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RESUMEN
Los patdgenos transmitidos por alimentos son una preocupacion creciente a nivel
mundial debido a que muchas especies bacterianas han mostrado resistencia a los
antibioticos disponibles. Recientemente se ha revalorizado el uso de productos
naturales con actividad antimicrobiana en contra de estos patégenos, y uno de estos
productos es la miel de abeja que alrededor del mundo ha demostrado tener actividad
contra diferentes microrganismos. En el presente trabajo se determind la actividad
antimicrobiana de tres mieles de diferentes especies de abejas (Apis mellifera,
Melipona beecheii, Trigona (Frieseomelitta) nigra) usando como control una miel
sintética (complejo de azUcares mayoritarios), asi como la evaluacién de la expresion
génica de genes de virulencia en contra de Salmonella Typhimurium, con la finalidad de
determinar, si el complejo de azUcares presentes en la miel es el responsable de la
actividad antibacteriana. La actividad antibacteriana se evalué por el método de
microdilucién para la obtencién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB). Obteniendo los siguientes resultados: una
misma concentracién en la CMI y CMB para las tres mieles: Trigona 7% V/V, Apis 9%

VIV, Melipona 8% V/V. La miel sintética tuvo 32% una CMI y 55% de CMB.

Se realiz6 un tratamiento con catalasa a dos de las mieles, las cuales no demostraron
actividad, en comparaciéon con la miel de Trigona la cual mantuvo un ligero efecto en el
crecimiento bacteriano. De igual manera, se evalué si la miel a concentraciones que no
modificaran el crecimiento afectaba la expresion génica de los genes de virulencia de S.
Typhimurium, obteniendo que la expresion de los genes de Fim y InvA son afectados

por las tres mieles en diferentes niveles.

Xl



Las tres mieles mostraron tener un efecto antibacteriano a bajas concentraciones
contra de Salmonella Typhimurium, sin embargo se pudo observar que la miel de
Trigona pudo inhibir completamente al microorganismo y disminuir su crecimiento en el
tratamiento con catalasa, también obtuvo la mejor represion de los genes de virulencia

en cuanto a las dos mieles probadas.

Xl



CAPITULO |

INTRODUCCION
La salmonelosis es causada por bacterias del género Salmonella teniendo una
relevancia importante a nivel mundial, sobre todo en paises tercermundistas, debido a
las condiciones de higiene que se presentan principalmente en los nifios, los cuales
son los mas afectados. Dicha enfermedad comuinmente es transmitida por alimentos de
origen animal, como carne, huevo y pollo, especialmente en paises en vias de
desarrollo, colocandola asi como un problema de salud publica. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud, se estima que cada afio afecta anualmente a miles de personas
de todo el mundo, provocando mas de cien mil defunciones cada afio (OMS, 2005).
Esta enfermedad es generada por la especie Salmonella enterica, que se divide en
alrededor de 2500 serotipos, entre los cuales se encuentra S. Typhimurium, que ha
sido aislado frecuentemente de pacientes con salmonelosis y cuadros de diarrea aguda.
Se han encontrado cepas de S. Typhimurium resistentes a estreptomicina,

cefalosporinas, entre otros antibiéticos (McCkelland y colaboradores., 2001).

La miel de abeja ha sido usada mundialmente como edulcorante y alimento, pero
también se ha empleado para tratar diferentes enfermedades ocasionadas por
microorganismos. Actualmente, Yucatan es el principal productor a nivel nacional, esta
miel es proveniente de la abeja Apis mellifera. Aunque existen otras especies

productoras de miel en la regidbn que son poco conocidas y en menor instancia



cultivadas, que son las abejas sin aguijon, como Melipona beecheii y Trigona (

Frieseomelitta) nigra.

En la peninsula de Yucatan se ha utilizado la miel de abeja sin aguijon desde tiempos
ancestrales en la medicina tradicional, debido a sus propiedades cicatrizantes y
antimicrobianas que ayudan en el tratamiento de heridas provocadas por cortaduras, de
igual manera para el tratamiento de enfermedades de vias respiratorias,
gastrointestinales y oculares ( Michener, 2007; Gonzélez Acereto & Quezada Euan,

2010)..

Actualmente, la resistencia bacteriana a farmacos es un grave problema en todo el
mundo, lo que ha orillado a los cientificos a la busqueda de nuevas alternativas, como
el uso de productos naturales, como la miel; es por eso que el presente trabajo tiene
como finalidad evaluar el efecto antimicrobiano de las mieles de Apis, Melipona y
Trigona, asi como su efecto en la expresiéon de genes de virulencia de Salmonella

Typhimurium ATCC 13311.



CAPITULO I

FUNDAMENTO TEORICO

2.1 Enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA)

Las ETA son aquellas enfermedades que se transmiten por la ingestiébn de alimentos
infectados con microorganismos en concentraciones suficientes para afectar la salud
del ser humano. Existen numerosos tipos de ETA que presentan diferentes cuadros
clinicos, dependiendo del tipo de contaminacién y de la cantidad de alimento
contaminado consumido. Los sintomas mas comunes que se presentan son vomitos y
diarreas y en menor instancia dolores abdominales, dolor de cabeza, fiebre, mareos
entre otros. Ademas, ciertas ETA pueden generar enfermedades cronicas a largo plazo
tales como dafos renales, artritis, meningitis, aborto y en casos extremos, la muerte
(Butzby & Roberts, 1996; Rocourt y col., 2003).

Algunos ejemplos de infecciones alimentarias son: la toxoplasmosis, la listeriosis, la
triquinosis, la hepatitis A, la salmonelosis, etc. (Butzby & Roberts, 1996; Jay, 2002),
todas estas enfermedades tienen en comun que son producidas por microorganismos

patogenos como es el caso de Salmonella spp. que produce la salmonelosis.



2.2 Genero Salmonella y su clasificacion

Salmonella es un bacilo Gram negativo que se comporta como patégeno intracelular
facultativo, que se divide en dos especies predominantes Salmonella bongori y
Salmonella enterica, esta division se basa tomando en cuenta sus caracteristicas
bioquimicas generales. Esta Ultima especie se subdivide en seis subespecies: enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, indica y houtenae; las salmonelas de mayor importancia
meédica pertenecen a las subespecies enterica y arizonae de las cuales se desprenden
varias serovariedades. Por lo que la nomenclatura con la que se maneja estas
subespecie quedaria de la siguiente manera Salmonella enterica serovar Typhi, S.
entérica serovar Paratyphi, S. entérica serovar Typhimurium (figura 1) nombradas asi
generalmente con un nombre relacionado a al lugar de donde se aislo (Lucas y col.,
2000; McCkelland y col., 2001), siendo estas serovariedades de las mas estudiadas
debido a la infecciébn que causa al ser humano. En el caso, de las serovariedades
pertenecientes a las subespecies restantes de Salmonella entérica y Salmonella
bongori (escasas en patologia humana y animal) se designan con el nhombre de la
subespecie, seguido de la formula antigénica, como por ejemplo Salmonella IV 50:b:- o

Salmonella IV 44:a:-. (Grimont & Weill, 2007; Tindall y col., 2005).



Figura 1. Salmonella Typhimurium vista a través de una microscopia de barrido electrénico (S.E.M.)

Segun la clasificacion del esquema de Kauffman-White basado en antigenos somaticos,
flagelares y ocasionalmente capsular, las salmonelas se clasifican en mas de 2,500
serotipos, que pueden ser moviles o inmdviles. Hay situaciones en las que es preciso
realizar mas estudios en la diferenciacion dentro del serotipo correspondiente, para tal
fin se utiliza la fagotipificacion, sobre todo para las cepas causantes de epidemias en el

hombre (Rabsch y col., 2002).



2.3 Casos a nivel mundial

Se estima que se presentan mas de 16 millones de casos de fiebre tifoidea por afio con
aproximadamente 6 millones de casos fatales y 1,300 millones de casos de
gastroenteritis con una mortalidad que alcanza los 3 millones. En México en 1998 se
notificaron 215,155 casos de salmonelosis siendo los estados mas afectados Tabasco,
Coahuila, Chiapas y Quintana Roo, siendo el afio con mas casos reportados hasta el
momento. Anualmente se reportan alrededor de 68,000 casos de salmonelosis en
donde Salmonella es el género bacteriano que ocasiona mayores pérdidas a la industria
avicola, asi como problemas de salud publica para el consumidor (figura 2). En un
estudio realizado por (Zaidi y colaboradores en 2006) se colectaron 2,893 muestras
fecales de nifios con diarrea, 5334 muestras de carne de pollo, puerco y res, y 1,882
muestras de intestinos de pollo, cerdo y bovino. Lograron aislar bacterias del género
Salmonella no-Typhi en 12,8% de los pacientes con diarrea. Ellos también encontraron
2 serovariedades que se presentaron con frecuencia siendo Typhimurium (22,2%) vy
Enteritidis (14,5%). La primera se encontré en las carnes crudas de los tres tipos de
animales analizados, siendo el cerdo el reservorio principal (10,2%), seguido por bovino
(6,8%) y por ultimo el pollo (4,6%) mientras Salmonella Enteritidis se aislé casi
exclusivamente de pollo. De tal manera que Salmonella Typhimurium y Salmonella
Enteritidis fueron las serovariedades mas frecuentemente aisladas de nifios con diarrea;
ademas, junto con Salmonella Typhi, han sido causa de sepsis y meningitis fatales

(Salyers & Whitt, 2002).
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Figura 2. Principal via de infeccidn de salmonella al ser humano

2.4 Enfermedades causadas por Salmonella spp.

Uno de los patégenos entéricos mas frecuentes tanto en paises desarrollados como
subdesarrollados es Salmonella spp., la cual dependiendo de su especie, tamafio del
in6culo, factores de virulencia expresados por la cepa bacteriana, hospedero
involucrado, estado inmunologico del paciente e intervencion médica puede ocasionar
desde una infeccion gastrointestinal media a severa hasta una infeccion sistémica que
compromete la vida del paciente.

Las cepas de salmonella entérica que causan infeccion en humanos pueden

subdividirse en 2 grupos:



Por un lado, las denominadas salmonelas tifoideas las cuales son altamente invasivas
en humanos y producen generalmente una infeccidon sistematica severa denominada
fiebre entérica o fiebre tifoidea. Los serotipos de Salmonella asociados con la fiebre
entérica son Typhi y Paratyphi A, que son patdgenos exclusivos del hombre, aunque
Paratyphi B, Paratyphi C y Sendai también pueden causarla pero en menor proporcion.
Los aislamientos pertenecientes a estos Ultimos serotipos son muy poco frecuentes. El
mecanismo por el cual infectan al ser humano es ingresando por la boca y
posteriormente llegando al intestino delgado y multiplicandose durante un periodo de
incubacion de 3 a 4 dias, para después adherirse a las vellosidades del ileon.
Salmonella a través de las placas de Peyer llega al epitelio intestinal, a continuacion se
desplaza e invade los foliculos linfoides intestinales reproduciéndose en su interior. A
través de los monocitos llega a los vasos linfaticos mesentéricos, desplazandose hasta
el torrente sanguineo (Romero, 2007). Existe una alta probabilidad de adquirir la
infeccion con indculos (cantidad de bacterias requeridas para la infeccidn), superiores a

10° y especialmente con 10° bacterias.

