., Al
? CAYETANO HEREDIA

“ACTIVIDAD DEL RESIDUO
BUTANOLICO Y LA FRACCION
BUTANOLICA DE LAS VAINAS DE
Caesalpinia spinosa “TARA” SOBRE
BIOPELICULAS DE Staphylococcus aureus
EN SOPORTES DE ACERO

INOXIDABLE”

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE
MAESTRO EN MICROBIOLOGIA

BRYAN ANDRE CANAL NUNEZ

LIMA-PERU

2024






ASESORA:

Mg. Dora Jesis Maurtua Torres



JURADO DE TESIS

MG. LEON FAUSTINO VILLEGAS VILCHEZ

PRESIDENTE

DRA. MONICA JEHNNY PAJUELO TRAVEZANO

VOCAL

DRA. PATRICIA SHEEN CORTAVARRIA

SECRETARIA



DEDICATORIA

A mis padres, por su amor

incondicional, apoyo constante y
sacrificios que hicieron posible este logro.
A mi familia y amigos, por su comprension

y aliento a lo largo de este camino.



AGRADECIMIENTOS

Quisiera expresar mi profundo agradecimiento a mi asesora Msc. Dora Maurtua por su
invaluable orientacion y apoyo durante todo el proceso de realizacion de esta tesis. Su

dedicacion, paciencia y sabiduria fueron fundamentales para el éxito de este trabajo.

Al Circulo de Investigacion "Nuevas Tecnologias para Suministros de Farmacos a Base
de Productos Naturales Peruanos para el Control de la Salud Bucal". por su orientacion
experta y por facilitar el acceso a recursos y conocimientos especializados que han

enriquecido este estudio.

Expreso mi més sincera gratitud a la Dra. Haydee Montoya, cuya valiosa guia,
paciencia y conocimientos fueron fundamentales en cada etapa de este proyecto. Su
dedicacion y apoyo constante me motivaron a alcanzar este importante objetivo
académico.

Agradezco especialmente a Caroline Granados por su apoyo incondicional,
comprension y animo constante, que fueron esenciales para superar los desafios y

alcanzar este logro.



FUENTE DE FINANCIAMIENTO
Ciencia activa

Financiado por otro proyecto- SIDISI 100416



turnitin - - pars T—

BRYAN ANDRE CANAL NUNEZ
ACTIVIDAD DEL RESIDUO BUTANOLICO Y LA FRACCION

BUTANOLICA DE LAS VAINAS DE Caesalpinia spinosa “TARA” ...

S TURNITIN PARAMAESTRIAS (APROB, SUSTENTACIGN Y REPOSITORIO)
& magsTRIAS

@ Universidad Peruana Cayetano Haredia

Detalles del documente

[P —

st 2148664025

[P

Theh 2028, 10222 am. GUTS
101,348 Caracteres

Fecha ge doscargn
5 2025, 1020 am. GUTS

Nombre da srchive
BFORNL WL DRYAN ANDR CAKAL K EZ.docx

Tamat de srchvve
samn

LI T ———— _—

8% Similitud general

a [ it 22 fusneas

Filtrado desde el informe

Fuentes principales

Marcas de integridad

112 0o alertzs 0 ntsgrivad pararaviion

[




INDICE DE CONTENIDO

RESUMEN
ABSTRACT
1. INTRODUCCION .....oooveiieeeieieesieceesee e es s sesass s es st esss s asenasn s saneens 0
2. ANTECEDENTES ..ottt 4
3. MARCO TEORICO ...iiiiiiiiieisieseese ettt 10
3.1 DesCripCion DOtANICA ........ccueiieireicie e 10
3.2 Extraccion de metabolitos en plantas ... 12
3.3. EXIracto etanOliCO........cccviieieieie et 14
3.4. ReSIAUO DULANOIICO ......vevieieee e 14
3.5. FracCion bUtanOliCa .........ccveveieriieie e 15
3.6 ACEEONITITIO ... 16
3.7CoMPUESLOS TENOIICOS........eeiveeieciie e 17
BLBTANINOS ..ttt bbbt b bbbttt b nenre e 17
3.9 StapPNYIOCOCCUS AUIBUS ......ccvverieiiieiieeieciee sttt re et sra e e 19
3.10 Biopelicula estafiloCOCICA. .........erveiiirieieeree e 20
3.10.1 Fase de a0NerenCia........cccoeeeiierieiieiiee e 21
3.10.2 MURIPIICACION ...t 22
B.L0.3 EXOUO ..ottt ettt 23
TR0 V- Vo (0] = Tod o o USSP 23
3.10.5 DISPEISION ...veevieiieitieite ettt te e s ra e sreeresreenreenee s 24
3.11 ACero iNOXIAABIE ......cooiviiiieiieiee e 25
3.12 Fundamento de los métodos de caracterizaCion ..........c.cccceveverereiesesennenn 26
3.12.1 Extraccion liquido-liquido .........c.cooeireneiiiiiiece e 26
3.122 Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC/MS) 27
3.12.3 Colorante ROJO A& CONQO ....cuevviiiiiieeiieieiie et 28
4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... 29
5. JUSTIFICACION ...oituieiiiicieie sttt 31
B.  HIPOTESIS ..ottt 34
6.2 HIPOESIS AltErNAtIVA .........covieiiiicciecie e 34

7. OBJIETIVOS ... 35



7.1 ODJEtiVO GENETAL ..o s 35

7.2 ODjJetivos ESPECITICOS: ... .cviiriiiiiieiesie e s 35
8. VARIABLES DE ESTUDIO .....occoiiiiiiieiesieseese e 36
9. MATERIALES Y METODOLOGIA.......ccoiiiiietieeiee e 37

9.1 DisSefio eXPEriMENTAl..........cccciuiiieiieie et 37

9.2  Definicion de 1a MUESTIA.........cccoiiiiiiiiiiee s 37

9.3 Tamaifio de 18 MUESTIA........cceiuiiiiiieie e 37

9.4 Lugar de EJECUCION..........couiiiiiiiiieiese et 39

9.5 EXIracto VEGELAL ........coviiiiiieie e 39

9.5.1 Particion liquido-liquido del extracto etandlico o extracto bruto orgénico 40
9.5.2 Fraccionamiento de 10S reSidUOS.........ccevereieiiniiesieeee e 41

9.5.3 Andlisis de los extractos residuales empleando la técnica analitica de
cromatografia de liquidos acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS/MS) 42

9.6 CePa DACEIIANA .....ccveeieieieie et 43
9.7 Capacidad de formacion de biopeliculas...........c.ccooviveiieie s 44
9.8 Establecer la dosis minima de los extractos residuales ...........ccocevvverinennnnne. 44
9.9 Capacidad de adhesidn a superfiCies de aCero.........cccuvvvviveveriereresesese e 46
9.10 Desarrollo de biopeliculas de S.aureus en soportes de acero inoxidable........ 47
9.10.1 Desarrollo de biopeliculas sobre discos de acero inoxidable ................... 47
9.11 Evaluacidn de la eficacia de la fraccién butanolica y el residuo butanolico
contra matrices de biopeliculas de S. aureus en acero inoxidable. ......................... 49
9.12 CONSIAEraCioNES BLICAS .....eveveveiteiieeieeiieieie ettt bbb ens 50
9.13. ANAlISIS ESTAUISTICOS ....eeveiieieieiiecice e s 51
10.  RESULTADOS.... .ottt sttt 52
11, DISCUSION ...ciiiiiiiiciseieiee sttt 67
12.  CONCLUSIONES ......octiiict ettt 72
13.  RECOMENDACIONES ........cco ittt 74
14, LIMITACIONES ..ot 75

15. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........o o 76



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. DescripCion de Variable........cccuvreiiie e b b 36
Tabla 2. Compuestos detectados en el RBUOH del EBO de tara........ccooeevuvieiniiiiinieiicennnnns 53
Tabla 3. Compuestos detectados en la fraccion 50ACN del RBuOH del EBO de la tara ........ 54

Tabla 4. Andlisis de varianza (ANOVA) para la reduccion de células de la biopelicula del EBO y
FBEBO, cepa, periodo de inCubacion (di@s). ........eueuererererererererererererererererererererr... 63



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Via general de los fenilpropanoides en las plantas. Adaptado de Filippis

10 ) RS PR 19
Figura 2. Etapas del desarrollo de biopeliculas (Moormeier et al 2017) .................... 25
Figura 3: a) Cepa criopersevada de S. aureus MRSA 43300. b) Stick de S aureus
ATCC 25923 ...ttt ettt r ettt ettt 43
Figura 4. Disposicion del extracto bruto y la fraccion residual en los pocillos de ELISA
al establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI) ..o, 45

Figura 5. Capacidad de adherencia en discos de acero inoxidable. A) discos inoculados
con la cepa de S aureus 25923. B) Discos inoculados con S. aureus MRSA 43300..47

Figura 6. Formacion de biopeliculas de S. aureus sobre discos de acero inoxidable .48

Figura 7.- Cromatograma de iones totales del extracto bruto orgéanico de tara con las
moléculas identificadas en el eXIraCto..........cocuiviiiiriieiiie i

Figura 8. Cromatograma de iones totales del residuo butanolico del extracto bruto
organico de tara con las moléculas detectadas en el RBUOH del EBO de Tara.............

