 7 Estructura de La lactoferrina. Tomado de Rodriguez, 2005.
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La LF se encuentra principalmente en el calostro y la leche de los mamiferos
tales como en bovino, ratén, camello, entre otros, ya que es sintetizada por la
glandula mamaria en respuesta de la hormona prolactina. Debido a que la
lactoferrina es producida por las células acinares y glandulas secretoras, la podemos
encontrar en las secreciones de mucosas, por ello es comun encontrarla en
secreciones pulmonares, vaginales y fluidos corporales como lagrimas, saliva y otras
(Masson, Heremans, & Prignot, 1965). Es importante mencionar que la LF también
es secretada por los granulos secundarios de los neutréfilos, ya que se sintetiza y
almacena en los granulos de estas células durante su transicion de promielocito a
mielocito. Es por ello que puede variar las concentraciones en plasma de la LF, de
manera fisiolégica tenemos 0.4-2.0 mg/L de LF en plasma, pero cuando el paciente
entra en un proceso infeccioso, los neutréfilos se activan y se desgranulan,
secretando LF en su forma libre (apo-lactoferrina) al torrente sanguineo y alcanza
niveles de hasta 200 mg/L (Levay & Viljoen, 1995). La concentraciéon de LF en
humano va de mayor a menor, en el calostro de (7-15 mg/ml), leche (1.2 mg/ml),
lagrimas (2.2 mg/ml), liquido seminal (0.44-1.92 mg/ml), moco vaginal (62.9-218
ug/mg de proteina), moco bronquial (28.7-41.7 ug/ml) y liquido amniotico (2-32

ug/ml) (Bullen, 1981).

Debido a sus caracteristicas estructurales, la LF cuenta con una gran cantidad
de funciones, por ello es conocida como una proteina multifuncional, entre ellas anti-
inflamatoria, inmunomodulador, regulador, regular génico, antitumoral, entre otros.
Un ejemplo de su actividad seria el siguiente: en el afio 2012, Zheng Y. y

colaboradores encontraron que la LF no soélo brinda proteccion contra el cancer, sino
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gue también ayuda a que no se lleve a cabo la metastasis (paso de células tumorales
via sanguinea a otros organos) (Zheng, Chen, Guo, Ma, & Li, 2010). También se ha
demostrado que la LF regula las células del sistema inmune (Sekine et al., 1997).
Una de las funciones mas recientes que se le ha atribuido a la LF, es su efecto en la
pandemia mas grande de estos dias, en la obesidad, donde juega un papel
importante en la activacion de lipolisis estimulada por receptores de lipoproteinas

(Ahmad et al., 2012).

Pero uno de los efectos mas importantes de la LF es el efecto microbicida. Se
ha reportado que la LF cuenta un importante efecto fungicida, viricida, parasiticida y
bactericida. EI mas importante es el ultimo mencionado y se ha demostrado contra
diferentes patdogenos como E. coli, S. aureus (Flores-Villasenor et al., 2010), V.
parahaemolyticus y V. choleare (Leon-Sicairos et al., 2009), entre otros. Para llevar a
cabo esto, se ha descrito que la LF presenta dos efectos importantes frente las
bacterias, uno de ellos es un efecto indirecto o también conocido como
bacteriostatico, el cual consiste en secuestrar el hierro existente en el medio, para
que las bacterias no lo puedan utilizar y asi cesar el crecimiento de estas dentro del
hospedero (Teraguchi, 1994). El segundo es un efecto directo o bien conocido como
bactericida, éste efecto se lleva a cabo debido a la interaccion de cargas entre la LF
y la membrana bacteriana, ya que la LF es una proteina catiénica que interactla con
componentes de carga negativa de las membrana de las bacterias, en caso de las
bacteria Gram negativas con los lipopolisacaridos de la membrana y en las Gram

positivas con los &cidos teicoicos, removiéndolos de la membrana y generando la
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inestabilidad de esta, y como resultado final, la lisis de las bacterias (Fig. 8) (Arnold,

Russell, Champion, Brewer, & Gauthier, 1982).
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Figura 8. Mecanismo de accién del efecto directo o bactericida de la
Lactoferrina en bacterias Gram negativas.
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La LF es una proteina cationica con carga positiva neta, lo cual le ayuda a
interactuar con componentes cargados negativamente que se encuentran en la
membrana de las bacterias. Uno de los mecanismos de accion directos de la LF se
lleva a cabo una vez que ocurre la interaccion de cargas entre la LF y la membrana

de la bacteria, dependiendo si es Gram positiva 0 Gram negativa (Orsi, 2004).

LF también inhibe el crecimiento de bacterias resistentes a los antibioticos. La
actividad bacteriostatica es indirecta y se da por el secuestro o retencion de atomos
de hierro (Fe**) del entorno o nicho biolégico. Por lo tanto, se evita el crecimiento y
proliferacion bacteriana, asi como la expresion de factores de virulencia
dependientes de Hierro. Por otro lado, la actividad bactericida directa se atribuye a la
interaccion de LF con la parte exterior de la bacteria la cual contiene una serie de
moléculas de carga negativa. Los investigadores constataron en 1988 que la LF dafa
seriamente la membrana exterior de bacterias Gram negativas. La glicoproteina se
une con el lipopolisacarido (LPS), Consecuentemente, ocurre lisis celular (Ellison,

1994).

Diversos estudios evidencian como al dafiar la membrana de la bacteria la LF
aumenta la efectividad de las sustancias antibidticas naturales como la lisozima,
cathelicidinas, entre otros; y a los antibiéticos farmacéuticos como la rifampicina. LF
ademas previene la adhesion de las bacterias a las células corporales, ya que actua
como pseudoreceptor del sitio blanco de las bacterias y estas no pueden

interaccionar porque el receptor ya esta interactuado con LF. Sobre todo, en
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infecciones cronicas las bacterias tienen la tendencia de formar una biopelicula (una
capa de bacterias organizadas muy adhesiva en la superficie de la mucosa) que
dificulta la erradicacion comparado con bacterias en crecimiento planctonico (Drago-

Serrano, de la Garza-Amaya, Luna, & Campos-Rodriguez, 2012).

En ensayos con animales han comprobado el efecto de la LF en infeccion
estomacal de la bacteria Helicobacter pylori, infeccion sistémica de S. aureus e
infeccion de las vias urinarias con Escherichia coli. Ensayos con humanos han
constatado que la LF inhibe la colonizacion de la Helicobacter pylori; la LF (200 mg.
al dia) ademéas aumenta la efectividad de la terapia triple (2 antibiéticos y un protector
estomacal). La terapia triple era eficaz para la erradicacion de la H. pylori en el 71-
77% de los casos. En combinacion con la LF la efectividad aumentaba hasta el 100

% (Ciccaglione et al., 2019; Conte et al., 2022).

Por otro lado, la LF tiene una potente actividad antiviral, incluidos tanto virus
ARN y ADN, patdgenos para el ser humano y animales (entre otros virus Hepatitis
(tipo B, C y G), rotavirus, virus Herpes (tipo 1y 2), virus Influenza, HIV, Hantavirus,
Poliovirus, Adenovirus, Enterovirus, Metamegalovirus, y virus sinticial respiratorio

humano (VRS) (Kell, Heyden, & Pretorius, 2020).

La LF estimula la capacidad del sistema inmunoldgico para hacer frente a las
infecciones y al desarrollo tumoral. Beneficia el sistema inmune a través del

crecimiento de las bifidobacterias, de las conocidas como Natural Killer y
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favoreciendo la actividad de los neutrofilos. Ademas de la actividad antimicrobiana, la
LF estimula las defensas del huésped. Después de la ingestion de la LF, se
inmunomodula tanto la respuesta (in situ) intestinal, como (indirecta) la respuesta
sistémica (via migracion de células inmunes y las citoquinas via torrente sanguineo)

(Caccavo et al., 2002).

I. LACTOFERRINA QUIMERA

Como toda proteina en la leche, la LF es digerida por la enzima pepsina a
través de su paso por el tracto gastrointestinal, y como resultado de ese rompimiento
de los enlaces peptidicos se obtienen diferentes péptidos con actividad bactericida,
derivados del extremo amino terminal (Tomita et al., 1991). Gracias a este
descubrimiento se han sintetizado diferentes péptidos. Uno de los péptidos sintéticos
de mayor importancia por su efecto bactericida son la Lactoferricin 17-30 y
Lactoferrampina 265-284 (Bolscher et al., 2006; van der Kraan et al., 2004). Tiempo
después, el grupo de trabajo del Dr. Bolscher uni6é estos péptidos de carga positiva,
para crear una molécula llamada lactoferrina quimera (Fig. 9), la cual mostr6 mayor
efecto antimicrobiano en comparacion con sus péptidos constitutivos (Bolscher et al.,

2009).