Por otra parte, el grupo de las denominadas salmonelas no tifoideas (SNT) son aquellas
que producen cuadros de gastroenteritis y raramente atraviesan la barrera intestinal.
Este grupo esta integrado por cientos de serotipos distintos de los cuales prevalecen
claramente unos pocos. Algunos de estos serotipos se presentan en varias partes del
mundo, y poseen un amplio rango de hospedadores posibles, como es el caso de S.

Enteritidis y S. Typhimurium que han sido aisladas de aves, ratones, ganado bovino,
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ganado ovino, perros y muchas otras especies animales, ademas del hombre. Un grupo
mas pequefio de serotipos, poseen una cantidad mas restringida de hospedadores.
Este es el caso de S. Choleraesuis y S. Dublin, que generalmente causan infeccion
sistémica en los cerdos y el ganado bovino respectivamente, pero que ocasionalmente
pueden infectar otras especies, incluyendo al hombre.

Las bacterias invaden la mucosa y se replican en la submucosa. En este caso, la
enfermedad gastrointestinal puede avanzar a un cuadro mas severo que involucra la
infeccion sistémica. Durante el curso de las bacteriemias puede producirse infeccion en
cualquier 6rgano: endocardio, endotelio vascular previamente dafiado, tracto urinario,
pulmén (neumonia o empiema), higado y bazo (abscesos), vesicula (colecistitis),
articulaciones, meédula 0sea, meninges (especialmente en niflos), cerebro. Sin
embargo, los mecanismo por los cuales Salmonella induce la diarrea y la septicemia no
se han detallado completamente, pero parece ser un fenémeno complejo que involucra

varios factores de virulencia (Haraga y col., 2008), en la tabla 1 se muestran las

diferentes variedades de Salmonella enterica de acuerdo a (Grimont P. , 2013).

Tabla 1. VARIEDADES DE Salmonella enterica

Especie Sub-especie Serotipo

Salmonella enterica  enterica(l) S. paratyphoid A,B,C

B S. schottmuelleri
S. typhimurium
S.heldelberg
C S. hirschfeldii
S. newport
S. montevideo
D S. typhi
S.enteritidis
S. dublin
S. sendai
E S. anatum
salamae(ll)
arizonae(l1)
diarizonae(1V)
houtonae(V)
indica(VI)




2.5 Factores de virulencia de Salmonella Typhimurium

Desde que Salmonella esta presente en los alimentos requiere mecanismos genéticos
que le permitan adaptarse y sobrevivir a las condiciones que encuentra, cuando estos
alimentos son consumidos por el ser humano, esta bacteria se encuentra en
condiciones adversas para su crecimiento por lo que es capaz de inducir ciertos

mecanismos que le ayudan a su sobrevivencia e internalizacion dentro del intestino.

2.5.1 Adhesion

El primer evento que ocurre es la adherencia, para esto Salmonella requiere adherirse a
uno o mas tipos de células del tejido intestinal, utilizando diferentes tipos de fimbrias,
las cuales estan definidas genéticamente en operones, como la fimbria tipo 1 (Fim), tipo
3 (Mrk) y Ipf, cada uno de estos genes actla dependiendo de las condiciones en que el
microorganismo esté expuesto, con la finalidad de poder realizar la adhesion en los
diferentes tipos celulares. El operén LpfABCDE se encuentra localizado en el centisoma
80 de S. entérica serovar Typhimurium y esta rodeado por secuencias similares a las
descritas en E. coli K12 y 0O157:H7, sugiriendo que dicho operén pudo haber sido
adquirido por transferencia horizontal durante la evolucion, éste codifica para factores
de adherencia que interactian con las células M, dichas células son enterocitos

especializados en la captacion de antigenos luminales, carecen de recubrimiento de
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proteinas glicosiladas y en la superficie luminal presentan pliegues en lugar de las

microvellosidades caracteristicas del resto de enterocitos (Baumler y col., 1997).

2.5.2 Invasion

Muchos microorganismos patdégenos son capaces de entrar y sobrevivir dentro de las
células eucaridticas. Salmonella dirige su arribo a células del hospedero que
normalmente no son fagociticas como la superficie de la mucosa de las células
epiteliales. Posiblemente, esta técnica de invasion asegura un nicho celular protegido

para que la bacteria se replique o persista.

Salmonella invade las células del hospedero por un mecanismo conocido como jeringa
molecular. La bacteria envia sefiales a las células epiteliales que inducen los rearreglos
del citoesqueleto dando lugar a la formacion de ondulamientos en la superficie del
epitelio, esto como respuesta al contacto del microorganismo. Se reconocen varias
proteinas efectoras de SPI-1(isla de patogenicidad 1), involucradas en los rearreglos del
citoesqueleto: SipA, SopE, SopE2 y SopB. (Finlay & Cossart, 1997; Goosnhey y col.,
1999). SipA es una proteina de unién a actina, que inhibe la despolimerizacién de F-
actina y activa T-plasmina (Galan & Collmer, 1999); SopE se comporta como GEF
(factor de intercambio de guanina) en las proteinas RhoGTPasas (CDC42 y Rac)
induciendo deformacién en la membrana, que permite la internalizacion de Salmonella
ademas estimula MAP cinasas (proteina activa Mitogen) (Fu & Galan, 1999). La

proteina SopE2 muestra un 69 % de homologia con la secuencia de SopE, que activa a
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CDC42, la cual actua con la familia de proteinas del sindrome de Wiskott-Aldrich
(WASP) para activar al complejo Arp2/3. A su vez este complejo inicia la polimerizacion
de actina y ramifica filamentos de actina (Bakshi y col., 2000). El gen responsable de

codificar dicha proteina se encuentra localizado en el centisoma 40-42.

Las proteinas efectoras SigB, SipC y sipD comparten dominio hidrofébico presente en
la familia RTX (toxina formadora de poro), las cuales se comportan como translocasas y
son las responsables de formar poros en la membrana de las células eucarioticas. SipC
se transloca junto con SipB de manera dependiente La proteina SipD ademas regula el
sistema de secrecion tipo Il (SSTIII) de manera similar a YopN /LcrE de Yersinia spp.,
ya que su mutacién produce un aumento en la secrecion de proteinas efectoras

(Collazo & Galan, 1997).

Las proteinas efectoras pudieran ser consideradas toxinas como es el caso de algunas
bacterias como E. coli, debido a que de alguna manera afectan a la célula huésped, sin
embargo a diferencia de éstas, carecen de receptores que las ayudan a la union con la
célula, por lo que son incapaces de tener acceso directo a su sitio de accién, no
obstante el SSTIII las ayuda a alcanzar su objetivo. Como es el caso de la penetracion
de Salmonella a la mucosa intestinal la cual, es esencial para causar una infeccion letal,
el hecho de bloquear la penetracion a la mucosa intestinal al mutar genes involucrados
en invasion, permite obtener cepas atenuadas que pudieran ser utilizados como
posibles inmunégenos, lo que ayudaria al cuerpo para poder realizar una respuesta

inmune al contagio con esta bacteria.
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2.5.3 Infeccién sistémica

Salmonella produce efectos citotoxicos que resultan en la destruccion de las células M y
la invasion de enterocitos adyacentes, tanto por la cara apical como por la basolateral,
de igual manera induciendo apoptosis a macréfagos activados mediante la proteina
efectora SipB y también una fagocitosis inducida a macréfagos no activados, para asi
poder ser transportada a higado y bazo. SipB se asocia con la proteasa caspasa | (ICE)
gue activa a las citocinas proinflamatorias (IL-13 e IL-18) como se muestra en la figura

3 (Cheny col., 1996; Cotter & Di Rita, 2000).

En el caso particular de Salmonella enterica serovar Typhimurium se ha reportado que
puede llegar al higado y bazo por una ruta alterna, que no requiere colonizacién
intestinal o invasion de células epiteliales intestinales, la bacteria es llevada
directamente del [imen intestinal a circulacién, solo en los casos en que los fagocitos

expresan CD18 (Vazquez-Torres, y col., 1999).

Los modelos de cultivos celulares in vitro, han sido de gran ayuda para poder
comprender la interaccion entre Salmonella y las células huésped, para la identificacion
de los genes involucrados en el proceso de infeccion, asi como todo el proceso de

regulacion de dichos genes.
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Figura 3. Proceso de invasion y respuesta del cuerpo a Salmonella.

2.6 Islas de patogenicidad

Hasta el momento se han secuenciado varios genomas completos del género
Salmonella: Salmonella enterica serovar Typhi CT18 (4,809,037 pb), Salmonella
enterica serovar Typhimurium LT2 (4,857,000 pb) y Salmonella enterica serovar
Paratyphi A cepa ATCC 9150 (4,585,229 pb) lo que ha sido de gran ayuda en estudios
basados en infeccidén y especificidad que estas bacterias tienen por el hospedero, asi
como la patogénesis que presentan generalmente dadas por islas de patogenicidad

(McCkelland y col., 2001).

14



Las islas de patogenicidad son un grupo de genes involucrados en codificar factores
especificos de virulencia, su porcentaje de G-C difiere del promedio del genoma
bacteriano, se presentan repeticiones directas en sus extremos, portan genes que
codifican factores de movilidad como integrasas, transposasas 0 secuencias de

insercion y ademas se encuentran frecuentemente adyacentes a genes de ARNt.

Actualmente se sabe que Salmonella cuenta con cinco islas de patogenicidad: SPI-1,
SPI-2, SPI-3, SPI-4 y SPI-5 (figura 4). La SPI-1 se encuentra presente en S. bongori y
todas las serovariedades de S. enterica, probablemente fue adquirida en la evolucién
temprana que tuvo S. entérica, por transferencia de genes, manera horizontal; o que se
propone al determinar su porcentaje de G-C que va del 42 % al 47 %, mientras que el
cromosoma de Salmonella tiene un intervalo de 52 % al 54 %, ademas el tamafio,
orden y la orientacion de SPI-1 es similar a los genes de invasién del pladsmido de
Shigella. Se ha reportado que la SPI-1 codifica mecanismos que median: la invasion en
células del hospedero, produciendo apoptosis en macréfagos, activacion de inhibidores

de MAP cinasas y factores de transcripcion (Hardt y col., 1998).

La SPI-2 también codifica para un SSTIIl que se activa cuando la bacteria se encuentra
intracelularmente dentro de una vacuola. Se localiza en el centisoma 31, situada
inmediatamente adyacente al gen ARNt ValV, su tamafio es de 40 kb y tiene un
porcentaje de G-C del 44.6 %. Consta de 32 genes que regulan la supervivencia y
replicacion bacteriana en los compartimentos intracelulares de fagocitos y células

epiteliales (Hensel y col., 1998).
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Las funciones moleculares de la SPI-2 no han sido caracterizadas con tanto detalle
como las de la SPI-1. Las mutantes en dicha isla son severamente atenuadas en la

infeccion sistémica, al ser inoculadas oral o intraperitonealmente.

Los genes que conforman la SPI-2 se pueden dividir de la siguiente manera: ssa
(aparato del sistema de secrecion): representados por SsaB-E y SsaG-V, cuyos
productos conforman el SSTIII (Hensel, y col., 1998) y junto con SPI-1 se encargan de

la invasién de Salmonella en las células huésped.

La SPI-3 también es requerida para la supervivencia intracelular en macrofagos, provee
productos esenciales para el crecimiento en condiciones limitadas de Mg Su tamafio
es 17 kb y tiene un porcentaje de G-C del 39.8 % - 49.3 %, esta localizada en el

centisoma 82 inmediatamente adyacente al gen ARNt selC.