Figura 9. Resultado del MEtodo de.........covoeieieiniiniiiese e 56
Figura 10. Resultado positivo para S aureus cepa MRSA 43300.........cccccocevenvnnninns 56

Figura 11. Concentracion minima inhibitoria (CIM). A. S. aureus MRSA 43300. B
S.AUrEUS ATCC 25923 ...

Figura 12. Adherencia de las cepas de S aureus sobre discos de acero inoxidable

despues de 72 horas de
INCUDACION. ...ttt et ettt et e et e
........... 52

Figura 13. Media de las células adheridas a superficies de acero entre dos cepas de S.
BIUTRUS. ...tttk ettt h e st e ke e st e bt e 4R b e e b e e e a bt £ bt e oA e e Ee e e Rn e e he e en b e e Ee e nn e e nneeanne 58
Figura 14. Comparacion de medias del niamero de células eliminadas al emplear EBO
Yy FBEBO €N 2 CEPas 0E S. AUIEUS.......ccuecieiiieie e cie ettt sre et sre e 59
Figura 15. Desarrollo de la biopelicula Estafilococica en un disco de acero inoxidable
a 37 °C después de 3, 6, 9 y 12 dias de Incubacion. ..........ccccevevveieiieiiere e 60

Figura 16. Reduccion de células de la biopelicula (Log UFC/cm?) de dos cepas de S.
Aureus despues de 3, 6, 9y 12 dias de incubacion en superficies de acero inoxidable.



RESUMEN
La formacion de biopeliculas estafilocdcicas es uno de los principales factores de riesgo

que afectan a la salud principalmente en ambientes nosocomiales y en la industria de
los alimentos. Caesalpinia spinosa es una especie natural de América del Sur de la cual
se han reportado la presencia de polifenoles principalmente en sus vainas. En el Peru
se ha estudiado principalmente la actividad antibacteriana al emplear los extractos
etandlico y metandlico de C.spinosa frente a diferentes patdégenos sin embargo existen
investigaciones aunque escasas sobre la actividad antibiopelicula de esta especie frente
a Staphyloccocus aureus y otros patégenos de importancia clinica. Por lo tanto, el
principal objetivo del siguiente trabajo fue evaluar el efecto antibiopelicula del residuo
butanolico y la fraccién butanolica al enfrentarlas frente a cepas estandares de S. aureus
ATCC 25923 y S. aureus Meticilina Resistente ATCC 43300 en discos de acero
inoxidable. Se trabajo con 30 discos impregnados con cada una de las cepas y por cada
tiempo evaluado (3,6,9 y 12 dias). La caracterizacion fenotipica en agar rojo de Congo
se evidencio por el crecimiento de colonias negras, asimismo la capacidad de
adherencia mostrd que la cepa de S. aureus ATCC 25923 mostrd un alto conteo de
colonias (7.72 UFC/cm?). La concentracion minima inhibitoria fue 50 mg/ml al
emplear residuo butanolico y la fraccion butanolica. La actividad antibiopelicula mas
significativa (p<0.5) se demostro al utilizar el residuo butanolico frente a ambas cepas
con 1.60 +0.15 log UFC/cm? y 2.26 + 0.10 log CFU/cm? respectivamente. Se concluye
entonces que el residuo butanolico fue mas efectivo en contraste con la fraccién
butanolica en funcion a su capacidad antibiopelicula.

PALABRAS CLAVE: Staphylococcus aureus, Biopelicula, antibiopelicula, fraccion

butandlica, residuo butanélico.



ABSTRACT
The formation of staphylococcal biofilms is one of the main risk factors affecting
health, particularly in nosocomial environments and the food industry. Caesalpinia
spinosa is a natural species from South America in which polyphenols, primarily found
in its pods, have been reported. In Peru, the antibacterial activity of ethanolic and
methanolic extracts of C. spinosa has been mainly studied against various pathogens;
however, there is limited research on the anti-biofilm activity of this species against
Staphylococcus aureus and other clinically important pathogens. Therefore, the main
objective of the following study was to evaluate the anti-biofilm effect of butanol
residue and its butanol fraction by testing them against standard strains of S. aureus
ATCC 25923 and Methicillin-Resistant S. aureus ATCC 43300 on stainless steel disks.
We worked with 30 disks impregnated with each strain and for each evaluated time (3,
6, 9, and 12 days). Phenotypic characterization on Congo red agar showed the growth
of black colonies. Additionally, the adherence capacity showed that the S. aureus
ATCC 25923 strain had a high colony count (7.72 CFU/cm2). The minimum inhibitory
concentration was 50 mg/ml when using both butanol residue and its butanol fraction.
The most significant anti-biofilm activity (p<0.05) was demonstrated by the butanol
residue against both strains with 1.60 + 0.10 log CFU/cm2 and 2.26 + 0.15 log
CFU/cm?, respectively. It is concluded that the butanol residue was more effective

compared to the butanol fraction in terms of its anti-biofilm capacity.

KEYWORDS: Staphylococcus aureus, Biofilm, anti-biofilm, butanol fraction, butanol
residue.



1. INTRODUCCION

Se estima que mas del 60 % de las infecciones son causadas por la formacion y
desarrollo de biopeliculas segun los institutos nacionales de la salud (INH)
convirtiéndose en la principal problematica en ambientes intrahospitalarios y en la
industria de alimentos debido que en condiciones adecuadas logra desarrollar grandes
comunidades de microorganismos sobre diferentes dispositivos médicos, mesas, pisos
e instrumentos los cuales pueden afectar drasticamente la salud de los pacientes,
personal sanitario o de los trabajadores involucrados. El desarrollo de biopeliculas
bacterianas representa una merma importante en el desarrollo de las actividades e
involucra un minucioso sistema de desinfeccion el cual no siempre es eficiente, ademas
de ser toxico debido a que se emplean una amplia gama de agentes desinfectantes de

naturaleza cida o alcalina (Brooks & Flint,2008).

Las biopeliculas estdn formadas por grupos de bacterias sobre una matriz de
exopolisacaridos, los cuales forman ecosistemas microbianos complejos con capacidad
de desarrollarse sobre superficies bioticas o abidticas siendo la adhesién el primer paso,
la cual depende de las propiedades fisicoquimicas entre la célula y la superficie de
contacto, sustentada por las interacciones hidrofobicas, electrostaticas y moléculas de
la superficie de las bacterias como autolisinas o acidos teicoicos presentes en
estafilococos. Las células que forman parte de las biopeliculas poseen ventajas sobre
las células planténicas de la misma especie es decir que pueden adquirir nuevas

caracteristicas genéticas debido a su proximidad con otras células. Asimismo, se ha



descrito que los EPS tiene como funcién proteger a las células de esta comunidad
contra la desecacion, proporcionar estabilidad y controlar la penetracion de agentes

biocidas y compuestos desinfectantes en estas matrices celulares (Donlan, 2002).

Las estrategias mas empleadas en el control y la eliminacién de biopeliculas
contemplan métodos fisicos, quimicos y biologicos. La combinacion de cobre
Cu(ll)/peroxido de hidrogeno (H202) y Cu(ll)/ peroximonosulfato (PMS) ha mostrado
una alta eficiencia en la inactivacion de biopeliculas Otro método descrito consiste en
modificar las superficies de acero inoxidable mediante fijacion de diferentes iones
metélicos, evita la adhesion de bacterias o afecta la viabilidad de la superficie al
interactuar con las células bacterianas. Sin embargo, estas alternativas pueden generar
efectos adversos como intoxicaciones por aspiracion o contacto directo con la piel y el
dafio al medio ambiente. Por otro lado, el uso de compuestos bioactivos derivados del
metabolismo secundario principalmente por hongos, bacterias y plantas por lo tanto
son considerados una alternativa sustentable y segura dado que tienen la capacidad de

prevenir o inhibir el crecimiento patégeno (Rautray et al 2010; Lee et al 2020).

Se ha descrito que los materiales de acero inoxidable son resistentes al calor y la
corrosion debido a que estdn compuestos por aleaciones a base de hierro, pudiéndose
mejorar estas caracteristicas al aumentar los niveles de cromo Yy niquel
respectivamente. La capacidad de adhesion y adaptacion de bacterias aerdbicas y
anaerobias sobre superficies de acero inoxidable se sustenta en su capacidad de

interaccidn con este tipo de sustratos de forma simbiotica o aislada como consecuencia



de la produccion de metabolitos los cuales contribuyen a la alteracion de estas

superficies favoreciendo la corrosion. (Dula, et al 2021; Decléty 2003)

Las plantas son organismos que producen diversos compuestos naturales y entre ellos
estan los que se derivan del metabolismo secundario, cuya funcion principal esta
asociada con la supervivencia y de la cual se han identificado diversas propiedades
como antibacterianos, herbicidas e insecticidas, por ello se mantiene un conservado
interés en desarrollar nuevos compuestos derivados de plantas que sean efectivo contra
estos tapices microbianos. EI Pert cuenta con una gran diversidad de flora de
importancia comercial con diferentes propiedades que son empleadas en la industria
farmacéutica y alimentos, Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze es una especie
representativa localmente conocida como “tara” perteneciente a la familia Fabaceae.
Es una leguminosa de tamafio arbdreo distribuida por toda la costa, con potencial valor
econdmico principalmente por los diferentes principios activos atribuidos a sus partes
areas (semillas, vainas y tallo) las cuales son empleadas en gran medida por la industria
farmacéutica y en el tratamiento de diferentes enfermedades emergentes. (Martel et al

2014, Avilés, 2018).