La LF quimera es un péptido catidnico, con carga neta mayor a sus péptidos
de origen. Por este motivo, es mas activo e interacciona fuertemente con modelos de
membranas de patdgenos y células tumorales en las cuales su principal

caracteristica es contener cargas negativas, y lo mas importante e interesante; en
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experimentos cuando se agregaron concentraciones de sal no se perdié su actividad
bactericida o fungicida. El efecto de estos péptidos ha sido probado en diferentes
bacterias por el grupo de trabajo de la Dra. Ledn-Sicairos, por ejemplo; E. coli, S.
aureus (Flores-Villasefior H. et al., 2010), V. parahaemolyticus (Leon-sicairos N. et
al., 2008), entre otros. Se sospecha que el mecanismo de accion es similar al de la
proteina nativa y que la LF quimera es el péptido que presenta mayor poder
bactericida, debido a su poderosa carga positiva, la gran afinidad a las membranas
de las bacterias y por su conformacion tridimensional, semejante a la LF nativa.
Estas propiedades la hacen altamente efectiva, inclusive es mejor microbicida que la

LF nativa.

Existen diferentes LF quimeras dependiendo la secuencia de los péptidos que
la compongan. Sin embargo, la secuencia con la que se trabajé en este proyecto ha
demostrado tener actividad bactericida en contra multiples bacterias Gram positivas
como Gram negativas (Acosta-Smith et al., 2017; Flores-Villasefior et al., 2012; Leon-

Sicairos et al., 2014; Leon-Sicairos et al., 2009)
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[Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

S. aureus es un colonizador asintomatico del 30% de todos los seres
humanos, sin embargo, en las condiciones adecuadas puede volverse patdégeno. La
resistencia a los antibioticos contribuye al éxito de S. aureus. MRSA en patrticular ha
surgido como una causa generalizada de infecciones adquiridas tanto en el hospital
como en la comunidad. Actualmente, MRSA es responsable de 10 veces mas
infecciones que todos los patdgenos Gram negativos multi-resistentes (MDR)
combinados. En consecuencia, MRSA fue clasificado por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) como uno de los doce patégenos prioritarios que amenazan la salud
humana. Ademas de los mecanismos de resistencia tradicionales, una caracteristica
especial de la patogénesis de S. aureus es su capacidad para sobrevivir tanto en
superficies bidticas como abidticas en estado de biopelicula, lo que complica su
eliminacién. En general, estas infecciones afectan a huéspedes inmunocompetentes
y su gravedad varia desde las cutaneas superficiales y los abscesos de tejidos
blandos hasta la enfermedad invasiva, incluida neumonia necrosante, piomiositis,
osteomielitis, sepsis grave y la muerte. Todo esto ha repercutido en un aumento en
los costos por atencién, pero sobre todo costos en vidas humanas. Por lo tanto, se
justifica la investigacién para hacer frente a infecciones debidas a MRSA, razén por
la cual este protocolo de investigacion trata sobre el estudio de la posible actividad
bactericida y antibiofiims de LF y LFquimera en cepas de referencia y aislados

clinicos MR de S. aureus tanto en cultivos planténicos como en biofilms.
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IV. JUSTIFICACION

S. aureus es un organismo adaptable con la capacidad de desarrollar
resistencia a una variedad de antibidticos. La terapia de las infecciones
estafilococicas enfrenta muchas dificultades, no solo por la resistencia de la bacteria
a los antibidticos y la multiplicidad de factores de virulencia que produce, sino
también por su capacidad para formar biopeliculas. Razon por la cual, es necesaria
la basqueda de nuevas alternativas para un tratamiento eficaz, como lo son el uso de
anticuerpos y algunas proteinas con propiedades bactericidas, tal es el caso de
lactoferrina y el péptido LF quimera. En esta investigacion nos enfocaremos en
evidenciar las alternativas viables para combatir efectivamente a S. aureus. Una de
las mas relevantes y exploradas es LF y su péptido sintético LF quimera que se ha
demostrado que ambos tienen actividad antimicrobiana en contra de diversas
bacterias. Se propone estudia a LF y LF quimera ya que se ha demostrado que estas
moléculas presentan actividad microbioestatica y microbicida en contra de multiples
patégenos. Adicionalmente, se ha demostrado que tienen la capacidad de inhibir la
formacién de biofilms o bien disgregar los ya formados y bLF tiene capacidad de
actuar y potenciar su actividad en presencia de otros antibioticos. Por lo
anteriormente mencionado, en caso de que LF y el péptido tengan propiedades
microbicidas en S. aureus se podra contar con nuevos compuestos con potencial
para el tratamiento o prevencion de infecciones por esta bacteria, incluso aun en
aguellas que resistentes a metilcilina o a las que tienen la capacidad de formar

biopeliculas.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar la actividad microbicida de Lactoferrina bovina y el péptido Lactoferrina
guimera en bacterias plancténicas y biofilims de cepas de Staphylococcus aureus

ATCC y un aislado clinico resistente a antibioticos.

Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad antimicrobiana de la Lactoferrina bovina y Lactoferrina
quimera sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Staphylococcus aureus resistente a metilcilina en estado planctonico.

2. Determinar si el efecto de la Lactoferrina bovina y el péptido LF quimera es
bactericida o bacteriostatico en Staphylococcus aureus resistente a
metilcilina en estado plancténico.

3. Evaluar la actividad anti-biofilm de la Lactoferrina bovina y el péptido LF
guimera sobre biofilms de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y MRSA.

4. Determinar si existe efecto sinérgico entre Lactoferrina bovina y el

antibiético ampicilina sobre biofilms MRSA.
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VI. HIPOTESIS

Lactoferrina bovina y el péptido Lactoferrina quimera tienen efecto microbicida en
bacterias planctonicas y biofilms de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y un

aislado clinico resistente a antibiéticos.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. LACTOFERRINA BOVINA Y LACTOFERRINA QUIMERA

La proteina lactoferrina de origen bovino (bLF) que se utilizé tiene una saturacion de
hierro aproximadamente de 20%, se adquiri6 de Abial Biotech (Espafia). La
contaminacion por lipopolisacarido y la concentracion de hierro se evaluaron antes
de ser utilizados. LF quimera se obtuvo mediante sintesis de péptidos en fase solida
usando quimica Fmoc, como se describié anteriormente (Acosta-Smith et al., 2017;

Flores-Villasefior et al., 2012; Leon-Sicairos et al., 2014; Leon-Sicairos et al., 2009).

B. CEPAS BACTERIANAS

Las cepas de S. aureus utilizadas en este proyecto fueron la cepa ATCC 25923 y
una cepa de origen clinico resistente a metilcilina (MRSA). La primera fue obtenida
del cepario del CIASaP de la Universidad Autonoma de Sinaloa y la segunda de ellas
fue donada amablemente por el Dr. Eduardo Llausas Magafia del Hospital Pediatrico

de Sinaloa.

C. OBTENCION DEL INOCULO

Las cepas de S. aureus ATCC como MRSA se inocularon en una placa de medio de
cultivo agar Luria Bertani (LB) sin hierro (el hierro fue removido mediante resina
chelex-100 Biorad) durante toda la noche a 37 °C. Una vez obtenido el crecimiento
de las cepas, se inocularon en una medio LB liquido sin hierro hasta obtener una
densidad 6ptica de 0.01 a longitud de onda de 630 nm y se incubaron durante 12h a

37 °C. Se tomaron lecturas cada 30 min para establecer la fase de crecimiento
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logaritmico de las bacterias. Obtenida la fase logaritmica de las bacterias se hicieron
diluciones seriadas y conteo en placa para conocer la densidad bacteriana.
Finalmente, las bacterias en su fase logaritmica se almacenaron a -80°C en medio
de cultivo adicionado con glicerol, para posteriormente ser usadas en diferentes

experimentos.

D. CINETICAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO DE S. aureus ATCC 25923 Y

MRSA EN PRESENCIA DE BLF Y LF QUIMERA

La actividad antimicrobiana de bLF y LF quimera sobre cepas de S. aureus
ATCC y MRSA se determind mediante cinéticas de crecimiento. Primeramente, se
tomaron bacterias previamente congeladas y se llevaron a 1X10* UFC/mI, después
se incubaron en una microplaca de 96 pozos (Corning, Nueva York, Estados Unidos)
conteniendo medio LB sin hierro con los tratamientos a concentraciones de 500 puM
de bLF y 20 uM LF gquimera. Como controles, se usaron bacterias en LB sin
tratamiento como control de crecimiento y como control de inhibicién de crecimiento
se utilizé vancomicina a 49 pug/mL, los cultivos se incubaron a 37 °C durante, durante
diferentes tiempos (2, 4 y 5 h) para evaluar la actividad antimicrobiana de los

tratamientos.

Para evaluar la viabilidad de las bacterias previamente tratadas se utilizo el
método de conteo bacteriano, en la presente técnica se tomaron 100pul de los cultivos
y se realizaron diluciones seriadas en tampon fosfato salino o buffer fosfato salino

(PBS 1x) una vez realizadas las diluciones se procedié a extender en placas de
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medio LB sin hierro, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Posteriormente se

realizo conteo de las colonias y los resultados se expresaron en UFC/ml.

E. ENSAYO DE UNION DE LA MEMBRANA DE S. aureus RESISTENTE A

METILCILINA POR LABLF Y LFQ

La interaccion de la bLF y LF quimera fue analizada con las técnicas de
microscopia confocal. Para ello, S. aureus resistente a metilcilina a la densidad de a
1X10* UFC/ml, se incub6 durante toda la noche a 37°C en medio LB. Después de
esto, las bacterias se lavaron con PBS por centrifugacion a 2500 rpm/ 5 min, se retird
el sobrenadante y se agregd p-formaldehido al 4% para fijar las bacterias.
Posteriormente, se lavo 4 veces con PBS e inmediatamente las bacterias se trataron
con lo siguiente: LF quimera (acopladas a isotiocianato de fluoresceina (FITC) y a
concentracion de 2 uM), y con LF a una concentracion de 5uM, se dejé incubar
durante 30 min a 37°C en agitacion suave. Una vez cumplido el tiempo, las muestras
se lavaron durante 4 veces con PBS y centrifugacion suave. En el caso de las
muestras acopladas a fluorescencia, las muestras se procesaron para ser analizadas
por microscopia confocal, mientras que las bacterias incubadas con LF se
sometieron a otros pasos, se incubaron durante 5 min con Tritébn X-100 al 0.05%, se
lavaron nuevamente, después se afiadid un anticuerpo anti-lactoferrina hecho en
conejo (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, Estados Unidos), en una concentracion de
1:100, las bacterias se dejaron durante 1 h a 37°C y posteriormente se lavaron de
nuevo y se agrego un anticuerpo secundario anti-conejo hecho en raton y acoplado a

FITC, se dejo incubar en las condiciones antes mencionadas. Finalmente, las
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muestras se lavaron, se procesaron para ser analizadas mediante microscopia
confocal. Las muestras ya procesadas se enviaron al Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados (CINVESTAV) para que sean visualizadas en el microscopio

confocal.

F. ENSAYO PARA IDENTIFICAR CAMBIOS ESTRUCTURALES DE LA MEMBRABA
DE S. aureus RESISTENTE A METILCILINA POR BLF Y LF QUIMERA EN

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

Para poder visualizar el efecto de LF y LF quimera a nivel celular, se disefié un
experimento por microscopia electronica, para el cual se utilizaron una gran cantidad
de bacterias en su fase logaritmica y se pusieron en contacto con los tratamientos:
bLF y LF quimera (20 uM) y SDS al 5%, se incubd por 5 horas a 37°C en LB sin
hierro, posterior se lavé 4 veces con PBS filtrado con membrana al 0.22 y se
centrifugo después de cada lavado, posteriormente se fijaron las bacterias con
glutaraldehido al 0.5% en agitacién suave por 1 hora a 37°C, después las bacterias
se lavaron 4 veces con PBS filtrado y se prepararon las muestras con dos lavados

mas de PBS para ser analizadas por el microscopio electrénico.

G. DETERMINACION DE VIABILIDAD S. aureus RESISTENTE A METILCILINA
TRATADAS CON BLF Y LF QUIMERA USANDO EL CRITERIO DE INCLUSION

DE IODURO DE PROPIDIO.

Para llevar a cabo este ensayo, se obtuvieron bacterias ya tratadas de los
ensayos de inhibicion de 5 h con bLF y LF quimera (20 puM), tritbn como control de

permeabilidad y bacterias sin tratamientos como control negativo. Las bacterias se
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centrifugaron y se desechd el sobrenadante, posteriormente se lavaron 4 veces con
PBS filtrado con membrana 0.22 y se centrifugd después de cada lavado, después
se incub6 con loduro de propidio en una concentracion de 10 pg/ml, durante 10
minutos en a 4°C, una vez cumplido el tiempo se lavo 4 veces con PBS filtrado, se
fij6 con p-formaldehido al 4% durante 1 h a 37°C y al final se lavd nuevamente con
PBS filtrado y las preparaciones se procesaron para ser analizadas por microscopia

de fluorescencia (Leica, Wetzlar, Alemania).

H. ESTANDARIZACION DE BIOFILMS DE S. aureus ATCC 25923 Y MRSA

La estandarizacion de la formacion de biofiims de S. aureus ATCC 25923 y
MRSA se llevé a cabo en placas de cultivo de 24 pozos (Corning). Las bacterias
previamente congeladas se inocularon en medio LB caldo sin hierro durante 24 h a
37 °C para la formacion de los biofilms. Finalmente, para cuantificar la biomasa del
biofilm, estos se lavardn con PBS suavemente sin tocar el fondo de los pozos,
después los biofilms se sometieron a sonicacion por 15 segundos (Branson, Texas,
Estados Unidos), posteriormente se realizaron 20 exhaustivos lavados con PBS,
luego se realizaron diluciones seriadas, las cuales se sembraron en LB agar,

incubandose durante 24 h a 37 °C. Los resultados se expresaron como UFC/mL.
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. EFECTO DE LACTOFERRINA BOVINA Y LACTOFERRINA QUIMERA EN

BIOFILMS DE S. aureus ATCC 25923 Y MRSA

Para determinar el efecto de bLF y LFquimera en los biofilms de S. aureus ATCC
y MRSA, se formaron biofilms durante 24 h como se menciond previamente, luego se
realizara un lavado con PBS 1X para remover las bacterias no adheridas, y
posteriormente se afiadid medio liquido LB sin hierro junto con los siguientes
tratamientos: 500 uM de bLF y 20 uM LF quimera. Biofilms de bacterias en medio LB
sin tratamiento se tomaron como control de crecimiento y biofilms tratados con
vancomicina 49/mL se tomaran como control de destruccion de biofilms. Los biofilms
junto con los tratamientos se incubaron a 37°C durante 5h. La cuantificacién de la

biomasa se realiz6 como se mencioné previamente.

J. ESTABLECIMIENTO DEL SINERGISMO ENTRE BLF Y AMPICILINA EN

CEPAS DE S. aureus RESISTENTE A METILCILINA.

Para determinar si bLF presentan efecto sinérgico con ampicilina, se realizé un
ensayo sobre biofims de MRSA. Para esto, se utilizardn cultivos bacterianos
previamente congelados y se formaran los biofilms durante 24 h a 37 °C. Una vez
establecido el biofilm maduro, se realiz6 un lavado con PBS para eliminar bacterias
planctonicas. Posteriormente, se adicion6 medio LB caldo sin hierro y se utilizaron
los siguientes tratamientos: ampicilina (16, 32, 64 y 128 pg/mL) en combinacion con
50, 100, 150 y 200 uM de bLF. Como control de crecimiento se utilizaron biofilms sin
tratamientos y ciprofloxacino 32 pg/mL, asi como SDS al 5% como controles de

destruccion de biofilms. Los biofilms junto con los tratamientos se incubaron durante

57



5 h a 37 °C. Pasando el tiempo, los biofilms se cuantificaron como se mencion6

previamente.