La SPI-4 codifica un supuesto sistema de secrecion tipo | (SSTI) que media la secrecién
de toxinas y se cree que participa en la adaptacién de Salmonella al ambiente
intracelular en los macrofagos, es de 27 kb y esta compuesta por 18 genes localizados

en el centisoma 92.

16



La SPI-5 es de 7.5 kb se encuentra localizada en el gen ARNt serT, centisoma 20; su
porcentaje de GC es de 43.6 %. Codifica proteinas efectoras involucradas en la
secrecion fluida y reaccion inflamatoria en la mucosa intestinal, como sopB (sigD) que
ademas de estimular la secrecion de cloro, se encuentra involucrada en el flujo de

macréfagos. Para su secrecion utiliza el SSTIII de la SPI-1 (Marcuy col., 2000).

SPI-1
sit avrA sprB hilC  org prg hilD hilA iagB sptP sicP jacP sip sicA spa inv invH

[ABCD )< | { CBA [KJH] { I3 TADCEL K SRePCIJICIBIAECER >

SPI-2
ssr ssa sse sscA sse sscB sse ssa
I\
B8CD A|B[ T CbE [ | FG >{ GHIJKLMVNOPQRSTU >—
V

SPI-3

3752 sugR 3754 rhulhd rmbA misL fidL. marT 3760 sisA cigR yicL

- D -

SPI-4

SPI-5
pipA pipB 1089 1093 pipD

ey aleap s SR

> Secretion apparatus =) Chaperones
== Secreted effectors ==p Transporter proteins
mmd Transcrintional reaulators N Cutanlasmic anzume

== Iron acquisition
E=) Unknown function

Figura 4. Agrupacién de genes y factores de virulencia (islas de patogenicidad)

2.6.1 Regulacion de las islas de patogenicidad

Las bacterias se tienen que adaptar a cambios drasticos al entrar al hospedero,
vigjando a lo largo del aparato digestivo y cambiando de un medio extracelular a uno
intracelular, esto lo logran debido a una regulacién coordinada y precisa de sus genes.

Para lograr dicho control, Salmonella utiliza sistemas reguladores de dos componentes
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gue incluyen un sensor de histidina cinasa (proteina transmembranal) y un regulador de
respuesta que se activa por fosforilacion, el cual activa o reprime a nivel transcripcional
la expresion de un grupo de genes. Los genes PhoQ/PhoP, PmrA/PmrB, SsrA/SsrB,

EnvZ/OmpR y BarA/SirA regulan la invasion bacteriana y la supervivencia intracelular.

La regulacion especifica de los genes de la SPI-1 estd mediada por HilA, un regulador
transcripcional de la familia de activadores transcripcionales OmpR, el gen responsable

de su sintesis esta codificado dentro de la SPI-1.

El factor transcripcional HilA controla la expresion de los genes que codifican las
proteinas del SSTIII, es activador transcripcional del promotor de InvF, SipC, SipA, y
PrgH, a su vez el promotor de PrgH controla la expresion de OrgA-B (oxigen regulated

genes) y PrgK (Kleiny col., 2000).

Una situacion menos compleja se ha observado para la regulacion de la SPI-2, en este
caso un sistema regulador de dos componentes SsrA/SsrB, que codifican dentro de la
isla de patogenicidad, este componente es requerido para la expresion de los genes de
proteinas efectoras, chaperonas y el SSTIII. El gen SsrA, esta a su vez regulado por el
complejo OmpR/EnvZ, responsable también de la regulacion de SifA (Beuzon y col.,

2001).
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2.6.3 Sistema de secrecién de tipo lll

El SSTIII de Salmonella es muy parecido a la estructura del flagelo (figura 5), este
sistema de secrecidn presenta caracteristicas notorias que lo hacen Unico: la proteina
secretada no presenta una secuencia sefial amino-terminal para que sea liberada,
varias de las proteinas efectoras requieren de chaperonas especificas para su
secrecion. Para la activacion completa del sistema, se requiere de una sefial inductora
que generalmente es el contacto con la célula del hospedero, lo cual permite la

translocacion de las proteinas efectoras dentro del citoplasma de la célula huésped.

Los componentes estructurales del SSTIII pueden ser divididos en categorias que
incluyen: ATPasa de membrana interna, como InvC, que posee secuencias similares a
la subunidad B de FOF1; (Eichelberg y col.,, 1994) proteinas de membrana interna,
ejemplificadas por InvA, SpaP/InvL, SpaQ/InvM y SpaR/InvN; proteinas de membrana
externa, donde se incluye InvG que es una proteina con secuencia similar a la familia
de secretinas formadoras de poro y lipoproteinas como PrgK y PrgH. InvG, PrgK y PrgH
forman la base de una estructura supramolecular llamada complejo aguja, la cual
consiste en 4 anillos conectados por un bastén, los anillos inferiores interactian con la
membrana interna, los cuales tienen un diametro de 40 nm y un ancho de 20 nm cada
uno; los anillos superiores interactian con la membrana externa y el peptidoglicano,
teniendo un didmetro de 20 nm y un ancho de 18 nm, el cual se extiende a la superficie
formando una estructura que se asemeja a una aguja de 80 nm de largo y 13 nm de
ancho cuyo componente principal es la proteina Prgl. De igual manera la proteina

reguladora PrgJ controla la longitud de la jeringuilla molecular (Galan, 2001; Kubori y
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col., 2000). El gen InvE permite el correcto ensamblaje del complejo aguja e interviene
en la regulacion del proceso de secrecion, disparando los eventos intracelulares que
permiten la invasion (Ginocchio & Galan, 1995). La proteina InvH se requiere para la

correcta localizacion de InvG en el SSTIII.

El gen InvA es el primer gen de un operon que contiene también los genes InvB e InvC
los cuales codifican para proteinas estructurales del SSTIII. En estudios recientes se ha
observado que al ser mutado el gen InvB, no se afecta el proceso de invasion,
sugiriendo que no se requiere para la entrada de la bacteria a la célula del huésped. La
proteina InvA es considerada como una de las mas importantes para el ensamblaje del
SSTIIl y exportacion de proteinas efectoras, InvA es una proteina de membrana interna,
su porcidn amino-terminal es hidrofobica, con ocho dominios transmembranales, de por
lo menos 20 aminoacidos, mientras que su porcién carboxi- terminal hidrofilica, se
localiza en el citoplasma y puede interactuar con otros componentes del sistema (Galan

& Curtiss, 1991).
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Figura 5. Comparacion entre las estructuras A) sistema de secrecidn de tipo 3 (SSTIII), B) Flagelo

2.7 Resistencia a los antibidéticos por parte de Salmonella

Typhimurium

Al igual que otras bacterias como Escherichia coli y Staphylococcus aureus, las
diferentes serovariedades de Salmonella también han presentado resistencia a los
antibioticos. Para el caso de Salmonella Typhimurium, algunas cepas han desarrollado
multirresistencia a los diferentes tratamientos con antibiéticos, especificamente a cinco

agentes: ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclina. De igual
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manera se han encontrado cepas resistentes a quinolonas (Glynn y col., 1998; Molbak y

col., 1999; Zaidi y col., 2006).

Entre los mecanismos de resistencia que utiliza Salmonella spp., podemos encontrar la
produccion de enzimas que inactivan a las moléculas que tienen efectos
bacteriostaticos y bactericidas. Las betalactamasas son capaces de hidrolizar
antibiéticos betalactdmicos, que son aquellos que forman parte del grupo de las
penicilinas como, por ejemplo, ampicilina, amoxicilina, oxacilina, metilcilina, entre otros.
Estos antibidticos inhiben la sintesis de peptidoglicano, afectando la integridad de la

pared celular bacteriano (Suarez y Gudiol, 2009).

Se han encontrado resistencia a los aminoglucésidos que son un grupo de moléculas
gue actdan a nivel ribosomal, inhibiendo la sintesis de proteinas y produciendo una
lectura errénea de la informacion del ARN mensajero, determinando la incorporacion de
algunos aminoacidos incorrectos en la cadena peptidica. La resistencia a estos
antibioticos puede darse por diversos mecanismos, entre ellos la inactivacion de los
compuestos por enzimas modificantes de aminoglucosidos (EMA). Estas enzimas
catalizan la modificacion covalente de grupos aminos e hidroxilos de la molécula,
generando modificaciones quimicas que llevan al aminoglucésido a unirse débilmente a
los ribosomas bacterianos. La estreptomicina y la gentamicina son ejemplos de este

grupo a los que ha presentado resistencia Salmonella spp.(Mella y col., 2009).

También en esta bacteria se ha reportado la presencia de cloranfenicol acetil
transferasas, que inhiben los antibioticos pertenecientes al grupo de los fenicoles

(Gallardo et al, 1999).
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2.8 Busqueda de nuevas alternativas para el control de patégenos.

Las bacterias patdégenas como salmonella spp. logran tener resistencia a los
antibiéticos, han evolucionado a medida que ellos mismo crean las condiciones idéneas
para su proliferacion y su multiplicacion, manipulando los componentes presentes en
medio donde se presenten, creando diferentes mecanismos de accion. El ser humano
utilizando herramientas que le permiten bloquear el avance de este tipo de bacterias, ha
generado medicamentos para eliminarlos o simplemente inhibirlos, se han utilizado
probiéticos, infusiones en agua y etanol de diferentes plantas medicinales, asi de igual
manera la miel la cual se ha estudiado y se ha demostrado tener actividad microbiana
frente a diversos patdgenos asi como actividad antioxidante, antihipertensiva etc.

(Wahdan, 1998; Bertoncelj y col., 2007; Majtan y col., 2009).

2.9 La miel

El concepto general de la miel esta restringido para el producto de las abejas de la
especie Apis mellifera (subfamilia Apidae) y se define de acuerdo al Codex Alimentarius
como una sustancia natural dulce producida a partir del néctar de las plantas, de
secreciones de partes vivas de las plantas o de excreciones de insectos chupadores en
partes vivas de las plantas, que las abejas recolectan, transforman combinandolas con
sustancias especificas propias, depositan, deshidratan, almacenan y dejan en el panal

para que se madure (Codex Alimentarius, 2001).
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El producto obtenido de las especies de abejas sin aguijon no puede ser denominado
miel, ya que este término sélo se aplica para la miel hecha por abejas Apis mellifera
(figura 6A), existen varios reportes donde se han estudiado las mieles abejas Apis
mellifera, asi como la miel de abejas sin aguijon (Melipona beecheii, Trigona
(Frieseomelitta) nigra (figura 6B y 6C), Scaptotrigona pectoralis). Esto debido a las
propiedades que presenta la miel en contra de diferentes microoganismos (Vit y col.,

2006; Vit, 2008).

2.9.1 Caracteristicas de la miel

En general, la miel se compone principalmente de agua (10-20%) y azucares (70-80%),
predominantemente glucosa y fructosa, ademas de otras sustancias como acidos
organicos, enzimas, flavonoides, compuestos fendlicos, minerales, productos de la
reaccion de Maillard y particulas sdlidas derivadas de la recoleccion. Presenta una
coloracién que varia de casi incolora a pardo oscuro debido a la presencia de pequefias
cantidades de pigmentos como carotenoides, clorofila y xantofila. Muestra una densidad
entre 1.39 y 1.44 kg/L. Su consistencia puede ser fluida, viscosa, total o parcialmente
cristalizada dependiendo del grado de humedad y de la temperatura de
almacenamiento. La cantidad de la presencia de estos componentes asi como de sus

caracteristicas fisicas y organolépticas tales como su aroma y sabor, varian de acuerdo
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al origen floral y geografico de la miel asi como de su procesamiento, manipulacion y
tiempo de almacenamiento (Codex Alimentarius, 2001; Erejuwa y col.,, 2012;

Moniruzzaman y col., 2014; Stephens y col., 2015).