Se han realizado con énfasis principalmente estudios orientados a la actividad
antibacteriana de los diferentes componentes de la tara sobre diferentes bacterias
patdgenas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, bacterias
orales entre otras (Nan et al 2015; Millones 2021), sin embargo los estudios enfocados

en la eliminacion de biopeliculas formadas por S.aureus sobre un tipo de soporte son



limitadas, por lo que el siguiente trabajo busca evaluar la actividad de residuo
butanolico y la fraccion butanolica de las vainas de Caesalpinia spinosa (tara) sobre
biopeliculas elaboradas por Staphylococcus aureus en un soporte que es de acero

inoxidable.



2. ANTECEDENTES

Las biopeliculas bacterianas son intrinsecamente influenciadas por las caracteristica y
condiciones sobre el entorno en el cual se desarrollan y proliferan. En los ecosistemas
naturales y artificiales su desarrollo se ve influenciado por la temperatura, nivel de
oxigeno, pH, tipo de superficie y disponibilidad de nutrientes. Se ha encontrado un
efecto sinérgico entre la temperatura y el tipo de superficie que interviene en el
desarrollo de las biopeliculas en S. aureus descubriéndose que el desarrollo sobre poli
estireno tuvo un mejor desarrollo a 37 °C que 25 °C, sin embargo, este patron cambio
cuando desarrollo sobre acero inoxidable siendo més eficiente una temperatura
ajustada a 25 °C, las temperaturas en el rango de 7 y 28°C no muestra un patron
definido durante la formacion de biopelicula. Esta discrepancia puede reflejar la
diferencia en las condiciones experimentales o el efecto sinérgico de otros factores
presentes en su entorno como la disponibilidad de nutrientes y la superficie de contacto
que promueve la formacion de biopeliculas (Rumbaugh, & Ahmad 2014; Abdalan et

al 2014; Pagedar et al. 2010; Vazquez-Sanchez et al. 2013).

Las superficies lisas usadas en las industrias de procesamiento de alimentos, clinicas y
hospitales son acero inoxidable debido a su facil limpieza y su resistencia a los agentes
quimicos empleados durante los procedimientos de desinfeccion, sin embargo estudios
empleando microscopia de barrido han revelado que las estas superficies son
susceptibles a ser invadidas por bacterias debido a que residuos organicos quedan
adheridos sobre grietas o rayones ocasionado por la continua friccion mecanica. En la

formacion de biopeliculas esta condicionada por la naturaleza de los sustratos, la carga



de la superficie celular, presencia de flagelos y la fase de crecimiento bacteriano en
contraste la maduracion es influenciada por las condiciones ambientales, la
especie/cepa bacteriana, la heterogeneidad fisioldgica dentro de la biopelicula y la
comunicacion celular denominada quérum sensing (QS) , ademas el QS se ha descrito
como un sistema de comunicacion que emplean la mayoria de bacterias al ser
sometidas a condiciones ambientales lo que desencadena en la produccion de un
péptido autoinductor (API). En S. aureus este sistema provoca cambios en la formacion
de biopeliculas. En diferentes poblaciones celulares dentro de la biopelicula muestran
un patrén expresion géenica distinto ocasionadas por condiciones fisicoquimicas, como
el oxigeno, la disponibilidad de sustratos, el pH y la densidad celular. (Di ciccio et al

2015; Parastan, R et al 2020).

Para combatir el desarrollo y la proliferacion de biopeliculas sobre superficies de acero
inoxidable se ha establecido diferentes metodologias. Se propuso emplear acero
inoxidable 304SS y 304SS con cojinetes de cobre (304CuSS) el cual presento una
efectividad antibacteriana del 99.9% en contraste con 304SS asimismo se demostr6 que
las superficies 304 CuSS tuvieron una fuerte inhibicion sobre el crecimiento y la
adherencia de las biopeliculas después de 7 dias de tratamiento. Otra alternativa es el
uso de diferentes extractos vegetales los cuales presentan propiedades. Los extractos
de propilenglicol de salvia y romero en tres diferentes concentraciones (0.01 %, 0.05
% y 0.1 %) los cuales tuvieron un efecto significativo sobre la formacion de
biopeliculas en Staphylococcus aureus al aumentar la concentracion de cada extracto

empleado obteniendo un 94 % de efectividad al utilizar extracto de romero al 0.1%.



Otra via propuesta es empleando el residuo orgénico de conchas de abanico al
enfrentarla sobre biopeliculas de tres patdgenos reconocidos por su incidencia en
plantas de produccion de carne y lacteos como Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli O157:H7 las cuales se desarrollaron sobre
placas de acero inoxidable que al ser tratadas con esta sustancia a concentraciones del
0,25% como el 0,50% con tiempo de exposicion de 1 minuto lograron reducir en 4 log
UFC / cm?, 5 log UFC / cm? , 6 log UFC / cm? (Bodur et al 2012; Nan et al 2015;

Piegerova et al 2019).

Las plantas a diferentes condiciones de estrés desarrollan nuevas moléculas a través de
rutas alternas, estas moléculas conocidas como metabolitos secundarios son empleadas
principalmente en el tratamiento de enfermedades y se presentan como una nueva
alternativa en el control y la proliferacion de bacterias patdégenas como Staphylococcus
aureus. Se han reportado diferentes trabajos sobre este patdgeno al ser enfrentado a
diferentes principios activos, extraidos diferentes especies vegetales respondiendo de
manera iddnea al tratamiento in vitro frente al desarrollo de biopeliculas. Los aceites
esenciales presentes en Cymbopogon nardus, como el geraniol, tenian la capacidad de
reducir la biomasa del tapiz bacteriano de S aureus hasta en un 100 % en concentracion
de 0.5 y 4 mg/mL. También se ha demostrado que el carvacrol, un aceite esencial
presente en Origanum vulgare L en concentraciones de 10 uL. / mL y 5 uL/mL permite
reducir biopeliculas maduras y jovenes formadas en superficies de acero inoxidable

después de un periodo de exposicion de 10 y 15 minutos logrando reducir >2 log



UFC/cm2 con un tiempo de exposicion de 10 minutos para ambas concentraciones

empleadas (Piegerova et al 2019; Pontes, E et al 2018; Rodrigues, J et al 2018).

El andlisis fitoquimico de los extractos empleando diferentes solventes como etanol,
metanol y una mezcla hidroalcohdlica de hojas de Caesalpinia spinosa ha reportado en
mayor cantidad de taninos en comparacion de flavonoides y saponinas, mostrando
actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Analisis
histoquimicos en tara demostr6 la presencia de taninos distribuidos en el tejido
parenquimatoso distribuido en los foliolos, raquis y peciolos, tracomas glandulas
presentes en el raquis y peciolo contienen compuestos fendlicos, la presencia de mono
terpenos asociados a las partes areas como las hojas estan asociados a su actividad

antibacteriana y antioxidante.

Los compuestos activos obtenidos del extracto crudo y de las fracciones difieren en
relacion a la polaridad de solvente empleado durante el proceso de extraccion lo cual
hace posible que metabolitos secundarios especificos puedan ser separados, por lo
tanto. Se demostro que al emplear la combinacion de solventes hexano: éter de petréleo
empleados en la extraccion liquido-liquido aumento el rendimiento en la obtencion del
contenido total de terpenos de Severinia buxifolia en la fraccion en comparacién con
los extractos crudos, asimismo se encontré el gran potencial antioxidante de las
fracciones metanolica y butanolica obtenidos de los extractos en hojas de Psidium
guajava. Se ha reportado la actividad antibacteriana de la fraccion butanolica acuosa

frente Staphylococcus aureus (ATCC 25922), Escherichia coli (ATCC 25923) y



Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) obtenidas de los extractos de los rizomas de
Solidago chilensis Meyen. Algunas especies vegetales como Achatina fulica y
Terminalia fagifolia mostraron actividad antibiopelicula en sus extractos y fracciones
logrando inhibir el 80 % de la biopelicula (Suarez et al 2021; De Araujo et al 2015;

Truong et al 2021; Tachakittirungrod et al 2007; Tania et al 2009).

Dentro de la familia fabacea existen algunas especies que muestran actividad
Antiestafilococida  se ha reportado que al emplear el extracto etandlico y sus
fracciones de Acacia polyacantha presentaron un efecto antibacteriano frente a 14
cepas de Staphylococcus aureus metilo-resistentes obteniendo que los extractos de
hojas, raices y corteza inhibieron 92,85 % (13/14), 92,85 % (13/14) y 71,43 % (10/14)
de las cepas bacterianas ensayadas respectivamente con una concentracion minima
inhibitoria (CMI) variando entre 16 y 1024 pg/mL. Las fracciones exhibieron mejores
resultados en comparacion con las de sus extractos crudos, ya que sus CMI oscilaron
entre 16 y 512 pg/mL, siendo las fracciones de hojas mas activas que las obtenidas de

cortezas (Ashu et ale 2020).