Para determinar el efecto sinérgico entre tratamientos, se utilizé el indice de
Concentracion Inhibitoria Fraccional (FICI, por sus siglas en inglés, Fractional

Inhibitory Concentration Index).

El cual dicta la siguiente formula: FICI= (CMI de farmaco A en combinacion) /
(CMI farmaco A solo) + (CMI de farmaco B en combinacion) / (CMI farmaco B solo).

Donde, CMI es concentracion minima inhibitoria.

Si el FICI es <0.5 el efecto es sinergismo, si es >0.5 pero <1 es sinergismo
parcial, si es 1, el efecto es aditivo, >1 pero <4 el efecto es indiferente y >4,

antagonismo (Han et al., 2016).

K. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de los experimentos presentados en este trabajo se realizaron
y se representaron en graficas como la media y desviacién estandar de una serie de
dos experimentos utilizando el software SigmaPlot versiéon 9.0. Para evaluar la
significancia estadistica de los resultados se aplicaron la prueba ANOVA y T-student,
tomando en cuenta como estadisticamente significativos aquellos con un valor de P

<0.05.
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VIIl. RESULTADOS

A. LACTOFERRINA BOVINA |INHIBE LA VIABILIDAD DE CULTIVOS

PLANCTONICOS DE S. aureus ATCC 25923 Y MRSA

En primer lugar, se establecio la actividad antimicrobiana de bLF y LF quimera
en cultivos plancténicos de la cepa de referencia S. aureus ATCC 25023 y un aislado
clinico MRSA. En los experimentos, se utilizaron cultivos de S. aureus (1X10*
UFC/ml), los cuales se incubaron junto con bLF (500 uM) y LF quimera (20 uM). El
antibiotico vancomicina (49 pg/ml) se utilizé como control negativo de crecimiento, y
las cepas de S. aureus en medio de cultivo se utilizaron como control positivo de
crecimiento. Los cultivos con o sin tratamientos se incubaron por 2, 4y 5 h a 37 °C

en las condiciones y concentraciones antes mencionadas.

El mejor resultado se aprecia en cultivos bacterianos plancténicos tratados con
bLF a las 4 y 5 h, ya que la viabilidad de los cultivos disminuyé hasta
aproximadamente 20%, en comparacién con la inhibiciéon presentada a las 2 h, que
fue de 55%, aproximadamente (Figura 10). Por otro lado, en los cultivos tratados con
LF quimera la viabilidad disminuyd hasta 52% pero solo en el tratamiento durante 2 h
y a una concentracion de 20 uM. Estos datos nos permiten concluir que bLF a 500
UM y durante 4 h de tratamiento presenta su mayor actividad en cultivos planténicos
de S. aureus ATCC 25023. Los cultivos sin tratar, como era de esperarse
presentaron una viabilidad de aproximadamente 100% mientras que los controles
tratados con vancomicina presentaron una viabilidad cercana al 0 %. Estos

resultados fueron estadisticamente significativos.
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Figura 10. Lactoferrina bovina (bLF) inhibe el crecimiento de S. aureus ATCC
25923. Cultivos de S. aureus (1X10* UFC/ml) se incubaron con bLF (500 uM) y LF
quimera (20 pM). Como control negativo de crecimiento de utilizaron cultivos tratados
con el antibiético vancomicina (49 pg/ml), y como control positivo de crecimiento se
utilizaron cultivos sin tratamiento. Los cultivos se incubaron durante 2, 4y 5 h a 37 °C
en medio LB sin hierro. Pasado este tiempo, las muestras se procesaron, se
realizaron diluciones seriadas y extension en placa para determinar la viabilidad en
cada uno de los tratamientos. En las imagenes se muestra la media y desviacion
estandar de 2 experimentos independientes. Se aplico la prueba estadistica ANOVA
para el calculo de la significancia estadistica (* indica diferencia estadistica vs sin
tratamiento) (p<0.05).
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En la cepa resistente a metilcilina (MRSA) (Figura 11), en los resultados se puede
observar que al igual que la cepa de referencia ATCC, la cepa MRSA también
sucumbio al tratamiento con bLF y el péptido LF quimera, ya que los cultivos tratados
en las mismas condiciones y concentraciones también perdieron su viabilidad hasta
llegar a un 30-35%, comparado con el 100% de viabilidad de cultivo sin tratar y con el

0% de los cultivos tratados con vancomicina.

Estos datos nos indican que tanto bLF como el péptido LF quimera tiene actividad

bactericida en cultivos planctonicos de la cepa ATCC 25026 y MRSA.
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Figura 11. Lactoferrina bovina (bLF) inhibe el crecimiento de S. aureus
resistente Metilcilina (MRSA). Cultivos de MRSA (1X10* UFC/ml) se incubaron con
bLF (500 uM) y LF quimera (20 uM). Como control negativo de crecimiento se
utilizaron cultivos tratados con el antibiético vancomicina (49 pg/ml), y como control
positivo de crecimiento se utilizaron cultivos sin tratamiento en medio de cultivo sin
hierro. Los cultivos se incubaron durante 2, 4 y 5 h a 37 °C en medio LB sin hierro.
Pasado este tiempo, las muestras se procesaron y se realizaron diluciones seriadas
y extension en placa para determinar la viabilidad en cada uno de los tratamientos.
En las imdgenes se muestra la media y desviacion estandar de 2 experimentos
independientes. Se aplico la prueba estadistica ANOVA para el calculo de la
significancia estadistica (* indica diferencia estadistica vs sin tratamiento) (p<0.05).
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B. LF Y LF QUIMERA DANAN CEPAS DE S. aureus

Previamente, se han documentado las bases para explicar los mecanismos
bactericidas de LF y el péptido LF quimera. El mecanismo de actividad bactericida
directo sobre la membrana ocurre con la unién de proteinas y péptidos cargados
positivamente a los componentes negativos de la membrana de patdégenos, mediante
la interaccion con las cargas negativa y positivas se ha documentado que existe la
posterior liberacion de componentes estructurales de membrana, perdida de la
permeabilidad selectiva de las células, entrada de agua y lisis. Para comprobar este
mecanismo de accidn en S. aureus, se realizaron una serie de ensayos con bLF y LF
guimera en cultivos planténicos de S. aureus.

Primeramente, para comprobar la interaccion de bLF o LF quimera con las
membranas celulares de MRSA, se realizaron ensayos de microscopia confocal. En
los paneles A de la Figura 12 se pueden observar resultados de microscopia confocal
utilizada para verificar la interaccién de lactoferrina (bLF) y el péptido Lactoferrina
quimera (LF quimera) con MRSA, ya que después de un tiempo de incubacion de
puede ver la marca del colorante FITC (Verde) sobre las bacterias, en contraste con
baterias no tratadas, las cuales solo emiten su fluorescencia basal y sélo se observa
un recuadro negro sin florescencia. Esto indica que la LF y el péptido LF quimera

interaccionan con la bacteria.

En la Figura 12 paneles B, se observan los recuadros de los resultados
obtenidos con las bacterias tratadas con bLF y el péptido LF quimera a las

concentraciones a las cuales fueron bactericidas (Figura 10 y 11). En los resultados,
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podemos observar que las bacterias tratadas con bLF y LF quimera presentan
severos dafos a nivel ultraestructural con respecto a bacterias sin tratar y a bacterias
tratadas con el detergente SDS. Las bacterias sin tratar son cocos Gram positivos
agrupados de dos, divididos por un septo, el cual se aprecia en las bacterias sin
tratar. Las bacterias tratadas con el colorante SDS se observa como han perdido su
forma tipo coco, parte de la tincidn, el septo en la mayoria de los casos, y se ven las
células con aspecto mucoide, al igual que las células tratadas con bLF y el péptido
LF quimera. Estos resultados nos indican que bLF y LF quimera causan dafios en

MRSA.