La miel de la abeja en general, sin importar si es de la abeja Apis mellifera o de abejas
sin aguijon, se ha empleado para tratar afecciones de los ojos, oidos, problemas
respiratorios, digestivos y de la piel, ademas las mujeres reciben este tipo de miel
después del parto (Gonzélez-Acereto & Quezada-Euan, 2010). No obstante, estos
conocimientos permanecen en la medicina etnografica y las propiedades bioactivas de
la miel y otros productos de la colmena, apenas se han empezado a estudiar de manera
especifica aislando sus componentes. Con respecto a lo anterior se han realizado
estudios in vitro con distintos microorganismos patdgenos como la levadura Candida
albicans (Hau-Yama, 2015) y las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli

(Chan-Rodriguez & col., 2012).

Figura 6. Diferentes especies de abejas; A) Apis mellifera, B) Melipona beecheii, C)
Trigona nigra
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2.9.2 Componentes de la miel con actividad antimicrobiana

Se conocen diversos tipos de miel de abeja y su composicién es bastante variable y
depende principalmente de su fuente floral y el tipo de abeja que la produjo, los
factores estacionales y ambientales también pueden influir en su composicion y sus
efectos biolégicos. En general, 100 gramos de miel de abeja contienen
aproximadamente 20 gramos de agua y 80 gramos de azUcares aproximadamente
(tales como fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa etc.). Ademas, contiene componentes
minoritarios como &cidos organicos (acido citrico y acido acético), compuestos
fendlicos, enzimas, vitaminas, minerales, cenizas, proteinas, aminoacidos y residuos de

polen (Bogdanov & col., 2008).

2.9.2.1 Osmolaridad

La miel estd compuesta entre 75 y un 79% de azucares de los que destacan la fructosa
y la glucosa, aunque también contiene maltosa, sacarosa y otros azlcares complejos.
Estos componentes generan en la miel una alta osmolaridad lo cual inhibe el
crecimiento bacteriano, esto es porque la glucosa enlaza moléculas de agua y esto
hace que la bacteria pierda agua y muera por deshidratacion. Cuando la miel es diluida

pierde esta propiedad, sin embargo, esta sigue siendo capaz de inhibir el crecimiento
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de bacterias tanto Gram negativas como Gram positivas, hongos y levaduras, lo que
indica que existen otros factores que contribuyen a la actividad antimicrobiana de la

miel (Al-Nahari y col., 2015; Bogdanov, 1984).

2.9.2.2 Peroxido de hidrégeno

La miel también contiene en menores cantidades peroxido de hidrogeno (H2O2), un
compuesto que contribuye a la actividad antimicrobiana ya que es un compuesto
qguimico con caracteristicas de un liquido polar. Este compuesto se produce en la miel
debido a la conversién de glucosa en acido glucénico por la glucosa oxidasa, una
enzima producida por la glandula de la hipofaringea de las abejas. En la literatura se
menciona el uso de este compuesto como un antimicrobiano en contra de diferentes
microorganismos, como lo reporté Bansal y colaboradores en 2005, donde menciona
que el microorganismo Helicobacter pylori es sensible con 20% de peroxido de

hidrégeno.

2.9.2.3 Compuestos fenolicos

Varios estudios han demostrado que el potencial antioxidante de la miel esta
fuertemente correlacionado, no so6lo con la concentracibn de compuestos fendlicos
totales presentes, sino también con el color, con mieles de color oscuro que se informa
a tener contenidos fendlicos totales mas altos y, en consecuencia, mayores

capacidades antioxidantes. Los componentes de la miel responsables de su efecto
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antioxidante son flavonoides (crisina, pinocembrina, pinobanksina, quercetina,
kaempferol, lueteolina, galangina apigenina, hesperetina, miricetina, catequina), acidos
fendlicos (acido cafeico, acido cumarico, acido ferdlico, acido elagico, acido
clorogénico), &cido ascorbico, carotenoides estos reportados en la miel de Apis

mellifera (figura 7).

Con respecto a la miel de Melipona se han identificado y reportado 3 &acidos fendlicos
(acido clorogénico, acido cafeico y &cido elagico) y 4 flavonoides (catequina, miricetina,
quercitina y apigenina) (Ramon-Sierra & colaboradores, 2016). Esto a su vez esta
ligado gracias a la capacidad que estos tienen al interactuar con enzimas y quelar

metales.

Con respecto a la actividad antibacteriana se ha reportado que compuestos como los
flavonoides y las saponinas tienen actividad antibacteriana contra S. aureus lo cual le
atribuyen que al ser una bacteria gram positiva la estructura de la pared celular permite
gue los componentes antibacterianos tengan mayor facilidad de poder entrar. Se
menciona que los compuestos fendlicos en general actlan por diversos mecanismos
como la interaccion con receptores, enzimas y formando hasta uniones con otros

compuestos como es el caso de las proteinas (Avello Lorca y col., 2013).
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Figura 7. Algunos compuestos fendlicos reportados en las mieles de Apis y Melipona: A) Acido
cafeico, B) Quercetina, C) Apigenina

2.9.2.4 Proteinas y aminoacidos

Las proteinas y aminoacidos al igual que los compuestos fendlicos se han reportado
como compuestos antioxidantes ya que algunos aminoacidos en las proteinas pueden
reaccionar con radicales libres si la energia de éstos es alta (por ejemplo radicales
hidroxilo). Los mas reactivos incluyen los azufrados Metionina y Cisteina, los aromaticos
Triptéfano, Tirosina, Fenilalanina y los que contienen anillo imidazol como la Histidina.
La mayor actividad de los péptidos comparada con los aminoacidos libres se debe a las
propiedades fisicoquimicas Unicas conferidas por las secuencias de aminoacidos. La
mayoria de los péptidos antioxidantes derivados de alimentos de origen natural
presentan intervalos de peso molecular de 500 a 1800 Da, asimismo, a menudo
incluyen restos de aminoacidos hidrofébicos como Valina o Leucina en el amino
terminal asi como Prolina, Histidina, Tirosina, Triptofano, Metionina y Cisteina en sus

secuencias. Las proteinas y péptidos de igual manera presentan actividad
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antimicrobiana como lo mencionan algunos autores a continuacion. (Bucekova &

Majtan, 2016)

Segun Brudzynski y Sjaarda en 2015 mencionan que las proteinas presentes en la miel
especificamente las glicoproteinas causaron dafios en la membrana bacteriana de E.
coli y B. subtilis, este efecto fue visualizado por microscopia de barrido (S.E.M.), el
dafio causado a la membrana dependi6é de la concentracion y el tiempo con la cual se

realizé el tratamiento con las glicoproteinas.

En la miel de Melipona se han identificado y reportado por Ramon-Sierra y
colaboradores en 2015, 7 fracciones proteicas con los siguientes pesos moleculares:
7.6, 11.6, 14.6, 27.3, 49.7, 55.4, y 95 kDa. Actualmente se han reportado proteinas con
actividad antimicrobiana en la miel (Tabla 2). Este es el caso de las amilasas, proteasas
y glucoxidasas, provenientes de las glandulas salivales de las abejas, también se han
reportado péptidos con actividad antimicrobiana como es el caso de las defensinas
presentas en las plantas, estos péptidos se presentan cuando la planta entra en estrés
por invasion de microorganismos los cuales pudieran provocarle una enfermedad y

causarle la muerte.
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Tabla 2. Péptidos identificados en la miel (Hancock, 2007)

Nombre del Masa molecular (kDa)
péptido

Lisozima 14-23

Defensina 4

Royalisina 5.5

Himenoptaecina 10.5

Apideacina 2.1

Abaecina 3.9

2.9.2.5 Otros compuestos con actividad

Se reporta que la miel tiene actividad antibacteriana y antifungica debido a la reaccién
de Maillard, la cual consiste en la union de un azlcar simple y un grupo amino
generalmente dado por un aminoacido simple, esto desencadena varias reacciones las
cuales dan como resultado una composicion llamada melanoidinas, éstas llevan a cabo
cambios en la coloracion que van desde el amarillo claro hasta el color café oscuro
(Malillard & col., 2003). Otros constituyentes de interés que se han reportado en la miel
son: diferentes compuestos de 1,2-dicarbonilo, tales como glioxal (GO), 3-
deoxyglucosulosa (3-DG) y metilglioxal (MGO). Estos compuestos se forman

tipicamente durante la reaccion de caramelizaciéon o reacciones de Maillard como
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productos de degradacion de la reduccion de los hidratos de carbono, y que han sido
identificados como importantes contribuyentes de actividad antibacteriana (Alvarez-

Suarez y col., 2014)

Desde el punto de vista nutricional, la importancia fisioloégica que resulta de la absorcion
de MGO y otros compuestos de 1,2-dicarbonilo debe ser un tema de nuevas
investigaciones. Los compuestos de glicosilacion resultantes de la reaccién de MGO
con cadenas laterales de aminoéacidos de lisina o arginina, respectivamente, se han
identificado in vivo y estan asociados con complicaciones de la diabetes y algunas
enfermedades neurodegenerativas, aunque el papel de estos compuestos en la
patogénesis de diferentes enfermedades todavia no se ha comprendido plenamente

(Saxena & col., 2010).

Por todos los componentes mencionados con anterioridad, es que la miel no suele
presentar crecimiento de hongos, levaduras o bacterias en forma apreciable. Hasta el
momento existen reportes de la miel de Apis en contra del género Salmonella spp.
como lo mencionan (Toarmina y col., 2001; Badawy y col., 2004; Alnaqgdy Yy col., 2005).
En la actualidad, no existen reportes de la miel de Melipona beecheii y Trigona nigra en
contra de este patdgeno, pero si hay reportes de la actividad antibacteriana de la miel
de Melipona beecheii en contra de otros patégenos como H. pylori, S. aureus, P.
aeruginosa, V. cholerae, etc. (Varguez-Cruz, 2018; Choudhari y col, 2012; Chanchao,
2009; Temaru y col. 2007; Boorn, y col.,, 2010), en el caso de la miel del género
Trigona se reportado tener actividad antimicrobiana en contra de diferentes patégenos

(Boorn y col., 2010; Garedew y col., 2004; Chanchao, 2009; Persano y col., 2008).
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CAPITULO 1lI

JUSTIFICACION

Actualmente, el problema de la generacion de resistencia a los microorganismos como
Salmonella Typhimurium a los antibidticos de uso clinico y las enfermedades
transmitidas por alimentos, ha dado auge a la investigacion de nuevos compuestos
naturales (compuestos fendlicos, proteinas, aceites esenciales, probidticos etc.). La miel
recientemente ha generado varios reportes alrededor del mundo sobre su efecto
inhibitorio en contra de diferentes patdgenos debido a que tiene un complejo de varios

componentes que le otorgan esta actividad.

Por lo anteriormente mencionado, el presente trabajo tiene como finalidad determinar la
actividad antimicrobiana de las mieles de Apis, Melipona y Trigona del estado de
Yucatan frente a Salmonella Typhimurium ATCC 13311 y su efecto en la expresiéon de

genes relacionados con la virulencia.
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CAPITULO IV

HIPOTESIS

Las mieles de las abejas Apis mellifera, Melipona beecheii y Trigona nigra presentan
actividad antimicrobiana y tienen un efecto en la expresion de los genes de virulencia

de Salmonella Typhimurium ATCC 13311.