Marquez et al 2007 demostraron que el namero de células adheridas en superficie de
vidrio (108 CFU/cm?) fue estadisticamente diferente (P < 0,05) en superficies de acero
inoxidable (10 CFU/cm?) siendo la temperatura importante durante esta etapa la cual

fue de 37 °C. Este patrén se ha confirmado por Moreno et al 2020 al establecer

diferencias entre Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus donde se



demostrdé que S aureus prefiere adherirse a superficie de acero que a superficies de
naturaleza polimérica la cual fue significativa desde el punto de vista estadistico P
<0,0001. Por otro lado, Unlu et al 2018 ha demostrado el efecto antibiopelicula de
diferentes fitoquimicos donde se eliminé significativamente (P < 0,05) entre 5078
% mediante el tratamiento con 2mg/mL de cinamaldehido asimismo 2 mg/mL de
farnesol y terpinen-4-ol fueron al menos 50 % mas efectivos (P < 0.05) en la
eliminacién de biopeliculas de 3 cepas diferentes de S aureus, sin embargo, bajo las
mismas concentraciones de Citral, limoneno y eugenol mostraron las actividades

antibiopelicula mas bajas inferiores al 50 % (P < 0,05).



3. MARCO TEORICO

En el Per0 los registros botanicos describen 10 especies de C. spinosa y solo 3 se han
identificado como endémicas, geograficamente esta especie se distribuye por la costa
occidental de Sudamérica, desde el norte de Chile hasta Ecuador, Venezuela, Colombia
y Bolivia, desde los 800 hasta los 3000 msnm. En nuestro pais esta distribuida en los
departamentos alto andinos (Ayacucho, Cajamarca, Cusco, Huanuco, Ancash,
Apurimac) o escenarios con clima himedo, seco y calurosos como las lomas. Se ha
descrito hace mas de 3000 afios las culturas pre-incas aprovechaban las vainas y junto
con metales como el hierro las empleaban como colorante para el tefiido de prendas
esto debido al hecho la presencia de taninos. En la actualidad presentan un valor
econdmico sustentable debido a diferentes propiedades medicinales como su capacidad
antimicrobiana y antioxidante principalmente de sus vainas y hojas (Larrera 2011;

Cordero 2015).

3.1 Descripcion botanica

Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “fara” o taya se describe como una especie de
porte arboreo o arbustivo, pertenece a la familia Fabaceae pudiendo alcanzar hasta 10
metros de alto. Presenta un fuste Unico con diametro promedio en su adultez de 6 m
generalmente de un color grisaceo con la presencia de espina de forma triangular de un

grosor mediano al alcanzar la madurez, presentan ramas ascendentes la cual forman
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una copa umbelifera y poco compacta. Presentan hojas estructuradas de forma
bipinninada las cuales tiene una disposicion en espiral y generalmente estan agrupadas
en pares de 6-8 foliolos. De inflorescencia racimosa terminales de una longitud de 15-
20 cm de longitud, de flores amarillas o amarillas rojizas (corola), hermafroditas,
zigomorfas, con un caéliz irregular. Los frutos son de tipo vaina con tonalidades
variables durante su maduracién desde amarillo, rojizo o acentuarse a un color naranja
las cuales pueden contener entre 4 a 7 semillas redondeada de un didmetro variblae
(0.6-07cm) con apariencia parduzca en su madurez (Mostacero et al 2011; Martel et al

2014).

3.2 Principios activos

Las plantas tienen una capacidad dual de producir metabolitos primarios y secundarios
con diversas propiedades bioldgicas. Los metabolitos primarios son compuestos
esenciales para el metabolismo celular de las plantas, estos incluyen aminoéacidos,
azUcares, acidos nucleicos, proteinas y lipidos en contraste los metabolitos secundarios
son compuestos producidos en respuesta factores como el estrés y condiciones
ambientales. la formacién de estos principios activos comienza por la via del &cido
shikimico, la cual es compartida por bacterias, hongos, algas, parasitos y plantas, para
la produccién de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano) y via
también metabolitos del indol. La fenilalanina y la tirosina son precursores de la via
fenilpropanoide, y la primera enzima involucrada es la fenilalanina amonio liasa
(PAL). La formacion de 4-Coumaryl CoA y malonil CoA deriva en la formacion de la

mayoria de otros metabolitos secundarios importantes de fenilpropenos y poliaminas,
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produciendo eventualmente flavonoides, flavonas, antocianinas, cumarinas, taninos,
ligninas y estilbenos en las plantas que involucran cido shikimico y se biosintetizan
directamente a través del piruvato y gliceraldehido-3-fosfato (de Filippis. 2015; Voght,

2010). La biosintesis via metabolitos se describe en la figura 1.

Los metabolitos secundarios reportados en Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze se
encuentran principalmente en sus partes aéreas como hojas, vaina y semillas. La vaina
de esta especie contiene taninos hidrolizables entre 40 % y 60% dependiendo de las
condiciones ambientales en la cual se produce una reaccion hidrolisis en la cual los
taninos ocasionan la separacion de acido galico. El contenido de taninos presentes en
las hojas es referenciado en 12.7 %, asi también se ha determinado la presencia de
glicésidos, gomas, mucilagos y antraquinonas. Las semillas estan compuestas
principalmente por monosacaridos de naturaleza organica como la galactosa y manosa
y en conjunto forman un hidrocoloide galactomananico (Pareja-Vasquez et al 2020;

Siccha et al 1994).

3.3 Extraccion de metabolitos en plantas

La extraccion es un proceso el cual se realiza para obtener los compuestos bioactivos
de las plantas de diferente composicion quimica tales como glucésidos (glucosidos
cardiacos, glucosidos cianogénicos, glucosinolatos, saponinas y glucosidos de
antraquinona), compuestos fenolicos (acidos fendlico e hidroxicinamico, estilbenos,

flavonoides y antocianinas), taninos ( taninos condensados y taninos hidrolizables),
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mono-di- y sequi-terpenoides, fenilpropanoides , lignanos, resinas, alcaloides,
furocumarinas, naftodiantronas, proteinas y péptidos empleando solventes de
diferente polaridad y caracteristicas quimicas especificas. Por lo cual conlleva emplear

una serie de etapas y consideraciones los cuales se describen a continuacion:

La obtencion y eleccidn de material vegetal esta sujeta a la observacién primaria acorde
a la especie de interés por lo cual se recolectan aquellas libres de plagas o de la
senescencia. Para un mayor grado de reconocimiento los ejemplares son depositados
en un herbario para su correcta identificacion complementando con fuentes de
biodiversidad y el conocimiento etnobotanico. El material vegetal es secado a una
temperatura menor a 30 °C y no expuesta a la luz solar evitando su degradacion quimica
dado que pueden descomponer algunos compuestos termolabiles. La biomasa obtenida
se expondré a diferentes solventes acorde con el componente que se quiera purificar,
asimismo al elegir un solvente o un sistema combinado de estos es necesario tener en
cuenta grado de solubilidad -polaridad del objetivo, la pureza, la seguridad y facilidad

de trabajar con el solvente (punto de ebullicion).

Se han descrito diferentes técnicas en la obtencion de los compuestos activos en las
plantas estas varian acorde al nivel de costo y complejidad del método empleado y
generalmente se emplean las mas sencillas, eficaces y econémicas como la percolacion
y maceracion. La maceracion se describe como un método sencillo pero eficaz donde
la biomasa se expone a un solvente de eleccion por un determinado tiempo y
condiciones ambientales acorde a la metodologia de extraccion cuya principal finalidad

es romper es ablandar y romper los tejidos de la planta para obtener todos los
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compuestos fitoquimicos solubles que luego serdn separados empleando técnicas

complementarias (Cvjetko et al 2018; Jones & Kinghorn 2012)

3.4. Extracto etanolico

Se obtiene a través de la maceracion de materias vegetales utilizando etanol como
disolvente, aprovechando sus propiedades polares para extraer compuestos tanto
hidrofilicos como lipofilicos (Gonzélez et al., 2019). Este método de extraccion es
eficaz y seguro, permitiendo la obtencion de una variedad de metabolitos secundarios,
incluidos flavonoides y alcaloides, que tienen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y antimicrobianas. Los extractos etandlicos son utilizados en
multiples aplicaciones en las industrias farmacéutica, alimentaria y cosmética, gracias

a su capacidad para preservar los compuestos bioactivos (Pérez et al., 2015).

3.5. Residuo butanolico

El residuo butanolico es un extracto obtenido a partir del fraccionamiento del extracto
bruto metandlico mediante la utilizacion de butanol como solvente. Este proceso
implica la extraccion de compuestos solubles en butanol, lo que permite la
concentracion de metabolitos de interés que pueden poseer propiedades bioactivas
significativas. El uso de butanol es relevante debido a su capacidad para disolver una
amplia gama de compuestos organicos, incluyendo flavonoides, saponinas y
compuestos fendlicos (Pérez et al., 2015). La obtencion de este residuo se realiza tras
la extraccion inicial con solventes mas polares, lo que garantiza una separacion mas

efectiva de los metabolitos.
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3.6. Fraccion butanolica

La fraccion butandlica es un extracto obtenido a partir de la separacién de compuestos
bioactivos de la materia vegetal mediante la extraccion con butanol. Este solvente, de
naturaleza intermedia, permite disolver una variedad de compuestos organicos, como
fenoles, flavonoides y otros metabolitos secundarios, que son dificiles de extraer con
solventes mas polares o apolares (Pérez et al., 2015). La obtencion de la fraccion
butandlica generalmente sigue un proceso en dos etapas: primero, se realiza una
extraccion con un solvente polar (como agua o etanol), seguido de un fraccionamiento
con butanol para concentrar los compuestos de interés (Santos et al., 2017). En algunos
casos, se utiliza una mezcla de 50% de acetonitrilo como parte del proceso de
extraccion, lo que mejora la solubilidad de ciertos compuestos y optimiza la

recuperacion de metabolitos (Martinez et al., 2018).