Finalmente, la inclusion del colorante ioduro de propidio en los paneles C se
observa solamente en el ultimo recuadro que fue el cultivo tratado con el detergente
tritdbn, que permeabiliza membranas biolégicas dejando pasar el colorante. Ademas,
se observa claramente que en los cultivos tratados con bLF y LF quimera hubo
inclusion del colorante loduro de propidio (color rojo), lo que indica que efectivamente
las células son permeabilizadas después de incubarse con estos, en contraste con
las bacterias no tratadas que solo exhiben su fluorescencia basal la cual es
indetectable. En conjunto, los datos nos indican que la bLF y el péptido LF quimera
interaccionan con S. aureus, Y que esta interaccion termina en un efecto bactericida,
porque se observd union a las células, dafos a nivel ultraestructural y perdida de la

permeabilidad selectiva de las membranas de MRSA, Figura 12.
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Sin tratamiento LF quimera

LF quimera

Figura 12. bLF y LF quimera presentan actividad bactericida sobre MRSA. A)
Ensayo de microscopia confocal, union o interaccion de 2 uM de bLF y LF quimera
acoplados a FITC (color verde) a las bacterias MRSA. B) Ensayo de microscopia
electrénica, en dichos ensayos se observan los cambios morfolégicos ocasionados
en MRSA por el tratamiento con 20 uM de bLF y LF quimera, como control de dafio
morfolégico se utilizd6 SDS (detergente que solubiliza membranas) y como control de
forma, tamafio e integridad celular se utilizaron MRSA sin tratamiento. C) Ensayos de
microscopia de fluorescencia para determinar la inclusion de ioduro de propidio (rojo)
en células permeabilizadas. 20 uM de bLF y LF quimera se incubaron con MRSA
durante 2 h a 37°C. La inclusién de ioduro de propidio (bacterias en color rojo)
muestra que las membranas de MRSA se permeabilizaron por el tratamiento con bLF
y LF quimera, lo cual permite la inclusion del colorante (color rojo), y en
consecuencia, provoca la lisis de la bacteria. Como control de solubilizacion de
componentes membranales se utiliz6 el detergente tritbn, y como control de
integridad de membrana cultivos de MRSA sin tratamientos. Los experimentos se
realizaron por duplicado y las imagenes son representativas de todos los campos
analizados. El tamafio de la barra se representa en las series de imagenes.
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C. LACTOFERRINA BOVINA Y EL PEPTIDO LACTOFERRINA QUIMERA

DISGREGAN BIOFILMS DE S. aureus

Una vez demostrado que bLF y el péptido LF quimera presentan actividad en
ensayos planctonicos de S. aureus cepa de referencia y resistente a metilcilina, el
siguiente paso era investigar si tenian efecto en biofilms de ellas.

En los resultados de la cepa de referencia S. aureus ATCC 25923 (Figura 13), se
puede observar que en biofims formados durante 12 o 24 h e incubados con los
tratamientos durante 5 h, la capacidad de disgregar los biofilms en mas del 75% en
biofilms de 12h (p: <0.05) y mas del 85% en biofilms de 24 h tratados por bLF en
comparacién a aquellos sin tratamiento (p: <0.05). En lo que respecta a LF quimera,
disgregd cerca del 30% de los biofilms de S. aureus ATCC 25923 formados durante
12h y el 50% de aquellos formados durante 24 h en comparacion a los biofilms no
tratados (Figura 13).

Por otro lado, los mismos tratamientos y a las mismas concentraciones de bLF y
LF quimera y vancomicina, no tuvieron actividad estadisticamente significativa en los
biofilms establecidos durante 12 h de la cepa MRSA (Figura 14). En los biofilms
formados durante 24, a pesar de que bLF disgregé cerca 60% de los biofilms,
tampoco se tuvo significancia estadistica en los datos de bLF y LF quimera. Por su
parte, vancomicina disgregé mas del 80% de los biofilms en comparacién a los no

tratados (Figura 14).
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Figura 13. bLF disgrega biofilms formados por S. aureus ATCC 25923. Cultivos
de S. aureus (1X10* UFC/ml) se incubaron durante 12 y 24 h para la permitir
formacion de biofilms. Posteriormente, los cultivos se incubaron con los siguientes
tratamientos: bLF (500 uM) y LF quimera (20 pM). Como control de inhibicion de
biofilms se utiliz6 vancomicina (49 pg/ml) y como control positivo de formacion de
biofilms se tomaron en cuenta cultivos sin tratamientos. Las muestras se incubaron
durante 5 h a 37 °C en medio LB sin hierro. Finalmente, las muestras se sonicaron y
se realizaron diluciones seriadas y extension en placa para determinar los resultados.
En las gréficas, se muestra la media y desviacibn estandar de 2 experimentos
independientes. Se aplicé la prueba estadistica ANOVA para el calculo de la
significancia estadistica (* = diferencia estadistica vs sin tratamiento) (p<0.05).
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Figura 14. Lactoferrina bovina no disgrega biofilms formados por MRSA.
Cultivos de MRSA (1X10* UFC/ml) se incubaron durante 12 y 24 h para la formacién
de biofilms. Posteriormente, se agregaron los siguientes tratamientos: bLF (500 uM)
y LF quimera (20 uM), como control negativo de biofilms de utiliz6 vancomicina (49
pug/ml) y cultivos sin tratamientos como control positivo de biofilms. Los cultivos se
incubaron durante 5h a 37 °C en medio LB sin hierro. Sonicacion, diluciones seriadas
y extension en placa se realizaron para determinar los resultados. Se muestra la
media y desviacion estandar de 2 experimentos independientes. Se aplicé la prueba
estadistica ANOVA para el calculo de la significancia estadistica (* = diferencia
estadistica vs sin tratamiento) (p<0.05).
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D. LACTOFERRINA BOVINA PRESENTA SINERGISMO PARCIAL CON EL

ANTIBIOTICO AMPICILINA EN BIOFILMS FORMADOS POR MRSA

Una vez demostrada la actividad bactericida y anti-biofilms de la bLF sobre las
dos cepas de S. aureus (ATCC y MRSA), el siguiente paso fue determinar su
actividad sinérgica en la cepa MRSA. Como se mencidn anteriormente, el sinergismo
es el efecto potenciado de dos moléculas combinadas sobre un blanco, el cual se
determina por la FICI. En este caso se prob6 bLF y el antibiético ampicilina al cual
MRSA es resistente. Los tratamientos fueron probados en biofims de MRSA
formados durante 24h tratados durante 5h. Se probaron 4 concentraciones de bLF
menores de la que presento actividad anti-biofilms (50, 100, 150 y 200 uM) junto con

4 concentraciones de ampicilina (16, 32, 64 y 128 pg/mL).

Los resultados del experimento de sinergismo entre bLF y ampicilina se muestran
en la Figura 15. Como se puede observar, los biofiims de MRSA son resistentes a
todas las concentraciones de ampicilina. Por otro lado, la combinacién de bLF 50 yuM
con casi todas las concentraciones de ampicilina disgregd mas del 90% de los
biofilms (p <0.05), excepto con 64 pg/mL. bLF 100 uM solamente en combinacion
con ampicilina 64 pg/mL present6 actividad anti-biofilm disgregando mas del 80% de
estos (p <0.05). bLF 150 uM disgregd mas del 80% de los biofilms de MRSA en
combinacion con 32, 64 y 128 pg/mL de ampicilina, respectivamente (p <0.05).
Finalmente, bLF 200 pM disgregd mas del 90% los biofims de MRSA en
combinacion con todas las concentraciones de ampicilina (p <0.05). Por parte de

ciprofloxacino y SDS 5%, disgregaron mas del 98% de los biofilms de MRSA, como
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lo muestra la Figura 15. Todos los tratamientos fueron comparados con los biofilms

sin tratamiento.

Posteriormente de determinar la actividad anti-biofilms de la bLF y ampicilina
combinados en MRSA, se aplic6 la férmula de la FICI de Han y cols., en todas las
combinaciones de las concentraciones de bLF y ampicilina (Cuadro 2). De todas las
combinaciones probadas, seis de ellas presentaron sinergismo parcial, el resto efecto
indiferente. Las combinaciones con sinergismo parcial fueron: bLF 50 uM + 16 (FICI:
0.66), 32 (FICI: 0.69) y 128 pg/mL ampicilina (FICI: 0.84), respectivamente, bLF 100
MM + 64 pg/mL ampicilina (FICI: 0.56) y bLF 150 uM + 32 (FICI: 0.94) y 64 pg/mL

ampicilina (FICI: 0.84), respectivamente, Cuadro 2.
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Figura 15. bLF presenta sinergismo parcial con biofilms formados por MRSA.
Cultivos de S. aureus (1X10* UFC/ml) se incubaron durante 24h para la formacion
de biofilms, posteriormente se agregaron de manera conjunta bLF (50, 100 y 150
MM) y ampicilina (16, 32, 64 y 128 pg/ml), como control negativo se utilizd
ciprofloxacino (32 pg/ml) y SDS al 5%, cultivos sin tratamientos como control
positivo durante 5h a 37°C en medio LB sin hierro. Sonicacion, diluciones seriadas
y extension en placa se realizaron para determinar los resultados. Se muestra la
media y desviacién estandar de 2 experimentos independientes. Se aplicd la
prueba estadistica ANOVA para el céalculo de la significancia estadistica (* =
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diferencia estadistica vs sin tratamiento) (p<0.05).
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Cuadro 2. indice de Concentracién Inhibitoria Fraccional (FICI) de la bLF en combinacion con
ampicilina en biofilms de S. aureus.