CAPITULO V

OBJETIVO GENERAL

-Evaluar la actividad antimicrobiana de tres diferentes tipos de mieles (Apis, Melipona y
Trigona) contra Salmonella Typhimurium ATCC 13311 y determinar su efecto en la

expresion de genes de virulencia de este patégeno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Evaluacion comparativa de la actividad antimicrobiana de tres diferentes tipos de
mieles (Apis, Melipona, Trigona), estableciendo la CMI (concentracibn minima

inhibitoria) y CMB (concentracién minima bactericida) para cada tipo de miel.
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-Establecer los genes housekeeping para el estudio de las variaciones en la expresion

génica de Salmonella Typhimurium ATCC 13311.

- Evaluar el efecto en la expresion de los genes de virulencia (InvA, Fim, OrgA) de
Salmonella Typhimurium en presencia de tres tipos diferentes de miel (Apis, Melipona,

Trigona).

-Evaluacion comparativa de las cinéticas de sobrevivencia bacteriana con tres

diferentes tipos de miel.

35



CAPITULO VI

MATERIALES Y METODOS

6.1 Materia prima

Las mieles de Apis mellifera, Melipona beecheii y Trigona (Frieseomelitta) nigra que se
utilizaron en el presente trabajo se obtuvieron de la comisaria de Komchen localizada
en el municipio de Mérida (Apis); del municipio de Mani (Melipona) y del municipio de
Tizimin (Trigona). Todas las mieles fueron colectadas de manera tradicional, es decir,
fueron tomadas directamente de la caja en el caso de Apis y Trigona y del jobon
(tronco hueco) en el caso de Melipona, de tal manera que no tuviese ningun contacto
con algun quimico o material que pudiera afectar sus cualidades y propiedades. La miel

fue guardada a temperatura ambiente y en oscuridad hasta su posterior analisis.

La miel sintética utilizada como control, se preparé usando los azucares mayoritarios
presentes en la miel: 40 g de Fructosa, 30 g de Glucosa, 8 g de Maltosa y 2 g de
Sacarosa en 100 mL de agua destilada estéril, se mezcld afiadiendo los azlUcares poco

a poco, hasta que se disolvieran.

La cepa bacteriana empleada en el presente estudio es una cepa de coleccién de
Salmonella Typhimurium ATCC 13311, la cual fue crecida en medio de cultivo Luria
Bertani con agar (LB agar) a 37 °C durante 8 h y almacenadas a 4 °C para las pruebas

posteriores.
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6.2 Determinacién de los pardmetros fisicoquimicos.

6.2.1 Grados brix

Los grados brix se midieron con un refractbmetro de mano de la marca ATAGO,
afiadiendo una gota para poder visualizar a contra luz el porcentaje de grados brix

(solutos solubles).
6.2.2 pHy acidez libre

Para la determinacion del pH y acidez libre, se utilizaron los métodos reportados en la

norma NMX-F-036-1997.

La medicion del pH se realiz6 empleando un potenciémetro de la marca SCHOTT, en
el que previamente en un vaso de precipitado se pesaron 10 g de miel y posteriormente
se le afiadié 75 mL de agua destilada, se titul6 con NaOH 0.05 N hasta alcanzar un pH

de 8.5.

6.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana, CMI y CMB por el

método de microdilucion.

La determinacién de la actividad antibacteriana de las mieles de Apis, Melipona y
Trigona, se realizd por el método de microdilucién descrito por Schwalbe y col., 2007,

utilizando la cepa S. Typhimurium ATCC 13311. La cepa fue previamente sembrada en
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medio solido Luria Bertani (LB) por el método de estria cruzada, la cual fue incubada

por un periodo de 8 horas a 37 °C.

Posteriormente a la incubacion, se tomo6 una asada de las colonias crecidas y se diluyo
en un tubo Eppendorf de 1.5 mL con solucion salina (0.85 %) estéril, hasta ajustar el
in6culo a una concentracion de 0.5 en la escala McFarland, lo equivalente a 1x10”8

Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) para su posterior empleo.

Se utilizaron tubos de 1.5 mL, con 125 pL de medio liqguido Mueller-Hinton a una
concentracion cuadruplicada (4X) y posteriormente se le agregé la miel cuya cantidad
adicionada dependié de la concentracion final deseada, se tomd en cuenta que el
volumen final para cada tubo fue de 500 uL. Con las mieles de 3 especies de abejas y
el control con miel sintética se evaluaron concentraciones de 5, 10, 20, 30, 60 % V/V,
utilizando Ampicilina como control positivo a una concentracion de 4 pg/mL, todos los
tubos se incubaron en agitacién a 37 °C y posteriormente se tomdé la lectura de la
absorbancia en un espectrofotometro (Biofotdmetro 6131 Eppendorf) a 600 nm a las 24

y 48 horas.

La concentracion minima inhibitoria de la miel se determin6 por el método de
microdilucién (Schwalbe y col., 2007), utilizando nuevamente la cepa S. Typhimurium.
Las concentraciones evaluadas de la miel de Trigona fueron de 3 % hasta 10 % V/V de

miel y concentraciones de 30 a 60 % V/V para la miel sintética.

Todas las muestras anteriormente mencionadas, se hicieron por triplicado con su
respectivo blanco para cada concentracion evaluada, las muestras se incubaron a 37 °C

por 24 horas y posteriormente se tomé la lectura de la absorbancia en un
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espectrofotometro (Biofotbmetro 6131 Eppendorf) a 600 nm, tomando 100 pL de
muestra a las 24 y 48 horas, posteriormente dosificAndola en cajas Petri con Mueller-

Hinton agar e incubandolas a 37 °C por 24 horas.

6.4 Determinacion de la actividad antibacteriana de la miel tratada con

catalasa.

Una vez obtenida las CMI, se realiz6 un tratamiento con la enzima catalasa (catalase
from Aspegillus niger, 4000 U/mg) de la marca Sigma, esto con la finalidad de eliminar
la mayor cantidad de peréxido de hidrogeno presente en las mieles, para dicho
tratamiento se evaluaron las CMI de cada miel de abeja, de igual manera se le afiadié
catalasa al control (Salmonella Typhimurium), lo equivalente a 1000 U/mL de la enzima
(Brudzynski, 2006), las mieles tratadas se dejaron incubar por 2 horas a temperatura
ambiente, esto con la finalidad de que todo el peréxido de hidrogeno se haya eliminado.
Posterior a esto, se afiadi6 medio Mueller-Hinton 4X tubos Eppendorf y agregaron el
volumen correspondiente a las CMI de las mieles, hasta llegar a un volumen final de
500 pL, se incubo a 37 °C y se leyo la absorbancia a las 24 y 48 horas en un
espectrofotometro (Biofotdmetro 6131 Eppendorf) a 600 nm, tomando 100 pL de la

muestra, como controles se usaron los CMI de cada una de las mieles.
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6.5 Extraccion de ADN de Salmonella Typhimurium ATCC 13311.

Para la extraccion de ADN se utilizO el método descrito por Tapia-Tussell y
colaboradores en 2006, modificAndolo para bacterias, se tomaron las colonias de un

cultivo previamente crecido en medio LB a 37 °C por 24 horas.

Se afiadi6 una asada del cultivo bacteriano a 1000 yL de agua estéril anteriormente
vertida en un tubo Eppendorf de 2 mL, se agitd por 2 minutos, y luego se incub6 a -20°C
por 15 minutos, y después dandole un choque térmico a 65 °C por 3 minutos,

seguidamente se agité en un vortex por 3 minutos.

Se dosificé lo obtenido en volumenes de 300 uL en tubos Eppendorf, posteriormente se
le afiadié 500 pL de buffer de lisis (Tris base 50 mM, NaCl 250 mM, EDTA 50 mM, pH
8.0), afladiéndole a la suspension 5 uL de proteinasa K (20 mg/mL) y 10 pL de Rnasa

(10 mg/mL), se mezclo por inversion del tubo y se dejé reposar por 5 minutos.

Se incubd la mezcla a 65 °C por 30 minutos con inversion del tubo ocasional,
posteriormente se dejé enfriar a temperatura ambiente, pasado el tiempo, se afadié

500uL de cloroformo se mezclé por inversion del tubo por 10 minutos.

Se centrifug6 a 14000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente, luego se transfirio el
sobrenadante a un tubo nuevo y se le adiciono 700uL de isopropanol frio, se mezcld por

inversion del tubo y se incubo a -20 °C por 15 minutos.
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Se centrifug6 a 14000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se
descarto el sobrenadante y se lavo la pastilla obtenida con 500 pL de etanol al 70 %, se
centrifugd nuevamente a las mismas condiciones, se descartd nuevamente el
sobrenadante y se dejé secar la pastilla a temperatura ambiente, posteriormente se

resuspendio en 20 pL de agua destilada estéril.

6.5.1 Electroforesis

Para la visualizacion de la integridad del ADN gendmico bacteriano se prepar6 un gel
de agarosa con buffer TAE 1x (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM; pH 8.3) en
concentracion del 0.8%. Se calentd hasta que la agarosa se disolvié en el buffery a la

mezcla se le afladioé 2 uL de bromuro de etidio.

Las muestras se prepararon con 4 uL del ADN gendmico y se afadio 2 uL de buffer de
carga (azul de bromofenol); se mezcl6 homogéneamente y se colocaron las muestras
en los pocillos del gel, se corri6é la muestra a 80 V por 1 hora. Transcurrido el tiempo el
gel se coloc6 sobre un transluminador de luz UV, para la visualizacién del material

gendmico.

6.6 Disefio de primers

Los primers utilizados en este trabajo, se diseflaron con el programa software

Pickprimer® del Genbank, luego las secuencias que mostré dicha plataforma, fueron
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evaluadas con el programa Oligo Evaluator® de SIGMA-ALDRICH, con la finalidad de
ver si las secuencias no formaban estructuras secundarias o dimeros, para asi para

poder utilizarlos en pruebas posteriores.

6.6.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en

inglés).