3.7 Butanol

n-butanol se describe quimicamente y estructuralmente como un alcohol de cadena
linear corta conformada por redes de grupos hidroxilos donde 5 0 mas moléculas
pueden interactuar entre si y poseen la capacidad de formar 2 fases a temperatura
ambiente. Asimismo, el grupo hidroxilo de este solvente funciona como aceptor y
donador de enlaces de hidrogeno y su corta cadena alifatica puede crear un ambiente
hidrofobico lo cual hace posible que moléculas de diferente tamafio y polaridad puedan

interactuar con la fase de butanol (Reetz et al 2021).
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3.8 Acetonitrilo

El acetonitrilo, un solvente con una masa molecular de 41.05 g/mol y un punto de
ebullicion de 81.6°C, juega un papel fundamental en la extraccion y fraccionamiento
de metabolitos secundarios gracias a sus caracteristicas fisicas Unicas. Este solvente se
destaca por su alta polaridad y habilidad para formar enlaces de hidrdgeno, lo que le
permite disolver una amplia variedad de compuestos como alcaloides, flavonoides,
terpenoides, saponinas y é&cido di-O-galoilquinico, un metabolito fendlico con
propiedades antioxidantes (S. A. Varga, 2021). En técnicas como la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) y la extraccion liquida-liquida (LLL), el acetonitrilo
se combina frecuentemente con otros solventes, como agua o metanol, para ajustar la
polaridad de la mezcla, lo que facilita la extraccion de compuestos con distintas
propiedades quimicas (J. M. Cox, 2019). La capacidad del acetonitrilo para formar
enlaces de hidrégeno y su baja viscosidad permiten una disolucion y separacion
efectiva de los metabolitos. En métodos como la extraccion asistida por ultrasonido
(UAE) vy la extraccién en fase sélida (SPE), este solvente mejora la recuperacion de
metabolitos interactuando con las superficies de adsorcion y penetrando eficazmente
en las muestras, lo que reduce las pérdidas y mejora la pureza de las fracciones
obtenidas (S. D. Patel et al., 2020). En particular, para la extracciéon de acido di-O-
galoilquinico, el acetonitrilo facilita la liberacion y cuantificacién del &cido al
interactuar con sus grupos funcionales durante el andlisis (A. K. Smith et al., 2022).
Por tanto, el acetonitrilo es un solvente crucial en la extraccidn y analisis de metabolitos
secundarios debido a su capacidad para ajustar la polaridad de las mezclas de solventes,

formar enlaces de hidrogeno y separar eficazmente los compuestos.

16



3.9 Compuestos fenolicos

Son una clase de compuestos organicos presente en todas las plantas como metabolitos
secundarios. En diferentes concentraciones su estructura se define como un anillo
aromatico que lleva uno o mas sustituyentes hidroxilo, dada esta caracteristica tienden
a ser solubles en agua ya que se presentan con mayor frecuencia combinadas con el
azucar como glucosidos y suelen estar localizadas en la vacuola. Entre los compuestos
fenolicos naturales, se conocen mas de mil estructuras, los flavonoides forman el grupo
mas grande, sin embargo, se han detectado en menor cantidad fenoles monociclicos
simples, los fenilpropanoides y las quinonas fendlicas. El aislamiento de fenoles
vegetales a veces son obstaculo debido que su capacidad de formar complejos con
proteinas mediante enlaces de hidrogeno y también son muy susceptibles a la oxidacion
debido a la accién de enzimas ‘fenolasas’ especificas presentes en todas las plantas.
Ademas, los fenoles pueden formar complejos con las proteinas y, como resultado se
presenta una inhibicion de la actividad enzimatica en los extractos de plantas crudos.
Para contrarrestar estos efectos en el aislamiento de estos compuestos se recomienda
realizar estos procedimientos en alcohol en ebullicion para evitar que se produzca la

oxidacion enzimatica (Harborne, 1973)

3.10 Taninos

Son metabolitos secundarios mas abundantes producido por las plantas cuya

produccién oscila entre 5% y al 10% del peso seco de las hojas , se definen
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quimicamente como compuestos polifendlicos de alto peso molecular que van desde
500 Da (daltons) hasta 3000 Da, capaces de formar complejos insolubles o solubles de
tanino-proteina por lo tanto se consideran que son solubles en agua y se encuentran
principalmente en hojas, flores, frutos y raices de las plantas, los cuales se encuentran
en las vacuolas y su rol esta asociado a la defensa contra animales herbivoros estudios
in vitro ha demostrado propiedades antihelminticas, antiparasitarias y antibacterianas.
Segln su estructura quimica y propiedades estas biomoléculas polifenolicas se
clasifican en 2 grupos, aquellos formados por polimerizacion conocidos como taninos
condensados (TC) y los taninos hidrolizables que provienen de la esterificacion de los
compuestos polifenolicos. Ambos grupos se diferencian por su peso molecular,
estructura y su efecto al ser ingerido por rumiantes principalmente. Las estructuras
quimicas de los TH estan conformadas por un carbohidrato, generalmente D-glucosa,
como nucleo central y generalmente se encuentran en concentraciones bajas en plantas
en contraste a los TC. Por el contrario, los taninos condensados se encuentran
principalmente en leguminosas forrajeras, arboles y tallos, su estructura se describe en
unidades de flavonoides (flavan-3-ol) unidas por enlaces carbono-carbono y su
complejidad depende de las unidades flavonoides que varian entre los constituyentes

(Barbehen &Peter 2011; Eshratkhah et al 2015).
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Figura 1. Via general de los fenilpropanoides en las plantas. Adaptado de Filippis
2015).

3.11 Staphylococcus aureus

Actualmente el género Staphylococcus esta conformado por mas de 50 especies que se
han descrito como cocos que estan agrupados como células Unicas, en pares o
dispuestas en racimos de uvas y al emplear la técnica de tincién clasicas son
clasificados como Gram positivos, ademas son no mdviles, no esporulados ni forman
capsula y pueden vivir en presencia 0 ausencia de oxigeno. Sus caracteristicas
metabolicas y bioquimicas las describen como productores de catalasa, capaces de
fermentar glucosa pueden desarrollarse en medios con cloruro de sodio al 10%

(haldfito) y la temperatura de crecimiento optimo oscila entre 20 y 45 °C. En cultivo
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la descripcion fenotipica de sus colonias las describe como lisas con una tonalidad
crema, redondeadas y convexas mientras que los analisis en base a su material genético
han demostrado que la cantidad de guanina citocina (G+C) va de 30 a 39 %. Este
microorganismo es parte natural del microbiota de la piel y mucosas en los humanos
asi también estan distribuidos por todo ambiente, sin embargo, principalmente
Staphylococcus aureus se identificado como patdgeno en animales y el hombre (Grace,

D.& Fetsch, A. 2018; Bierowiec, K et al 2016).

3.12 Biopelicula estafiloctcica

La formacion de biopeliculas estafilococicas sigue un patrén sistematizado lo que
permite su prediccion y se establece por la union de bacterias planténicas a una
determinada superficie donde intervienen las fuerzas de VVan der Waals, interacciones
electroestaticas, interacciones estéricas e interacciones hidrofdbica- hidrofilica entre
las bacterias y las superficies. La asociacion bacteriana conduce a la formacion de
microcolonias capaces de producir sustancias poliméricas finalmente la maduracién de
estas microcolonias depende de la formacion de canales que permitan el transporte
hacia el interior de la biopelicula. Ademas, la adhesién microbiana es dependiente de
la relacion hidréfoba-hidrofilica de la superficie que interactian y un aumento de la
hidrofobicidad de la superficie celular bacteriana favorece la adhesion celular tanto en
la superficie de soporte hidrofila como en la hidrofoba (Liu et al.,2004; Parastran et al

2020).
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Asimismo, la capacidad que determina la unién a cualquier tipo de soporte como
plasticos, cristales y metales, estd condicionada por proteinas especificas la pared
bacteriana y de apéndices motrices. Generalmente comprende un proceso dividido en
5 etapas: adherencia, multiplicacién, éxodo, maduracion y dispersiéon (Otto M, 2018;

Moormeier, D. E., & Bayles, K. W 2017).

3.12.1 Fase de adherencia

El estafilococo puede fijarse a un determinado sustrato por dos vias, una activa que es
mediada por flagelos, pili, adhesinas, capsula y la carga de superficial bacteriana o la
via pasiva que involucra factores fisicos relacionado con el carécter hidrofobico que
mantiene entre la superficie y las bacterias. Asimismo, durante el proceso de formacion
de la biopelicula se da una union reversible la cual depende de la carga eléctrica
bacteriana (electroestatico o hidrofdbico) y las fuerzas de Van der Waals. Un grupo de
proteinas de union especificas interviene en la interaccion con células humanas , la
familia mas importante de estas proteinas de union son MSCRAMM (componentes de
la superficie microbiana que reconocen moléculas de la matriz adhesiva) que estan
conformadas desde el extremo N al C de un péptido sefial, un dominio de unién al
ligando con secuencias repetidas, una region de anclaje a la pared celular y una regién
que atraviesa la membrana ademas existe un grupo de proteinas unidas a la superficie
no covalentemente llamadas colectivamente SERAM (moléculas adhesivas de
repertorio expandido secretrables), que se unen a la superficie mediante mecanismos

aun no identificados y generalmente muestran una amplia especificidad en la union a
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proteinas de las células eucariotas. Se identificado que S. epidermidis las moléculas de
unidn especificas como la autolisina AtIE y para la especie y S. aureus esté asociada a

Atl y el &cido teicoico.