Concentraciones bLF (uM)

Concentraciones
ampicilina (ug/mL)

50

100

150

200

FICI Interpretacion FICI Interpretacion ~ FICI  Interpretacion FICI Interpretacion
16 0.66 Sinergi_smo 381 . Efecto 295 . Efecto 2 45 _ Efecto
parcial indiferente indiferente indiferente
32 0.69 Sinergi_smo 1.54 . Efecto 0.94 Sinergi.smo 252 _ Efecto
parcial indiferente parcial indiferente
64 1.39 ' Efecto 0.56 Sinergi.smo 0.84 Sinergi.smo 167 ' Efecto
indiferente parcial parcial indiferente
128 084 ~ Snewismo ., ,,  Efecto 118 ~Efecto 166  Creco
parcial indiferente indiferente indiferente

FICI: <0.5 el efecto es sinergismo, si es >0.5 pero <1 es sinergismo parcial, si es 1, el efecto es aditivo, >1 pero <4 el efecto es indiferente y >4, antagonismo. Palabras subrayadas y cursivas indican sinergismo

parcia.
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IX. DISCUSION

La humanidad durante siglos se ha enfrentado a multiples tipos de
enfermedades, de las mas importantes son las enfermedades infecciosas, un claro
ejemplo es la pandemia que nos aqueja actualmente por el virus SARS-CoV-2
responsable de la COVID-19 (Fernandes et al., 2022). Sin embargo, a través de los
afos los seres humanos han enfrentado diversas batallas contra patégenos, que hoy
en dia se han cataloga como de importancia en salud publica mundial, entre ellos se
encuentra S. aureus (Lucero et al., 2009). La importancia de este patdgeno radica en
su capacidad de generar infecciones, especialmente en los nosocomios,
adicionalmente a su habilidad para generar resistencia a los antibiéticos. Como se
menciond anteriormente, S. aureus puedes colonizar diversas partes de nuestro
organismo para ocasionar infecciones, hasta en dispositivos médicos formando
biofilms, haciendo mas aun méas complejo su erradicacion (Hall-Stoodley, Costerton,
& Stoodley, 2004). La habilidad de esta bacteria para colonizar diversas superficies,
la resistencia a antibidticos que genera y su capacidad para formar biofilms, convierte
a S. aureus en una amenaza sumamente importante para los seres humanos, sin
importar edad o género. Debido a lo anteriormente descrito, se han desarrollado
nuevos antibiéticos o bien identificando moléculas con actividad antimicrobiana,

como los es la LF y sus péptidos sintéticos derivados.

Como se describio previamente, debido a sus caracteristicas estructurales, la
LF ha presentado actividad bacteriostatica o bactericida en contra diferentes

bacterias (Lonnerdal & lyer, 1995; Valenti, Berlutti, Conte, Longhi, & Seganti, 2004),
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es por ello que, en el presente proyecto de investigacion se propuso el uso de esta
proteina de origen bovino y su péptido LF quimera para erradicar S. aureus en su
estado planctonico, biofilms e identificar el efecto sinérgico con un antibiético.

De manera general, los resultados en la presente investigacion fueron los
siguientes: bLF y LF quimera inhibieron el crecimiento de S. aureus ATCC 25923 y
MRSA a diferentes tiempos, el mecanismo por el cual se llevé a cabo dicha actividad
aparentemente fue por la union tanto de bLF 6 LF quimera con la superficie de las
bacterias, alterando la permeabilidad membranal de la bacteria, produciendo
cambios en la estructura de esta y finalmente, produciendo la lisis de S. aureus.
Adicionalmente, bLF disgrego biofilms de la cepa ATCC, pero no de la MRSA.
Finalmente, bLF present6 sinergismo parcial con el antibiético ampicilina en biofilms
de MRSA. Los resultados previamente mencionados, se discutiran a continuacion.

En el presente estudio bLF y LF quimera inhibieron mas del 70% de los
cultivos de S. aureus ATCC (Fig. 10), este dato coincide con algunos estudios. Diarra
MS y cols., (2003) también demostraron la inhibicién del crecimiento de S. aureus
aislado de una muestra clinica de mastitis bovina, bLF inhibié cerca de 3 unit/log de
los cultivos de S. aureus en comparacion a los sin tratamiento (Diarra et al., 2003).
Redwan ER y cols., (2016), observaron la inhibicién total de S. aureus sensible a
metilcilina utilizando 0.75 mg/ml de LF de origen humano y de camello durante 3 h
(Redwan et al., 2016). En lo que respecta a LF quimera, nuestro grupo de trabajo
demostré que con la concentracion de 20 pM se obtiene actividad inhibitoria en los
cultivos de S. aureus sensible a metilcilina (Flores-Villasefior et al., 2010). Estos

datos coinciden con lo obtenido en nuestra investigacion.
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La inhibicion del crecimiento de cultivos bacterianos por parte de bLF y LF
quimera, se ha observado en otras bacterias Gram positivas por ejemplo
Streptococcus pneumoniae en las cuales bLF y LF quimera inhibieron mas del 90%
del cultivo de esta bacteria. Por otro lado, en bacterias Gram negativas también se
ha demostrado la capacidad de bLF o LF quimera de inhibir el crecimiento de sus
cultivos como lo es Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella, Vibrio
spp., entre otros (Acosta-Smith et al., 2017; Biernbaum et al., 2021; Flores-Villasefior
et al., 2010; Leon-Sicairos et al., 2014; Xu et al., 2010).

En el presente proyecto, no solamente se retdé a bLF y a LF quimera contra de
S. aureus ATCC sensible a metilcilina, sino también contra MRSA. Como resultado,
tanto bLF como LF quimera inhibieron el crecimiento de los cultivos MRSA (Fig. 11)
Estos resultados coinciden con lo publicado con otros trabajos, por ejemplo, el
tratamiento de los cultivos de MRSA con LF de camello y LF humana a 0.75 y 1
mg/ml respectivamente, durante 3h inhibié la totalidad del crecimiento bacteriano
(Redwan et al., 2016). Adicionalmente, Flores-Villasefior y cols., (2010), demostraron
la inhibicién de los cultivos de MRSA utilizando LF quimera y otros péptidos sintéticos
de la bLF como los son LFcinal7-30 y LFampina 264-283 (Flores-Villasefior et al.,
2010).

Posteriormente de demostrar que bLF y LF quimera inhiben el crecimiento de
los cultivos plancténicos de S. aureus ATCC 25923 y MRSA, el siguiente paso fue,
determinar el mecanismo por el cual tanto bLF y LF quimera lleva a cabo dicho
efecto. Lamentablemente con los ensayos de inhibicion no es posible determinar el
mecanismo de accion de los tratamientos, para ello, se ejecutaron experimentos de

microscopia confocal, electrénica y fluorescencia para describir el mecanismo de bLF
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como de LF quimera y determinar si ejercia efecto bacteriostatico y bien, bactericida
sobre S. aureus (Fig. 12).

Al ser bLF una proteina cationica, se especula que podria estar interactuando con
componentes de carga negativa de la membrana de S. aureus como lo podrian ser
los &cidos teicocicos (Keinhorster, George, Weidenmaier, & Wolz, 2019). Para
comprobar esta hipotesis, utilizamos bLF y LF quimera acoplados a fluorescencia, y
de acuerdo con nuestros resultados, se puede observar que la bLF y la LF quimera
interactian con las membranas bacterianas. Pero, por la simple interaccion no es
posible deducir si nuestros tratamientos estan produciendo dafio en la membrana de
S. aureus. Para poder visualizar los posibles cambios estructurales que ocasionaban
nuestros tratamientos, se realizaron ensayos de microscopia electrénica, donde de
acuerdo con nuestros datos, bLF y LF quimera cambian la morfologia de la bacteria,
este fenomeno se ha observado en otros estudios (Flores-Villasenor et al., 2012;
Ledn-Sicairos, Reyes-Lopez, Ordaz-Pichardo, & de la Garza, 2006).