Con el ADN genomico obtenido de S. Typhimurium se realizaron reacciones de PCR
para verificar si los genes a evaluar estaban presentes en la bacteria utilizando un
gradiente de temperatura (50, 53, 56, 59, 62 y 65 °C); en la tabla 3 y 4 se muestra el
listado de los genes a evaluar y el tamafio de fragmento esperado. Los genes
housekeeping evaluados fueron GapA, PutP, Mdh, AceK, FBP y los genes de virulencia
InvA, Fim, Orga, InvH, SthB, SseF, SipB, RpgH, en todos los genes se disefiaron

primers forwar y reverse.
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Tabla 3. genes housekeeping para Salmonella Typhimurim ATCC 13311

Nombre del oligo Secuencia 5'=>3" Longitud Tamafio
esperado(pb)
StGapAForw AGCAGCTTTGATCTGCTCGT 20 513
StGapARev GGTGTTGACGTAGTGGCTGA 20 513
StGapAForwRT CGGTAGTCGCGTGAACAGTA 20 100
StGapARevRT GCTTCCTGCACCACAAACTG 20 100
StPutPForw CAATGCCAAAGAAGCCCACC 20 524
StPutPRev GGATAAGAGCCGAGTCCTGC 20 524
StPutPForwRT CGTAATCGCGCTGGAGCATA 20 100
StPutPRevRT GTTTAACCCGTGGATTGCCG 20 100
StMdhForw ACCGGCGTTCTGAATACGTT 20 543
StMdhRev CTCTCCCTGTACGACATCGC 20 543
StMdhForwRT GACTTCAGTACCGGCGTTCT 20 100
StMdhRevRT GACGATTCTGCCGCTGCTAT 20 100
StGndForw GACACAATCCGTCGCAATCG 20 772
StGndRev AGCCCGCACGGAAAATCTTA 20 772
StGndForwRT GATGAAGCCGCCAACAAAGG 20 100
StGndRevRT AACGCGCAAAGACGGATTC 19 100
StAceKForw GCTGCCAGAAACATGCGAAA 20 542
StAceKRev ATGACGGGTAACGCCAAAGT 20 542
StAceKForwRT CCGCTCAATATCTGGCTGGA 20 100
StAceKRevRT AAATATTAGCGGCGGCAAGC 20 100
StFbpForwRT TTGAGGAGACAGGGTGCGA 19 100
StFbpRevRT GCGATGCGTTGTAATAGCGG 20 100
StFbpForw CGGGCCGGATTTACCTCAG 19 500
StFbpRev TTTGCGTTCGCCATGACAC 19 500

Tabla 4. Genes de virulencia para Salmonella Typhimurium ATCC 13311

Nombre del oligo Secuencia 5'=>3" Longitud Tamafio
esperado(pb)
StinvAForw ACCGCCAGACAGTGGTAAAG 20 908
StiInvARev TCCTTTGACGGTGCGATGAA 20 908
StinvAForwRT CCGGCAGAGTTCCCATTGAA 20 100
StiInvARevRT AGCGATAATATGGGGCGGAAT 21 100
StinvHForw GCAACTGGCCAACGCAAATA 20 311
StinvHRev GGGCAGCAAGTAACGTCTGA 20 311
StinvHForwRT GCGCAATCAGCTCAAGCATT 20 100
StinvHRevRT TCTTTCGAACGCATGTATTGTGG | 23 100
StFimAForw CGGTAGTGCTATTGTCCGCA 20 302
StFimARev GGTTGCGGCTGATCCTACTC 20 302
StFimAForwRT AGAATCTCAATCCCGACGCC 20 100
StFimARevRT TGGCTTTCTCTGGTCAGGC 19 100
StOrgAForw ATCTGATCGCCGCAACTCAT 20 511
StOrgARev ATATCCCAATTCCGTCCCCG 20 511
StOrgAForwRT CTCCGGCTTATCGAAATCCCT 21 100
StOrgARevRT ACAGATTTATGCCCGCGAGT 20 100
StSseFForw GGCAGCAGAGGGATTATGCT 20 534
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StSseFRev CACTGGGATCGGCATGAAGT 20 534
StSseFForwRT GGGATGCTTGCTGTGCGTA 19 100
StSseFRevRT AGCGCACTGACCACAAGAG 19 100
StSthBForw TGTTAAGCGTCACACTGGCA 20 303
StSthBRev TTGATGCCGGGCAAAAGAAC 20 303
StSthBForwRT CGCGGAGGCATTATCATCAATAG | 23 100
StSthBRevRT TCGGGTTATTCGCTCTGGC 19 100
StSipBForw CGCCGCCTTCACAATTTCAT 20 500
StSipBRev AAGCGACAGAGGCGAAAGAG 20 500
StSipBForwRT CCCCCTTATGATTCCTGCGG 20 100
StSipBRevRT GACTGTGGGGACGTTATGGA 20 100
StRpgHForw GCATAAAATCAGCAAGCGCC 20 500
StRpgHRev TTGGGCATGGAAGTCACGAA 20 500
StRpgHForwRT GGCAACACCTGAAAACGCTC 20 100
StRpgHRevRT GGACTGTGGGGACGTTATGG 20 100

6.7 Extracciéon de ARN de Salmonella Typhimurium

Para la extraccion de ARN se empled el método propuesto por Chomczynski y col.,
(1987), para lo cual se tom6é 1000 uL de un cultivo de bacterias con 8 horas de
incubacion colocandolo en un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL, se centrifugd a 14000
rom durante 10 min, posteriormente se decantd el sobrenadante y se afiadieron 400 uL
de una solucion de lisis (Acetato de sodio 320 mM a pH 4.6, SDS al 8% y EDTA a 16
mM). Se agitd con un vortex durante 2 minutos para lisar las células, Después se
centrifugd a 14000 rpm durante 5 minutos.

El sobrenadante se colocdé en un tubo estéril y se afadieron 400 yL del reactivo de
Trizol, se agitd con vortex durante un minuto y se incubé a temperatura ambiente por 5
minutos, se centrifugd a 14000 rpm durante 10 minutos, y se transfirié el sobrenadante
a un tubo estéril y se afiadieron 200 yL de cloroformo, homogenizando la mezcla e

incubando a temperatura ambiente por 10 minutos.

44



Se centrifugd a 14000 rpm durante 10 minutos, se recupero el sobrenadante de la fase
acuosa y se mezcld con 200 pL de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) en un
tubo estéril. Se centrifugd a 14000 rpm durante 10 minutos, se tomo el sobrenadante de
la fase acuosa y se colocé en un tubo estéril, al cual se le afiadieron 800 uL de etanol
absoluto y se incubd a -20°C por 12 horas

Transcurridas las 12 horas se centrifugo a 12000 rpm por 30 minutos a 4 °C, se decanto
el sobrenadante y se afiadieron 500 pyL de etanol absoluto, de nuevo se centrifugé a
12000 rpm por 10 minutos, se decant6 el sobrenadante y se dejo secar el pellet para

posteriormente resuspenderlo en 20 uL de agua MiliQ estéril.

Para visualizar la integridad del ARN se preparé un gel de agarosa con buffer TAE 1x
(Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM; pH 8.3) en concentracion del 0.8 %. A la mezcla de
agarosa con TAE se le afadieron 2 uL de bromuro de etidio como agente intercalante.

Las muestras se prepararon con 1 uL del ARN y se afiadié 1 uL de buffer de carga (azul
de bromofenol); se mezcl6 homogéneamente y se colocaron las muestras en los
pocillos del gel y se corri6 la muestra a 80 V por 60 minutos. Transcurrido el tiempo el

gel se colocé sobre un transluminador UV para visualizar el material genético.

6.7.1 Sintesis de ADNc

Una vez visualizadas las bandas caracteristicas del ARN se utilizd un kit de la marca de
Thermo Scientific para realizar la sintesis de la cadena de ADN (ADNCc).
En un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se afadieron 2 yL de ARN, seguido por 8 pl de agua

libre de ARNasa; posteriormente se anadieron 4 uL de buffer de reaccién, seguido por 1
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Ml de la enzima RiboLock, 2 uyL de dNTP’s y 1 pl de la enzima Revert Aid RT, se incubo
en bafio maria a 42 °C durante 1 hora; posteriormente para desactivar la enzima se
incubo en un termoblock a 70 °C durante 5 minutos, inmediatamente se dejo enfriar en

hielo. Las muestras se almacenaron a -20 °C para su posterior analisis.

6.7.2 Evaluacién de la expresion génica de Salmonella Typhimurium

El ADNc empleado para los ensayos de gRT-PCR fue preparado tomando una muestra
del ARN total. Se realizé una dilucion 4:125 en agua MiliQ estéril.

Las reacciones fueron preparadas en un volumen conocido conformado por ADNCc,
oligonucleétidos (2 pM), IQ SYBR Green Super Mix (Biorad, Hercules, CA, USA) y agua
MiliQ estéril. Las amplificaciones fueron realizadas por cuadriplicado en placas de
reaccion de 48 pozos, empleando el equipo StepOne Real Time-PCR (Applied
Biosystem, Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA), a una temperatura de alineamiento de
61°C. Se utilizé el fluoréforo SYBR Green para detectar las amplificaciones.

También se realizé una curva de temperatura de fusién (curva Melt), esto con la

finalidad de observar que los primers sean especificos para los genes a evaluar.
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6.8 Evaluacion del Perfil de sobrevivencia bacteriana en presencia de
las mieles de Apis, Melipona y Trigona.

Para determinar el perfil de sobrevivencia bacteriana frente a las mieles del estado de
Yucatén se utilizé la cepa Salmonella Typhimurium ATCC13311. Para la realizacién de
esta prueba se utilizaron tubos de 1.5 mL, con 250 pyL de medio MH a doble de
concentracion (2X) esterilizados previamente, posteriormente a cada tubo con medio
MH 2X se le agreg6 la cantidad de las mieles adicionada dependi6 de la concentracion
final deseada teniendo en cuenta que el volumen final en cada tubo que fue de 500 pL.
Los tubos se incubaron en agitacién a 150 rpm a 37 °C y se realizaron la lecturas cada
hora hasta las 8 horas en un biofotometro Eppendorf 6131, posteriormente se realizaron
diluciones seriadas, se inocularon 100 pl por triplicado en placas de agar LB y se
homogenizaron con ayuda de una hisopo estéril. Las placas de agar LB se incubaron a

37 °C y alas 24 horas se realiz6 el conteo de unidades formadoras de colonias.
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CAPITULO VII

RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 Determinacion de los parametros fisicoquimicos de acuerdo a la

norma.

Para la determinacion de los pardmetros fisicoquimicos se realizd0 de acuerdo a la
norma mexicana NMX-F-036-1997, donde se obtuvieron los resultados reportados en la

Tabla 5:

TABLA 5.Comparacion de los Parametros fisicoquimicos de las 3 mieles con la Norma

NMX-F-036-1997 Apis Melipona Trigona
mellifera beecheii (Freseomelitta)
nigra
Min. Max.
Ph 3.1 4.2 3.82 3.39 3.5
Grados brix [ 83% | ----mme- 84% 77% 79%
(%)
Acidez libre | ------- 40 meqg/kg | 27.5 meqg/kg | 10 meqg/kg de | 19.5 meqg/kg
de miel de miel miel de miel
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En los resultados de los parametros fisicoquimicos evaluados, se pudo observar que las
mieles se encuentran en el rango establecido en la norma para los parametros de pH y
acidez libre, en cuanto a los grados Brix solo la miel de Apis mellifera se encuentra en el
rango establecido, las mieles de Melipona y Trigona presentaron un porcentaje menor a
lo establecido por la norma lo que nos indica que estas mieles contienen mas humedad,
lo que concuerda con lo mencionado por (Castafion-Chavarria, 2009), algunos autores
han propuesto la realizacion de una norma para la miel producida por abejas sin
aguijon, ya que estas mieles de acuerdo a la norma no se puede considerar miel, de
igual manera pudiera tener diversas variaciones en cuanto algunos parametros,
probablemente esto se deba a que estas mieles son de floracion endémica la cual es
pecoreada por la abeja, otra de las razones para la implementacion de esta norma es
gue son cosechadas una vez al afio, no como en el caso de la miel de Apis que se
cosecha de 4 a 5 veces al afilo dependiendo de las condiciones climaticas que

favorezcan la generacion de miel por parte de las abejas.

7.2 Curva de crecimiento de Salmonella Typhimurium

Se realiz6 la curva de crecimiento de la cepa S. Tyhimurium ATCC 13311 en medio
liquido Mueller-Hinton, este experimento permitid6 conocer el comportamiento que
presenta este microorganismo con base al tiempo y las condiciones de incubacion

adecuadas para su manejo, como se puede observar en la figura 8, la fase exponencial
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del microrganismo se encuentra en el intervalo de 6 a 12 horas, en esta fase la bacteria
se encuentra en crecimiento con el mayor niumero de células viables, esto con el fin de
poder utilizar el microorganismo para la realizacion de las pruebas antimicrobianas en

las mejores condiciones.