3.12.2 Multiplicacion

Al adherirse a una superficie determinada y con una fuente necesaria de nutrientes, las
células se comienzan a dividirse y acumularse, sin embargo, previo a la produccion de
la matriz extracelular, las células hijas son vulnerables al desprendimiento asociado a
fuerzas de flujo de los fluidos. Para mantener la estabilidad de la biopelicula inmadura
las células de S. aureus producen diferentes factores que estabilizan las interacciones
de célula a célula. Los estafilococos producen proteinas extracelulares que podrian
facilitar la acumulacién de biopeliculas al promover la unién intercelular poco después
de la unidn inicial. Este evento de divisién y acumulacién celular se denomina etapa
de multiplicacion. El estafilococo puede fabricar varias proteinas extracelulares que
facilitan la acumulacién de biopelicula al inducir la union intercelular poco después de
la unién. Algunas de estas proteinas categorizadas como MSCRAMM, algunas de ellas
descritas FnBP, CIfB y SdrC, las cuales cumplen la funcion en la unién como en la
acumulacién. En el caso de S. aureus la proteina SasG esta cumple funciones de

acumulacién y fijacion temprana.
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3.12.3 Exodo
Se describe como una etapa de dispersién temprana la cual coincide con la formacion
de microcoloinas dando como resultado la reestructuracion de la biopelicula.
Asimismo, esta reestructuracion es mediada por la degradacién del ADN extracelular
(eDNA) dependiente de nucleasas y es independiente del mecanismo de dispersion de
Agrd que ocurre después del desarrollo de la microcolonia. En S. aureus se ha
demostrado que la degradacion del eDNA dentro de la matriz est4 asociado a la

produccion y secrecion de una nucleasa ocasiona la reduccion de la biomasa.

3.12.4 Maduracion

Se inicia con la formacion de microcolonias encargadas de producir una matriz de
naturaleza polimérica. Los polimeros de esta matriz que conforman la biopelicula
tienen una composicion variable que incluye polisacaridos, proteinas y acido teicoico.
Estudios empleando microscopia de fluorescencia demostraron dos tipos de
microcolonias las cuales se desarrollan en diferentes intervalos y difieren la expresion
génica. La primera fue una microcolonia de rapido crecimiento que exhibia expresion
constitutiva de IrgAB en respuesta a condiciones de hipoxia mientras que el segundo
tipo parecia tener un ritmo més lento y expresaba cidABC. El desarrollo de este
conglomerado bacteriano es influenciado por las condiciones ambientales que pueden
favorecer el crecimiento y la division celular desencadenando la produccion de
polimeros polianionicos pudiéndose ser excretados al exterior cuya funcion principal

es de servir como pegamento entre las bacterias y la superficie. Este exopolimero
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secretado por la microcolonias de la biopelicula esta compuesto principalmente por
azucares y polisacéridos, los grupos funcionales de los polisacaridos portadores de
carga o0 neutros son capaces de intercambiar iones y concentrar iones en la superficie

en la cual se adhirieron.

3.12.5 Dispersion

En esta Ultima fase la dispersion de la biopelicula en S. aureus esta bajo el control de
la deteccion de quérum sensing Agr y este sistema depende de la densidad celular y la
acumulacion de moléculas de sefial llamadas autoinductores. Esta bacteria ademas
produce una feromona llamada octapéptida o péptido autoinductor (AIP) la cual se
acumula en el medio de cultivo y que alcanzar una concentracion umbral se une y activa
la histidina quinasa AgrC. Activado AgrC fosforila el regulador de respuesta, AgrA,
que luego inicia la transcripcién del promotor P3 del operdn agr, produciendo una
molécula de ARN reguladora (RNA 1Il) encargado de establecer control en la
activacion de los factores de virulencia y genes asociados a la biopelicula. También se
ha reportado que este sistema de deteccion Agr esta implicado en el desarrollo de las

biopeliculas mediante la expresion del promotor P3 en las micro colonias.
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Figura 2. Etapas del desarrollo de biopeliculas (Moormeier et al 2017)

3.13 Acero inoxidable

El acero inoxidable, pertenece a la familia de aleaciones a base de hierro con

concentraciones significativas de aleacion con niquel, manganeso, silicio y titanio entre

otros metales. Por tanto, los materiales con esta composicion presentan una resistencia

a la corrosion y al calor atribuida a un porcentaje determinado del metal asociado el

cual produce diferentes variaciones en las caracteristicas de los diversos tipos. Un

componente afiadido a los materiales de acero inoxidable es el 6xido de cromo el cual

le da capacidad de resistir al proceso de oxidacion. Por otro lado, la calidad del acero

inoxidable es definido por la cantidad de cromo afiadido, el cual debe superar el 10%

y en combinacion con el niquel permitird determinar la naturaleza y la caracteristica
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que definiran el tipo de acero inoxidable. Asimismo, los aceros se pueden clasificar en
3 grupos de acuerdo a su composicion y caracteristicas metalurgicas. EIl grupo de aceros
inoxidables austénicos contienen cromo y niquel, los ferriticos presentan cromo como
elemento principal de aleacion y los martensiticos son aleaciones de cromo-hierro con
un nivel significativo de carbono. Generalmente son empleados para fabricacion de
equipos y utensilios biomédicos y en la industria de alimentos (Leal 2011; Declety

2003).

3.14 Fundamento de los métodos de caracterizacion

3.14.1 Extraccion liquido-liquido

Consististe en separar diferentes componentes de una mezcla la cual se fundamenta en
la diferencia de solubilidad del compuesto a extraer de dos diferentes solventes. La
primera solucidn se Ilama alimentadora y se pone en contacto con la fase del disolvente
en una matriz mezcladora-decantadora, generalmente es un material de vidrio conocida
como pera decantacion, después de la extraccion y separacion en fases, la fase que
queda empobrecida se convierte en el refinado y la fase solvente enriquecida se
convierte en el extracto o solvente cargado. El refinado pasara por una etapa de
recuperacion de disolvente para eliminar cualquier disolvente arrastrado antes
comenzar el proceso, asimismo algunos solutos pueden estar unidos con el componente

de interés, estas impurezas pueden eliminarse mediante lavados, el producto sera un
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extracto lavado y un refinado, este extracto se pondra en contacto con una segunda

solucidn acuosa para extraer el componente deseado (Mohdaly & Smetanska, 2011).

3.14.2 Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas

(LC/MS)

Es una técnica donde se produce la separacion fisica de los compuestos blanco o
analitos seguida de su deteccion en base a su masa molecular ademas de ser altamente
sensible, selectiva y precisa para detectar cantidades mindsculas desde
microorganismos o incluso nanogramos de diferentes analitos por ejemplo metabolitos
de farmacos, pesticidas y sustancias adulterantes en alimentos incluso extractos de

productos naturales. Dentro de las ventajas mas resaltantes aplicadas destacan:

- Proporciona informacion robusta altamente selectiva y sensible para detectar
moléculas de un peso molecular exacto de una amplia gama de muestras.

- Tiene la capacidad de discriminar diferentes solutos en bajas concentraciones
(incluso aquellas que estan expresadas en parte por millon ppm) en una mezcla.

- Asimismo, el LC-MS ofrece un alta selectividad, masa especifica y
especificidad en comparaciébn con otras técnicas de cromatografia

(Biiytikkoroglu et al 2018).
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3.14.3 Colorante Rojo de Congo

El rojo de Congo es un colorante textil que es empleado para identificar la produccion
de fibras amiloides. Y eventualmente su uso transcendio en el desarrollo de
aplicaciones microbioldgicas y con notoriedad en la identificacion de cepas que
producen apéndices amiloides llamados curli y que sobre expresan polisacaridos en la
matriz de la biopelicula. El segundo mensajero diguanilato ciclico (c-di-GMP) regula
la produccién de polisacaridos de matriz de biopelicula, por lo tanto, la tincion de
muestras con rojo Congo se puede utilizar como un intermediario de la produccion
elevada de c-di-GMP en bacterias. Este colorante natural permite la identificacion de
cepas que producen un alto c-di-GMP de una manera econémica, cuantitativa y de alto
rendimiento. La aplicacion directa de este colorante es como complemento del agar
generando el agar rojo de congo. Esta prueba es referida como una deteccion previa de

cepas con capacidad de formar biopeliculas (Jones & Wozniak 2017).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las comunidades microbianas adheridas a una superficie se pueden encontrar en
ambientes hospitalarios, industriales y naturales convirtiéndose en un problema critico
en sector salud, debido a que se pueden desarrollar en dispositivos meédicos
aumentando el grado de infecciones en los pacientes y resistencia a los antibiéticos.
Asimismo, las superficies en las plantas de procesamiento de alimentos se convierten
en un ambiente ideal para el desarrollo de biopeliculas bacterianas debido a una vasta
cantidad de nutrientes convirtiéndose en fuente de contaminacion cruzada durante el
procesamiento convirtiéndose en un factor critico que desnuda la calidad y seguridad

alimentaria afectando la salud de los consumidores y operarios.