Finalmente, por los datos encontrados en ensayos de permeabilizacién con el
criterio de inclusién de ioduro de propidio, los datos apuntan a que después de la
interaccién la membrana se desestabiliza por la accion de la bLF y LF quimera,
induciendo cambios morfolégicos en la bacteria, perdiendo permeabilidad selectiva y
tal vez esto permite la internalizacién de la LF y LF quimera, y de agua, lo que
conlleva a la lisis bacteriana (efecto bactericida), dicho efecto microbicida se ha visto
en otras bacterias y microorganismos (Cavestro et al.,, 2002; del Olmo, Morales, &
Nufiez, 2008, 2009).

Este mecanismo de accion bactericida de bLF y LF quimera, se ha observado

tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas. Pero, dentro de todas las
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bacterias, en Vibrio parahaemolyticus y Vibrio choleare tiene una importancia
especial, debido a que las bacterias del género Vibrio son microorganismos
halofilicos (que viven en condiciones de alta salinidad), esto quiere decir que, a pesar
de la alta carga ionica en el medio donde se encontraban los Vibrios, aun asi, la LF
quimera y la LF bovina principalmente, ejercieron accién microbicida (Leon-Sicarios
N et al., 2008). Adicionalmente, dentro de este mecanismo de accion bactericida de
la bLF en contra de S. aureus, se especula que los residuos 1-344 de la proteina
nativa es quien ejerce mayormente la actividad bactericida en contra de esta bacteria
(Bai et al., 2010).

Como se menciond anteriormente, bLF es una proteina multifuncional y dentro
de las funciones antimicrobianas, la actividad anti-biofilms ha tomado gran
importancia. Los biofilms al ser una estructura que protege a las bacterias que se
encuentran dentro de ellas, hacen mas persistentes las infecciones y mas dificil de
erradicar (Donlan, 2002). Dentro de las etapas de la formacion de los biofilms,
existen diferentes puntos en los que la LF puede evitar su formacién o bien
disgregarlos. Dentro de la formacion de los biofilms se ha demostrado que bLF
puede evitarla por diversos mecanismos, 1) secuestro de hierro, 2) eliminacion de las
bacterias que podrian formar el biofilms, 3) competencia de union a la superficie
blanco de la bacteria, 4) inhibicibn en la expresion de genes relacionados a la
formacion de biofilms o 5) por alteracion en la motilidad superficial de las bacterias
(Garcia-Borjas,  Ceballos-Olvera,  Luna-Castro, &  Pefa-Avelino, 2021;
Hammerschmidt, Bethe, Remane, & Chhatwal, 1999; Khanum, Chung, Clarke, &
Chin, 2023; Singh, 2004; Singh, Parsek, Greenberg, & Welsh, 2002). En este sentido,

se puede decir que la LF tiene la capacidad para prevenir la formacion de los
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biofilms. Sin embargo, en este proyecto determinamos la actividad anti-biofilm de la
bLF y LF quimera en biofilms establecidos y no en la prevencion de estos, lo cual
hace mas dificil su erradicacion.

En nuestros resultados, se pudo observar que solamente bLF tuvo la
capacidad para disgregar los biofilms formados por S. aureus ATCC 25923 (Fig. 13).
Desafortunadamente, son escasos los estudios en los que se ha utilizado LF para
disgregar biofilms de S. aureus. Kosznik-Kwasnicka y cols., (2022), utilizaron fagos
para introducir bLF para erradicar biofilms de S. aureus multi-drogo resistente, como
resultados obtuvieron una disminucion de hasta 3 unit/log en biofilms pre formados y
tratados con los fagos con bLF a 1mg/ml durante 24h (Kosznik-Kwasnicka,
Kazmierczak, & Piechowicz, 2022). Datos que coincide con nuestro trabajo, ya que
bLF disgregé més del 80% de los biofilms de S. aureus.

La actividad anti-biofilms se ha probado en otras bacterias, no solamente S.
aureus, por ejemplo, se realizé un experimento donde evaluaron la capacidad anti-
biofiims de componentes de la leche materna (hLF, lactosa, IgA y caseina) en
biofilms de S. mutans, como resultado hLF fue quien mostr6 mayor actividad anti-
biofilms, seguido de IgA (Allison et al., 2015). Sheffield C. y cols., (2012), utilizaron
bLF, dextranasa y lisozima para disgregar biofilms de E. coli y K. pneumoniae, en los
resultados bLF fue el tratamiento que disgregoé biofilms en mayor proporcion, en el
caso de E. coli, bLF disgreg6 el 95% de los biofilms, mientras que en K. pneumoniae
disgrego el 100% de los biofilms (Sheffield, Crippen, Poole, & Beier, 2012).

Por otro lado, bLF también se ha utilizado junto con otros componentes que no
son antibioticos para disgregar biofilms, como es el caso del trabajo de Ammons M. y

cols., (2011), en el cual utilizaron LF/xilitol combinado con apésitos de plata para
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heridas para erradicar biofims de P. aeruginosa y MRSA. Como resultado, la
combinacion de los tratamientos disminuy6 en 4 unit/log las bacterias de los biofilms
de ambas bacterias (Ammons, Ward, & James, 2011).

El mecanismo por el cual la bLF disgrega los biofilms no se encuentra
totalmente dilucidado. Sin embargo, una propuesta con gran solidez es la hecha por
nuestro equipo de trabajo, en la cual utilizaron bLF para disgregar los biofilms de S.
pneumoniae. Uno de los componentes mas importante de los biofilms es el DNA
extracelular (DNAe) que funge como una red dentro de los biofilms para darle
estructura a estos (Panlilio & Rice, 2021). Debido a la afinidad que ha mostrado la
bLF al DNA (Babina, Kanyshkova, Buneva, & Nevinsky, 2004), se cuantificO el DNAe
de los biofilms tratados con bLF, como resultado, bLF eliminaba casi en totalidad el
DNAe de los biofiims de S. pneumoniae, los cuales fueron disgregados por esta
proteina. Adicionalmente, la actividad DNAsa que mostré la bLF en el DNAe de los
biofilms, afectd la transferencia vertical de los genes que confieren resistencia a los
antibioticos dentro de los biofilms de S. pneumoniae (Angulo-Zamudio et al., 2019).

bLF no solamente fue retada en contra los biofilms de S. aureus ATCC 25923,
sino también en contra de los formados por la cepa MRSA. Desafortunadamente bLF
ni LF quimera pudieron disgregar los biofilms de esta cepa (Fig. 14). Este resultado
concuerda con otros estudios, en los cuales, LF no presentd actividad en contra de
las cepas resistentes a farmacos o bien se tuvo que utilizar mayor concentracion de
la LF para poder disgregar los biofilms de las cepas multi-drogo resistentes (Diarra et
al., 2003; Redwan et al., 2016). Un ejemplo es en el estudio de Angulo-Zamudio y
cols., (2019) que se tuvo que doblar la concentracién de bLF para poder disgregar

los biofilms formados por cepas de S. pneumoniae resistentes a las combinaciones
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de tetraciclina, eritromicina y cloranfenicol (Angulo-Zamudio et al., 2019). La falta de
actividad de las proteinas y péptidos cationicos en las bacterias multi-drogo
resistente tiene una alta relacion con los cambios estructurales que hacen las
bacterias para sobrevivir. En el caso de los biofilms de S. aureus, esta bacteria tiene
la capacidad de incrementar la produccion del polisacarido intracelular responsable
de la adhesion (PIA), el cual es un componente catidnico, de esta manera S. aureus
incrementa la carga positiva de la matriz extracelular de los biofilms, alterando la
interaccion de los biofilms con proteinas y péptidos cationicos con actividad
antimicrobiana, como es el caso de la bLF y LF quimera, como resultado menor
capacidad de disgregar biofilms (Band & Weiss, 2015; Joo, Fu, & Otto, 2016; Moravej
et al., 2018).