Absorbancia a 600 nm
o
(o]

06 / ==¢=="Salmonella
0.4

0.2
0 0—0—0—44’( : : .

0 5 10 15 20
Tiempo (h)

Figura 8. Curva de crecimiento de Salmonella Typhimurium ATCC 13311
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7.3 Actividad antimicrobiana, CMI Y CMB de las mieles contra S.

Typhimurium

La determinacion de la actividad antimicrobiana se realizé por el método de
microdilucion, en el cual se evaluaron tres diferentes mieles (Apis, Melipona, Trigona),
utilizando como control miel sintética; el cual es el conjunto de los azicares mayoritarios
presentes en la miel, se usaron concentraciones de 5 % 10 %, 20 %, 30 % y 60 %
(V/V). Las mieles demostraron tener actividad antibacteriana a partir de una
concentracion de 10 % V/V para Apis, Melipona, Trigona, y 60 % V/V para el control de

miel sintética.

En cuanto a la CMI y la CMB, se evaluaron concentraciones de 3 a 10 % V/V para las
mieles de las 3 diferentes abejas y concentraciones de 30 a 60 % V/V para la miel
sintética, de acuerdo al protocolo se tomaron lecturas a las 24 y 48 horas con el fin de
observar si se mantenia el efecto de la miel en contra del patbgeno. La concentracion
minima inhibitoria y bactericida obtenidas para el microorganismo fue de 7 % V/V para
Trigona (figura 11), 8 % V/V para Apis (figura 9) y 9 % V/V para Melipona (figura 10), en
contraste con la miel sintética, se obtuvieron concentraciones mayores a partir de 32 %

V/V para inhibir y un rango de 50 a 60 % V/V para matar a la bacteria (figura 12).

Las mieles evaluadas en este estudio tuvieron mayor capacidad de inhibicion en
comparacion con lo reportado por otros autores, como Boorn y col. en donde se reportd
que la miel de Trigona carbonaria obtuvo un CMI promedio de 10 % P/V para
Salmonella Typhimurium en comparacion con la miel de Apis que obtuvo 8 % que

usaron como control. En este sentido, Zamora-Fallas en 2018 reporté que
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concentraciones a partir del 50 % de las mieles de Melipona beecheii y Tetragonisca
angustula son capaces de inhibir a Salmonella Enteritidis en contraste la miel de Apis
que con un 25 % logré inhibir a este microorganismo. Varios reportes mencionan que la
actividad antimicrobiana de la miel en contra de diferentes microorganismos es debida
a diversos componentes presentes en la miel como: las proteinas, las cuales provienen
principalmente de la abeja; compuestos fendlicos, principalmente otorgados por la
floracién predominante de la region; peroxido de hidrogeno, el cual es obtenido cuando
la glucosa es catalizada por la enzima glucosa oxidasa; azUcares, lo cual le da a la miel
una alta densidad y alta osmolaridad (Ramon-Sierra y col., 2016; Souza, y col., 2016;
Nweze y col., 2016). En este trabajo se demostré que mieles diluidas de Apis, Melipona
y Trigona, presentaron actividad antibacteriana en contra de Salmonella, con respecto
al control de miel sintética se necesité de concentraciones mayores para poder inhibir el
crecimiento de la bacteria, por lo que se puede concluir que el tipo y concentracion de
azucares presentes en la miel no son los Unicos responsables de la actividad
antibacteriana, esta actividad esta dada por otros componentes como los mencionados

anteriormente.
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6% V/V 7% V/V 8% V/V 9 V/V

24
horas

horas

Figura 9. Rango de la CMB de la miel de Apis en contra de Salmonella Typhimurium.

Figura 10. Rango de la CMB de la miel de Melipona en contra de Salmonella Typhimurium.
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6% V/V 7% V/V 8% V/V 9% V/V

Figura 11. Rango de la CMB de la miel de Trigona en contra de Salmonella Typhimurium.

Figura 12. Rango de la CMB de la miel sintética contra Salmonella Typhimurium
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7.4 Determinacion de la actividad antibacteriana de las

Concentraciones minimas inhibitorias (CMI'S) con catalasa.

En los resultados del tratamiento con catalasa de las CMI de cada una de las mieles, se
observd que la actividad antibacteriana no era detectable en las mieles de Apis y
Melipona (figura 13 A,B), ya que al tomar una alicuota de 100 yuL e inmediatamente
leerla en el espectrofotdmetro dio una absorbancia similar al blanco el cual es la CMI de
la miel, para descartar que no fueran bacterias muertas, se procedié a inocular una caja
petri con medio Agar Mueller-Hinton; sin embargo en el caso de Trigona (figura 13)
cuando se inocul6 en el medio Agar MH se pudo observar que el crecimiento bacteriano
disminuia ligeramente, por lo que en este caso la actividad de la miel pudiera estar
dada por el peréxido de hidrogeno. En cuanto a este compuesto, se sabe que es un
fuerte antiséptico, que se usa en el tratamiento de heridas en la piel para eliminar
bacterias, se pudo observar en este trabajo que el tratamiento con la enzima catalasa,
eliminaba la actividad de la miel, ya que esta enzima elimina el peréxido, convirtiéndolo
en agua y oxigeno. En la literatura se ha reportado esta prueba como es el caso de
Nishio, y col., 2016 para comprobar que los componentes no-peréxido son los
responsables de la actividad antibacteriana en contra de Salmonella Typhimurium,
estos autores mencionan que al realizar un tratamiento con catalasa a las mieles de
Scaptotrigona bipunctata y Scaptotrigona postica, el porcentaje necesario para inhibir a
esta bacteria aumenta hasta 4 y 2 veces su CMI, siendo el CMI sin tratamiento de 5 % y

10 % respectivamente.
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En otro trabajo realizado por Nweze y col., 2016 se realiz6 el tratamiento con catalasa a
las mieles provenientes de las abejas Apis mellifera, Hypotrigona spp., Melipona spp.
en el que se pudo observar que las diferentes mieles también necesita en promedio
hasta 2 veces mas su CMI. En este estudio se pudo corroborar que las mieles al
someterlas al tratamiento con catalasa pierden la actividad antibacteriana lo que
concuerda por lo mencionado con los autores anteriormente citados, pero
posteriormente con concentraciones mas altas de miel logran inhibir con los

componentes no-peroxidos.

Figura 13. Comparacion de las CMI de cada una de las mieles con el tratamiento con catalasa A) miel de Trigona, B)
miel de Apis, C) miel de Melipona

De igual manera, la actividad de la miel depende de factores climaticos (calor,
humedad, temporada) afectando la consistencia y la cantidad de agua en la miel, del
mismo modo influye la diversidad de la flora perteneciente a cada regién del mundo, ya
gue en varios reportes se menciona que las abejas sin aguijon son mas selectivas en
cuanto a su pecoreo, en comparacion con la abeja Apis que puede pecorear casi

cualquier tipo de flor, esto también podria influir en la actividad antimicrobiana que la
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miel pudiera presentar. Los resultados obtenidos en este trabajo son los primeros que
determinan la capacidad de inhibicién de tres mieles producidas por abejas cultivadas

en la peninsula de Yucatan en contra de Salmonella Typhimurium.

7.5 Extraccion de ADN de Salmonella Typhimurium ATCC 13311 vy la

evaluacion de los genes housekeeping y virulencia por PCR

Con el fin de validar los primers para los genes y que estos se encontraran presentes
en el microorganismo (genes housekeeping y de virulencia), se realiz6 la extraccion del
ADN gendmico de S. Typhimurium ATCC 13311, el cual se observa en la figura 14,
siendo una banda de alto peso molecular, limpia, integra, nitida, que indica que la
muestra no presenta degradacion; ademas de que el protocolo de extraccion se pudo
estandarizar para esta bacteria, ya que no hay presencia de bandas de menor peso

molecular, que pudieran ser perjudiciales para pruebas posteriores.
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Figura 14. Visualizacion del gel de agarosa 0.8% de ADN gendmico de Salmonella Typhimurium
1)Marcador de peso molecular, 2) Muestra de ADN de Salmonella Typhimurium

También se realizé la PCR, logrando amplificar todos los genes en las diferentes

temperaturas a los que fueron expuestos:

MM B S5C 53 56 59 62 65
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Figura 15. Validacién de los oligos por PCR y visualizados en gel de agarosa 0.8% los genes housekeeping: A) Acek, B) GapA, C) Gnd, D) Mdh, E)
Putp en gradiente de temperatura.

53 56 59 B2

53 56 59 62 65 MM B 50 53 56 59 62

Figura 16. Validacion de los oligos por PCR y visualizados en gel de agarosa 0.8% con los genes de virulencia A) InvA, B) OrgA, C)SseF, D) SthB, E)
FimA, F) InvH en gradiente de temperatura
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SO 53 56 59 62 65

Figura 17. Validacién por PCR de los oligos y visualizados en gel de agarosa 0.8% housekeeping para el andlisis de la expresidn génica A)
Acek ,B)GapA ,C) Gnd,D) Mdh ,E) Putp

PANCEOE Ay 38 327162 163 53 56 53 62 MM B S0 53 56 59 62 65

60



MM B S50 53 56 59 33 56 39 62 53 56 59 62 65

Figura 18. Validacion de los oligos por PCR y visualizados en gel de agarosa 0.8%, con los genes de virulencia para la prueba expresion
génica A) InvA ,B) InvH ,C) SthB ,D) FimA ,E) OrgA ,F) SseF

Como se puede observar en las figuras (15, 16, 17, 18) se logré la validacién de los
genes housekeeping y de virulencia para la deteccién de dichos genes, de igual manera
se logr6é validar los genes para la prueba de expresion génica por qRT-PCR con
excepcion de SseF y Gnd que presentaron inespecificidad en algunas temperaturas, ya
que se observo mas de una banda en el carril donde se colocé la muestra, por lo tanto
no se utilizaron para pruebas posteriores, en cuanto a los demas genes todos lograron
ser especificos para Salmonella Typhimurium ya que lograron amplificar en el tamafio

de fragmento esperado.
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7.6 Extraccion de ARN de Salmonella Typhimurium

Se realizo la extraccion de ARN de Salmonella Typhimurium con el objetivo de obtener
material genético de buena calidad para la visualizacion de los ARN provenientes del
ribosomas, asi como los ARN de menor tamafio como los mensajeros presentes para la
deteccion de los genes a evaluar. En la figura 19 se observa un gel de agarosa en el
cual se corri6 una muestra de ARN, en la cual se puede observar bandas integras, y en
el cual no se observa degradacién del material genético; estas bandas corresponden al
ARN ribosomal y micro ARN; durante la tincion del gel no se observé bandas de mayor
peso molecular, lo cual indica que no hay presencia de ADN y la muestra es un material

genético adecuado para la realizacién de pruebas posteriores.

Figura 19. Extraccion de ARN del control y del tratamiento con concentraciones subletales de miel al 3% . 1) Control 2) ARN
del tratamiento con la miel de Apis, 3) ARN del tratamiento con la miel de Melipona, 4) ARN del tratamiento con la miel de
Trigona
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Una vez obtenido el ARN se procedio a realizar la sintesis de ADNc por medio de un kit
de Thermo scientific, ya que el ADNc es mas estable y asi se evitd la degradacion del
material genético para luego usarlo en técnica gRT-PCR la cual cuantifica los niveles de

transcritos convertidos a ADNc.