Staphylococcus aureus es uno de los microorganismos mas frecuentes que puede crecer
y proliferar en estos ambientes y principalmente en superficies de acero inoxidable
presentes en instalaciones de procesamiento de alimentos y atencion médica, asimismo
es responsable de la persistencia de enfermedades que pueden llegar a ser crénicas
como consecuencia de su rapida adaptabilidad y facil reproducibilidad en distintos
dispositivos médicos (valvulas cardiacas, catéteres, protesis , etc.) afectando la
duracién de hospitalizacion o aumentando el riesgo quirtrgico y como resultado de la
prevalencia de estas y otras enfermedades estafilococicas han llevado a un significativo
aumento en los gastos relacionados con infecciones causadas por S. aureus durante la
ultima década con costos anuales estimados a los 450 millones de délares (Moormeier,

D. E., & Bayles, K. W 2017).
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Asimismo, el continuo desarrollo de metodologias que involucran la obtencion de
nuevos compuestos con actividad principalmente antimicrobiana no contempla en su
totalidad la diversidad botanica especialmente en paises con una gran diversidad
boténica como el Per( ademaés los estudios realizados se centran principalmente en
obtencion de estos compuestos en base a extractos brutos empleando diferentes
solventes los cuales no reflejan todo el potencial terapéutico que se podria obtener de
ellas. Por lo que es necesario trabajar con el residuo y fracciones a partir de estos
extractos (Abebe, 2020). Es asi que el presente estudio pretende desarrollar una
biopelicula de S. aureus sobre una superficie de acero inoxidable y demostrar que el

residuo butanolico y la fraccion butanolica de C. spinosa tienen efecto inhibitorio.
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JUSTIFICACION

La eleccion de las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus
aureus meticilina resistente (MRSA) ATCC 43300 en este estudio se fundamenta en
su relevancia clinica y en su capacidad para formar biopeliculas, un fenémeno critico
en infecciones nosocomiales. S. aureus es un patégeno comunmente implicado en
diversas infecciones, y la cepa MRSA representa un desafio significativo debido a su
resistencia a multiples antibidticos (Klevens et al., 2007; Fritz et al., 2020). La
inclusion de ambas cepas permite evaluar la eficacia de los extractos de Caesalpinia
spinosa en contextos de infecciones tanto comunes como complicadas por resistencia.
Ademas, las cepas S. aureus ATCC son reconocidas como controles estandar en
investigaciones microbioldgicas, garantizando la reproducibilidad de los resultados y
facilitando la comparacion con estudios previos (Lorian, 2005; Duran et al., 2017).
Tanto S. aureus ATCC 25923 como S. aureus MRSA ATCC 43300 son conocidos por
su capacidad para formar biopeliculas en superficies inertes, como el acero inoxidable,
lo que contribuye a su persistencia en entornos hospitalarios y alimentarios (O’Toole
et al., 2000; Costerton et al., 1999). Asimismo, la eleccion de una cepa sensible y una
resistente permite investigar el potencial de los extractos para inhibir la formacién de
biopeliculas en cepas con diferentes perfiles de resistencia, proporcionando asi una
evaluacion mas completa de su eficacia antimicrobiana (Jett et al., 1994; Parvez et al.,
2019). Estudios han demostrado que estos patdgenos pueden permanecer viables en
superficies de acero inoxidable, incluso en condiciones secas, y que el uso continuo de

sanitizantes puede provocar ralladuras en dichos materiales, aumentando su
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susceptibilidad a la colonizacion (VIkova et al., 2008; Dutra et al., 2018). En la
industria lactea, las biopeliculas de S. aureus pueden formarse en diversas superficies,
incluyendo mesas de trabajo y equipos, afectando negativamente la calidad
microbioldgica del producto final. Ademas, dispositivos médicos como protesis
articulares y catéteres, que suelen estar fabricados de acero inoxidable, son propensos
a ser colonizados por S. aureus bajo condiciones favorables (Pietrocola et al., 2022).
Las biopeliculas confieren una proteccion significativa a las células bacterianas, lo que
disminuye la efectividad de los procedimientos de limpieza y desinfeccion (Vazquez-
Sanchez et al., 2013), generando asi la necesidad de desarrollar nuevas estrategias y
agentes anti-biopeliculas que minimicen el riesgo de contaminacion en los alimentos
(Ait Quali et al., 2014; Meesilp y Mesil, 2018). Por ello, es esencial realizar
investigaciones adicionales que evalten la formacién de biopeliculas en materiales
comUnmente utilizados en la industria lactea, como el acero inoxidable, y el
comportamiento de estos microorganismos frente a extractos de plantas como
Caesalpinia spinosa (tara).

Caesalpinia spinosa es una especie de gran valor en el Peru, tanto por su produccion
como por su uso medicinal tradicional en el tratamiento de diversas afecciones. Entre
2008 y 2018, se exportaron 219,062 toneladas de tara, lo que representd un ingreso
significativo al mercado (MINAGRI, 2019). Esta planta contiene compuestos
bioactivos como taninos y aceites esenciales, que han mostrado actividad
antibacteriana y antioxidante contra patdgenos relevantes como Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis y otros, conocidos por su

capacidad formadora de biopeliculas y su importancia nosocomial (Castro et al., 2016;
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Pareja et al., 2020; Millones, 2019; Konig et al., 2018). La extraccion de metabolitos
secundarios de esta especie no solo incrementa la produccidn, sino que también reduce
costos durante el proceso de purificacion, debido a la cantidad de biomasa obtenida.
Ademas, estos compuestos presentan propiedades antimicrobianas, antivirales,
antifungicas y en la eliminacion de biopeliculas. Por lo tanto, la eleccion del solvente
adecuado es crucial; el butanol y el etanol se proponen como catalizadores efectivos.
El butanol, al ser menos soluble en agua, facilita la obtencion de productos en menos
pasos, mientras que el etanol, siendo mas polar, permite una mayor retencion de

compuestos activos y es econémicamente viable (Konig et al., 2018).

Asi, con base en los resultados previos sobre la actividad antibacteriana de los
metabolitos secundarios extraidos de C. spinosa, se propone el uso de estos compuestos
bioactivos para la eliminacién de biopeliculas de Staphylococcus aureus desarrolladas
en soportes de acero inoxidable, contribuyendo a una mejor comprension y control de

este fendmeno en la industria alimentaria y médica.
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4. HIPOTESIS

6.1 Hipdtesis Nula
El residuo butanolico y la fraccion butanolica de Caesalpinia spinosa no tienen un
efecto significativo en la reduccion de la biopelicula de Staphylococcus aureus en acero

inoxidable.

6.2 Hipdtesis alternativa

El residuo butandlico y la fraccién butanolica de Caesalpinia spinosa tienen un efecto
significativo en la reduccion de la biopelicula de Staphylococcus aureus en acero

inoxidable
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5. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general:

Evaluar la actividad del residuo butanolico y la fraccion butanolica obtenidas
de las vainas de Caesalpinia spinosa (tara) sobre biopeliculas de

Staphylococcus aureus en acero inoxidable tipo 304.

7.2 Objetivos especificos:

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de la fraccion butanolica
y el residuo butanolico frente a las cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923y S. aureus meticilina resistente (MRSA) ATCC 43300.

Comparar la adhesion de Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) ATCC 43300 en discos
de acero inoxidable tipo 304 mediante el recuento de unidades formadoras de
colonias (CFU).

Comparar la eficacia del residuo butandlico y la fraccion butandlica en la
reduccién de biopeliculas de Staphylococcus aureus en discos de acero
inoxidable a diferentes intervalos de tiempo, como 3, 6, 9 y 12 dias.
Determinar los metabolitos secundarios obtenidos mediante cromatografia

liquida acoplada a masas.
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6. VARIABLES DE ESTUDIO

Tabla 1. Descripcién de variable

Variable Descripcion Tipo Escala Valor
De variable
Compuestos Extracto etandlico y la
activos aislados fraccion butanolica de
Extracto . .. i
con actividad Cualitativo/ Nominal Caelsapinia spinosa
i antibiopelicula
experimental p _ (ug/mi)
Independiente
Bacteria de la cual
se evaluara el Staphvl
Microorganismo efecto Cualitativo/ Nominal aphylococcus. aureus
o ATCC 25923
antibiopelicula _
Independiente Staphylococcus. aureus
MRSA 43300
Periodo de crecimiento de la De razén 3d,6d,9d,12d
desarrollo de biopelicula sobre
biopelicula discos de acero Cuantitativo
/independiente
Capacidad de
Efecto una sustancia Cuantitativo/ De razén UFC/ml

antibiopelicula

de eliminar la
biopelicula de un
soporte de acero
inoxidable

Dependiente
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MATERIALES Y METODOLOGIA

9.1 Disefio experimental
e EIl presente trabajo es definido de tipo Experimental secuencial, in vitro,

analitico y comparativo.

9.2 Definicion de la muestra

Son 240 discos de acero tipo 304 impregnados con S. aureus ATCC25923 y 240

discos con S. aureus Meticilina Resistente ATCC 43300.