La resistencia de las bacterias plancténicas como biofilms a antibiéticos y a
compuestos cationicos, ha llevado a buscar soluciones alternativas, como es el uso
de la combinacion de un antibiético con una proteina o péptido con actividad
antimicrobiana, buscando un efecto sinérgico entre ambos tratamientos. En este
estudio, se utiliz6 en combinacién bLF y ampicilina, los cuales tuvieron efecto de
sinergismo parcial para disgregar los biofilms de MRSA (Fig. 15 y Cuadro 2). Estos
resultados coinciden con otros estudios publicados. Petitclerc D y cols., (2007),
demostraron el efecto combinado de bLF + penicilina era de 3 a 5 veces mas efectiva
combatir a S. aureus resistente a beta lactamicos en comparacion a los tratamientos
solos (Petitclerc et al., 2007). Diarra MS y cols., (2002), también demostraron el
efecto sinérgico de la combinacibn de bLF + penicilina, pero en bacterias
planctonicas de S. aureus ATCC 25923 y 29213 (Diarra et al., 2003). El sinergismo

de LF no solamente se ha probado en S. aureus, sino también en otras bacterias. Al-
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Mogbel MS y cols., (2021), demostraron que la adicion de bLF a cultivos de
diferentes bacterias que eran resistentes a determinados antibiéticos, pasaban a ser
sensibles, como es el caso de E. coli que la adicion de bLF las volvidé sensible a
cefepima, cefotaxima, ceftazidima y cefuroxima. En Enterobacter aerogenes, la
adicion de bLF volvio sensible a la bacteria a 12 antibidticos. Por parte de
Pseudomonas aeruginosa la combinacion de bLF + antibiotico regreso la sensibilidad
de 14 antibitticos en esta bacteria. En S. aureus la combinacion con bLF regreso la
sensibilidad a 8 antibiéticos, el mismo fenbmeno fue observado en 3 cepas mas (Al-
Mogbel et al.,, 2021). Adicionalmente, el efecto sinérgico de LF también se ha
observado en hongos, la combinacion de LF con fluconazol increment6 la actividad
de fungicida de los tratamientos en comparaciéon de ambos por separado (Naidu,
Fowler, Martinez, Chen, & Tulpinski, 2004).

A diferencia de nuestros estudios, los mostrados previamente no utilizaron el
FICI, los autores solamente combinaron concentraciones efectivas de la LF y el
antibiotico, lo cual no deberia ser clasificado como un sinergismo, mas bien como un
efecto aditivo.

Por otro lado, Redwan EM y cols., (2016), determinaron el efecto sinérgico de
la lactoferrina humana y de camello con 17 antibiticos con cepas de S. aureus
sensible a metilcilina como resistente. Como resultado, LF de camello presentd
sinergismo con vancomicina en cepas sensible y resistentes (FICI: 0.25 y 0.37,
respectivamente), asimismo con oxicilina en ambas cepas (FICI: 0.05,
respectivamente). En lo que respecta con LF humana, presento sinergismo con los
mismos antibidticos que la LF de camello vancomicina (FICI: 0.25 para la cepa

sensible y 0.5 para MRSA) y oxicilina (FICI: 0.5 para ambas cepas) (Redwan et al.,
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2016). Al igual que nuestro estudio, estos autores utilizaron el FICI, pero los
resultados fueron en bacterias plancténicas, mientras que los de nuestro estudio
fueron en biofilms.

Como se muestra en este estudio y en los demas citados, bLF tiene la
capacidad de combinar su actividad con otros antibiéticos para potenciar el efecto de
ambos. La posible explicacion del mecanismo por el cual se lleva a cabo este
fenomeno pudiera ser que la bLF al disgregar los biofilms de S. aureus deje
vulnerables a las bacterias sin esa proteccion fisica para que la ampicilina pueda
ejercer su efecto. Sin embargo, recordemos que las bacterias que forman los
biofilms, son resistentes a ampicilina, lo cual hace que el antibiético no tenga accion
frente MRSA. Por otro lado, entonces aqui surgen diversas hipotesis, una de ellas
podria ser que la LF dafie las membranas de las MRSA liberadas y ampicilina
complemente el dafio de las bacterias. Otra posible hipétesis, seria que algunos
antibioticos son mas efectivos en ambientes pobres de hierro, fenbmeno que puede
ocasionar la LF (Coraca-Huber, Dichtl, Steixner, Nogler, & Weiss, 2018; Courcol,
Lambert, Fournier, Martin, & Brown, 1991; Diarra et al., 2003; Luo et al., 2014; Naidu,
Andersson, & Forsgren, 1992). Desafortunadamente aun no existe un mecanismo
establecido sobre cémo podria actuar la LF en combinacion con antibiéticos ni es
bacterias plancténicas ni en biofilms, es por ello, que mas investigaciones en este
campo son necesarias para profundizar en los mecanismos de accion y encontrar
oportunidades para mejorar los tratamientos para erradicar las infecciones
ocasionadas por S. aureus especificamente las resistentes a metilcilina.

En base a nuestros conocimientos, este es el primer trabajo que reporta la

actividad de sinergismo parcial de la bLF junto con ampicilina en biofilms de MRSA.
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Existen diversos reportes de sinergismo entre la bLF y antibiéticos en contra de
MRSA u otras bacterias, pero son en bacterias en estado plancténico. Por otro lado,
este trabajo presenta algunas limitaciones, una de ellas es la falta de actividad que
presentaron los tratamientos en los biofilms, ya que se pudo probar otros tiempos de
incubacion o bien otras concentraciones. Otra debilidad de este proyecto fue la falta
de experimentos para probar a la LF quimera en los ensayos de sinergismo, mismos
gue estan puestos en marcha, para poder avanzar mas en el conocimiento de este

tema.
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X. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, se puede concluir que:

1. bLF y LF quimera presentaron actividad antimicrobiana en ambas cepas de S.
aureus tanto la cepa de referencia ATCC 25923, MRSA.

2. El mecanismo de accion para de bLF y LF quimera fue mediante la union de estos
a la membrana de S. aureus, la desestabilizacion de esta, produciendo cambios en la
permeabilidad y estructurales para producir la lisis de las bacterias.

3. Solamente bLF tuvo la capacidad de disgregar lo biofilms de S. aureus ATCC
25923, pero no de MRSA.

4. Finalmente, la adicion en conjunto de bLF y ampicilina tuvieron efecto sinérgico,

con el cual disgregaron los biofilms de MRSA.

Perspectivas

Los hallazgos encontrados en este trabajo de investigacion nos proporcionan
alternativas para poder tratar las infecciones por S. aureus. Conforme pasa el tiempo,
sigue en incremento la resistencia a los antibiéticos por parte de las bacterias y no
solamente es suficiente la fabricacion de nuevos antibidticos o bien nuevas
generaciones de los existentes, sino también es necesario iniciar la combinacion de
estos con proteinas y péptidos para poder tener resultados mas eficientes y eficaces
en contra no solamente bacterias en su estado plancténico, sino también en los
biofilms. El avance de esta area podria llevar a disminuir no solamente los costos
econdémicos por enfermedades infecciosas, sino también las tasas de morbilidad y

mortalidad mundial.
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XII ANEXOS

ABREVIATURAS

ADN. Acido desoxirribonucleico

Apo-LF. Apo lactoferrina

ATCC. American Type Culture Collection
bLF. Lactoferrina bovina

CONACYT. Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
CO2. Didxido de Carbono

DMEM. Medio Dulbecco’s Eagle modificado
EUA. Estados Unidos de América

et al. Y colaboradores

Fe. Hierro

FITC. Isotiocianato de Fluoresceina

g. Gramos

g. Gravedades

h. Horas

hLF. Lactoferrina humana

Holo-LF. Holo Lactoferrina

IP. loduro de propidiO

kDa. Kilo Daltons

L. Litros

LF. Lactoferrina

LFampina. Lactoferrampina (Fragmento 265-284)
LFcina. Lactoferricina(fragmento 17-30)
LPS. Lipopolisacarido

LFquimera. Lactoferrina quimera

M. Molar

mM. miliMolar

uM. microMolar

mg. Miligramos

min. Minutos

mL. Mililitros
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MRSA.. Staphylococcus aureus metilcilina resistente
PBS. Phosphate buffered saline

pH. Potencial de hidrogeno

S. aureus. Staphylococcus aureus

s. Segundos

UFC. Unidades formadoras de colonias
USA. The United States of America
WHO. World Health Organization

°C. Grados centigrados

pL. Microlitro

pum. Micrometro

%. Porcentaje
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