7.7 Andlisis de la expresion génica por gRT-PCR (reaccidon en cadena

de la polimerasa en tiempo real)

Las células regulan sus acciones mediante la induccion o represion de los genes. La
expresion genética se encuentra dada por el numero de copias de ARN mensajero
(ARNmM) de un gen especifico. Este material genético es esencial para identificar la
presencia de productos celulares debido a que el ARNm es traducido en los ribosomas
para dar lugar a las proteinas. Por lo que se pueden determinar valores referentes a la
produccion de elementos bioldgicos si la expresion de los genes de una célula es
conocida (McPherson y col., 2008).

En el presente trabajo se determind una curva de fusién para los genes a estudiar
(Housekeeping: Gap, Gnd, Fbp; Virulencia: InvA, OrgA, Fim) esto con el fin de validar
gue cada juego de oligos sean especificos para cada gen, debido a la gran sensibilidad
gue esta prueba tiene. Como se observa en la figura 20, se muestra una sola
amplificacion para cada gen representado por colores diferentes con sus respectivas

repeticiones; demostrando que los oligos disefiados son adecuados.
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Los resultados de la PCR en tiempo real se basan en la deteccién y cuantificacion de
los marcadores fluorescentes (SYBR GREEN) a lo largo de la reaccion de la PCR. Esto
permite conocer la cantidad de fluorescencia emitida durante la fase exponencial de la
reaccion, donde dicha fluorescencia se correlaciona con un aumento del producto de la
PCR en base a la cantidad inicial de ADN o ADNc dependiendo del tipo de técnica
implementada (Walker, 2002).

Para obtener estos resultados, los valores umbral de cada ciclo (Ct por sus siglas en
inglés) deben ser obtenidos. Los valores Ct son determinados con la identificacion de
cada ciclo en el cual la emision de la intensidad del marcador fluorescente se intensifica
por encima del ruido de fondo en la fase exponencial de la reaccion de la PCR. En otras
palabras, el valor Ct esta representado por el ciclo en el cual la produccion de
fluorescencia cruza el umbral establecido, sin embargo para el calculo de la Ct se debe

realizar una regresion lineal, lo cual ya hace el programa Step One (Bustin, 2005).
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Figura 20. Curva de temperatura de fusion de los genes housekeeping y de virulencia, cada color corresponde a un gen respectivamente, se
muestra una sola amplificacion, demostrando que los oligos son especificos y que los resultados son confiables

Bajo el tratamiento de dosis sub letal de las mieles al 3 %, se realiz6 la cuantificacion
relativa de expresion génica basandose en la comparaciéon de los valores Ct utilizando
un modelo matematico que no requiere la eficiencia de la reaccion para acceder a un
factor de correccion. Este modelo supone una eficiencia Optima e idéntica
(correspondiente al 100 %) en la eficiencia de reaccién en las PCR en tiempo real tanto
del gen en estudio como del gen de referencia (Livak y Schmittgen, 2001). Este es el

método 2 AACt que sélo es aplicable para una estimacion rapida de la proporcion
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relativa de la expresion génica en estudio. EI método 2 AACt expresa la proporcion

obtenida de la relacion entre los valores Ct de la muestra y los valores Ct del control.

invA FimA OrgA
100% 100% - 100%
80% 80% - 80%
60% 60% - 60%
M control
40% 40% - 40% W apis
20% 20% - 20%
0% 0% - 0% -
gap fbp gnd gap fbp gnd gap fbp gnd

Figura 21. Comparacién de la expresién génica de Salmonella Typhimurium en presencia de la miel de Apis de los genes de InvA, FimA, OrgA
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InvA Fim Orga
120% 120% 120%
100% - 100% - 100% -
80% - 80% - 80% -
60% - 60% - 60% - u control
40% - 40% - 40% - melipons
20% - 20% 20%
0% - 0% - 0% -
gap fbp gnd gap fbp gnd gap fbp gnd

Figura 22. Comparacion de la expresion génica de Salmonella Typhimurium en presencia de la miel de Melipona de los genes de InvA, FimA, OrgA

Fim OrgA
100% - 100% - 100% -
80% 80% - 80% - -
60% 60% - 60% -
M control
40% - 40% - — 40% - trigona
20% 20% - = 20% - -
0% - 0% - 0% -
gap fbp gnd gap fbp gnd gap fbp gnd

Figura 23. Comparacion de la expresion génica de Salmonella Typhimurium en presencia de la miel de Trigona de los genes de InvA, FimA, OrgA
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Por otra parte en el analisis de la expresion génica bajo el tratamiento de dosis sub
letal de la miel de Apis (figura 21), se pudo observar que la miel logré reprimir la
expresion de los genes InvA y Fim con respecto a los genes housekeeping gap y gnd,
en el caso de la miel de Melipona (figura 22) se pudo observar que también tuvo
represion de los gen InvA y Fim. En comparacion con las otras mieles; la miel de
Trigona (figura 23) fue la mas efectiva ya que afectd la expresion génica de los genes
InvA y Fim, siendo la miel que tuvo una mayor represion en los genes de virulencia,
esto puede deberse a que la miel de Trigona presenta caracteristicas diferentes
(diferente perfil proteico y de compuestos fendlicos), como lo reportan diferentes
autores (Ramon-Sierra y col.,, 2015; Biluca y col., 2016; Siok y col., 2014) en

comparacion con la miel de Melipona y Apis.

Las proteinas y los compuestos fenélicos pueden estar afectando la expresion de estos
genes, anteriormente ya se han reportados que compuestos fenélicos como el eugenol
y el trans-cinamaldehido fueron capaces de matar a Salmonella enteritidis y
posteriormente a concentraciones sub-letales fueron capaces de reprimir la expresion
de genes de virulencia (Kollanoor y col., 2008a; Kallanoor y col., 2010b; Kollanoor y
col., 2011c). En contraste a los resultados obtenidos se pudo observar que ninguna de
las mieles afect6 la expresidén génica del gen OrgA, esto puede ser debido a que la miel

no afectdé ninguno de sus factores transcripcionales o alguna via que regule su
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expresion directa o indirectamente. En el caso de gen Fbp se tomé como housekeeping
ya que pertenece a la via de la gluconeogénesis de la cual se tomd como referencia
para poder evaluar la expresion génica de los genes de virulencia ya que no deberia
haber una variacion en su expresion, esto es porque se deberia estar expresando

normalmente debido a las condiciones que presenta el medio con miel.

7.8 Evaluacion del perfil de sobrevivencia bacteriana en presencia de
las mieles de Apis, Meliponay Trigona

Con el fin de demostrar el efecto de las mieles frente a Salmonella Typhimurium, se
determiné el perfil de sobrevivencia bacteriana utilizando como controles antibi6ticos
con diferentes mecanismos de accion. El perfil de sobrevivencia obtenido demostré
claramente que las tres mieles exhiben un comportamiento similar al antibidtico
ampicilina, el mecanismo de este antibidtico es actuar a nivel de la pared celular
inhibiendo una enzima la cual se encarga de la formacién de la pared celular, en la
figura 16 se puede observar cada uno de los perfiles de los diferentes antibitticos
empleados, asi como los perfiles de las tres mieles utilizadas, todas las mieles lograron
matar al microorganismo siendo Apis a las 6 horas, Melipona a las 4 y la miel de
Trigona a las tres horas, de estas mieles la miel de Trigona resultdé ser la mas efectiva
ya que logré6 matar al microorganismo en menos tiempo con respecto al control de

ampicilina.
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En estudios realizados de cinéticas de sobrevivencia de la miel de abejas sin aguijén en
contra de patdgenos hay uno realizado por Nishio y col. en 2016 y otro de Boorn y col.
en 2010, en el primer reporte se evaluaron las mieles de las abejas Scaptotrigona
bipunctata y Scaptotrigona postica, asi como su sinergismo entre ellas, probando las
CMI obtenidas previamente, en sus resultados ellos obtuvieron que el sinergismo de las
mieles fue mas afectivo matando completamente a S. aureus a las 7 horas, mientras
qgue las mieles por si solas logran matar a este microorganismo a las 24 horas; en el
segundo reporte se evaluaron muestras de mieles de la especie Trigona carbonaria,
donde se observé que las muestras de miel afectaba la viabilidad de S. aureus, P.
aeruginosa y C. albicans despues de 60 minutos de incubacién, en comparacién con la

miel medicinal de la marca Medihoney es producida por la especie Apis mellifera.

Cinéticas de sobrevivencia de S. Typhimurium

8
7
7;" 6 =¢=amp (10Ug/mL
5
E == cipro(5Ug/mlLlI)
24
S 3 \ === trim/sulf (15Ug/ml)
o0
E i \\ == 2apis 8%V/V
1 \ \\ \ == melipona 9% V/V
0 . . \ & O \ {} . =@=trigona 7% V/V
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo(h)

Figura 24. Perfil de sobrevivencia bacteriana en presencia de los diferentes antibiéticos (ampicilina, ciprofloxacina y
trimetropin/sulfametazaxol) y las mieles (Apis, Melipona, Trigona)
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

* Los parametros establecidos de acidez libre, grados brix y pH concuerdan con
los reportados por Vit y col., 2006; Rodriguez, 2014, Moo-Huchim y col., 2015
para las mieles de abejas sin aguijon, de igual manera los parametros para la

miel de Apis concuerdan con lo establecido en la norma mexicana.

* Se determin6 la CMI para cada miel siendo 7 % Trigona, 8 % Apis 'y 9 %

Melipona

* Cada una de las CMI de las mieles con el tratamiento con catalasa no mostraron

actividad en contra de S. Typhimurium con respecto al control.

+ Se determino el efecto de la miel en la expresién génica donde se pudo observar

que la miel si reprime la expresién génica de los genes Fim e InvA

+ Se determiné el perfil de sobrevivencia bacteriana para cada una de las mieles,
siendo la miel de Trigona la mas efectiva para matar este microorganismo, esta

miel demostro un perfil similar al antibiotico Ampicilina.
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PERSPECTIVAS

Se propone la separacion y evaluacion de los componentes no-peroxido de las
diferentes mieles en contra de otras especies de Salmonella Typhimurium.
Evaluar el efecto de la miel en los diferentes factores de virulencia de Salmonella
Typhimurium (islas de patogenicidad), asi como sus factores transcripcionales.
Determinar el mecanismo de accion de cada uno de los componentes no-
perdxido de la miel en los diferentes sistemas de secrecion.

Determinar si la miel tiene un efecto en las proteinas secretadas.

Determinar si la miel afecta la invasion de Salmonella Typhimurium en células.
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ANEXOS

ANEXO 1. Composicion del medio Mueller-Hinton

MUELLER HINTON

Mueller-Hinton broth 22 ¢

Agua destilada 1000 mL
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ANEXO 2. Composicion del medio Luria Bertani agar

Luria Bertani agar

Extractura de levadura 10g
Cloruro de sodio 10g
Triptona 59
Agar 18 ¢
Agua destilada 1000 mL

ANEXO 3. Composicion de los medios para la actividad antimicrobiana de miel

10% 20% 30%
Medio M-H 4x 125pL 125pL 125pL 125pL 125pL
Stock (miel 80%) 31.25uL  625puL  125puL 18754l 375 uL
Agua destilada 343.75uL  262.5 pL 150 pL 137.5 uL _
esteril
In6culo 50 pL 50 pL 50uL 50 pL 50 pL
Total 500 pL
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ANEXO 4. Composicion de la miel sintética

Azucares mayoritarios

Sacarosa 29
Fructosa 409
Glucosa 30¢g
Maltosa 8¢
Agua destilada 100 mL