9.3 Tamario de la muestra
Para establecer un tamafio poblacional adecuado se emple6 la siguiente formula para

datos continuos.

(Z.0)?
n=-—0

Donde:
Z = valor critico para el nivel de confianza (1.96 para 95%).
o\sigmac = desviacion estandar estimada (para datos continuos).

E = margen de error

1.96x22
0.052
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n = 6147

Por lo tanto, se necesita aproximadamente 62 muestras por grupo evaluado. Por lo

tanto, se consideraran 60 discos de acero inoxidable tipo 304

Nivel de Confianza (Z): Grado de certeza que deseas tener de que tu muestra
representa a la poblacién. Un nivel de confianza del 95% corresponde a un valor
critico z de aproximadamente 1.96.

Margen de Error (Precision): Cantidad de error aceptable en los resultados. Se
tomo un margen de error de £0.05 ya que es bastante amplio y asegura que el
tamafio de muestra calculado sera suficiente incluso si la variabilidad real es
alta

La desviacion estandar (o): Se define como una medida de la variabilidad o
dispersion de los datos en torno a la media. Se tomara una desviacion estandar
de 2 debido a que se considera conservadora y esta estimacion conservadora
ayuda a evitar calcular un tamafio pequefio de la poblacién, asegurando que el
tamafio de muestra sea adecuado incluso si la variabilidad real en los datos es

mas alta.
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9.4 Lugar de Ejecucion
Se desarrollé en el Laboratorio de Bacteriologia que es parte de los laboratorios de
Investigacion y desarrollo “Abraham Vaisberg Wolach” (LID) de la Facultad de

Ciencias y Filosofia e ingenieria de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).

9.5 Extracto vegetal

La Fraccion 50% acetonitrilo del residuo butanolico y el residuo butanolico fueron
proporcionados por el proyecto de investigacion financiado por FONDECYT “Nuevas
tecnologias para suministros de farmacos a base de productos naturales peruanos para
el control de la salud bucal” del concurso ciencia activa 2016-163. Financiado por

Fondecyt — Lima -Perd. Anexo 16

La especie vegetal de C. spinosa proviene del departamento de Ayacucho la cual fue
recepcionada y trabajada en el “Laboratorio de Investigacion en Biopolimeros y
Metalofarmacos’” de la Universidad Nacional de Ingenieria” (LIBIPMET) donde se

realizé el proceso de extraccidn y obtencidn de los extractos residuales.

Se trabaj6 a partir de vainas secas de Caesalpinia spinosa, por su alto contenido en
taninos, previamente se separaran las semillas de la vaina. Para obtener el peso real de

vaina se obtendrd mediante sustraccion entre el peso total de la vaina y la semilla.

Luego las vainas se secaron en una estufa a 40 °C durante 48 horas, después de este
intervalo la muestra se pulverizo en un mortero hasta obtener un polvo fino y

homogéneo. A esta muestra pulverizada se le agrego 100 mL de etanol de 96°
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depositandose en un frasco ambar dejando reposar durante 1 semana (el procedimiento
se repetira 4 veces), después del tiempo de maceracion se filtro y se concentrd en una
campana de extraccion. Con este procedimiento se obtuvo el extracto etandlico o

denominado también extracto bruto organico (EBO).

9.5.1 Particion liquido-liquido del extracto etandlico o extracto bruto organico

En el proceso realizado con el extracto bruto organico (EBO) o extracto etanolico de
la tara, este se disolvio en una mezcla de metanol (MeOH) y agua en proporcion 4:1
(v/v), utilizando aproximadamente 40 mL de esta mezcla para conseguir una completa
solubilizacion. Para la particién liquido-liquido, se utiliz6 una columna de vidrio con
Ilave de teflon, de 3.5 cm de diametro interno y 100 cm de largo, que fue montada en
un soporte universal. Tras armar la columna, se afiadieron 40 mL de agua ultrapura,
seguido del extracto disuelto, y posteriormente se incorporaron lentamente alrededor
de 250 mL de cloroformo (CHCI3), observandose la formacion de dos fases: la fase
superior acuosa Yy la fase inferior organica. Se dejo reposar durante 3 horas hasta que
ambas fases se tornaran transltcidas, momento en el que se abrio la llave de la columna
para recolectar la fase organica en un vaso de 500 mL, mientras que la fase acuosa
permanecio en la columna. A continuacion, se afiadié nuevamente 200 mL de CHCI3
y se repitio el procedimiento anterior, juntando las fases cloroférmicas en el mismo
recipiente. La fase acuosa se recuperd en un vaso de 100 mL y ambas fases fueron
Ilevadas a la campana de extraccidn para evaporar el cloroformo. En la misma columna,

se afiadieron 200 mL de n-butanol (BuOH) y se vertié lentamente la fase acuosa
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previamente obtenida, observando nuevamente la formacion de dos fases: la fase
acuosa inferior y la fase butanolica superior. Se dej6 reposar durante 3 horas hasta que
ambas fases quedaron completamente translicidas, y luego se separaron y recolectaron
en vasos de 500 mL para la fase butandlica y de 100 mL para la fase acuosa. La fase
butandlica fue llevada de inmediato a la campana de extraccion para evaporar el BUuOH,
repitiéndose el procedimiento una vez mas. Finalmente, la fase acuosa, tras evaporar
las trazas de BUOH, fue congelada a -70 °C durante 24 horas en una ultracongeladora
y luego liofilizada en un liofilizador LABCONCO 2.5L a una presion de 0.018 mbar y
-54 °C. Este proceso resultd en la obtencién de tres residuos: el residuo cloroférmico

(RCHCI3), el residuo butandlico (RBUT) y el residuo acuoso (RH20).

9.5.2 Fraccionamiento de los residuos

El RBUT fue sometido a fraccionamiento, por cromatografia en columna flash, donde
fue utilizado como fase estacionaria silica gel fase reversa C-18 y como fase movil la
mezcla de acetonitrilo (ACN) y agua (al 0,1%TFA) al 10%, ACN: H20 50% y MeOH
100%. Los solventes organicos fueron evaporados en una campana de extraccion y la
parte acuosa fue congelado a -70 °C por 24 horas (en ultracongeladora) y sometido a
liofilizacion, obteniéndose asi la: fraccion 50% acetonitrilo del residuo butanolico

(F50%ACN RBUOH).
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9.5.3 Anélisis de los extractos residuales empleando la técnica analitica de
cromatografia de liquidos acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS/MS)

En un vial limpio y seco se pesd 1 mg de la muestra. A cada una de ellas se adicion6 2
mL de la solucion de extraccion y las mezclas fueron sometidas a agitacion en equipo
de ultrasonido (150W, 0.7 A) durante 20 minutos; las muestras fueron extraidas con
una mezcla de MeOH-H20 (4:1). Las soluciones resultantes fueron filtradas hacia
viales de HPLC utilizando un filtro de PVDF (0,45 um de didmetro de poro). Las

soluciones fueron guardadas a -20 °C hasta su analisis mediante LC-MS.

El Residuo butanolico, Fraccion (10% de Acetonitrilo del residuo butanolico) y
Fraccion butanolica (50% de Acetonitrilo del residuo butanolico) de la Tara con la
intencion de identificar los componentes que estan presentes en cada una de las
muestras, estas fueron analizadas por un sistema UHPLC Dionex Ultimate 3000
(Thermo Scientific, Alemania), equipado con un detector de matriz de fotodiodos
(PDA), un horno de columna y un muestreador automéatico Luna® Omega C 18 (150 x
2,1 mm, 1,6 um) (Phenomenex, EE.UU.) que fue mantenida a 40°C. El volumen de
inyeccion fue de 4 puL y el caudal fue de 0,25 ml/min-1. La mezcla de compuestos se
separd usando un gradiente de elucion compuesta por: &cido férmico al 0,1% (A) y
acetonitrilo al 1% de acido férmico (B) como fase mdvil a un caudal constante (0,25
ml min-1) de acuerdo con el siguiente programa de elucion: 5% B (0,0 - 5,0 min); 5 —

100 % B (5,0 — 35 min) y 100 — 5 % B (35 — 40 min).

Los datos espectrométricos se registraron en un espectrometro de masas Q Exactive

Plus (Thermo Scientific, Alemania) equipado con una sonda de electropulverizacion
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(HESI). El instrumento se operd en modo positivo y negativo usando los siguientes
parametros: los caudales de gas envolvente y gas auxiliar fueron 48 y 2 unidades,
respectivamente; el voltaje de pulverizacion fue de + 2,4 kV; la temperatura capilar fue
de 260°C y el nivel de RF de la lente S fue de 100. Se adquirieron espectros de masas
de barrido completo en el rango de 120-1500 m/z con una resolucion de 35000 (FWHM
a 400 m/z). La disociacion inducida por colision (HCD) de alta energia se fijo en 30 y

35 e (Spinola et al, 2014).

9.6 Cepa bacteriana

Se empleo las cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus aureus
ATCC 43300 Meticilina resistente (MRSA) las cuales fueron proporcionadas por el
laboratorio de Bacteriologia de los laboratorios de investigacion y desarrollo (LID) de

la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

S
5
£

Figura 3: a) Cepa criopersevada de S. aureus MRSA ATCC 43300. b) Stick de S
aureus ATCC 25923
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9.7 Capacidad de formacion de biopeliculas

En este ensayo se determind la capacidad de formar biopeliculas mediante el colorante
anicénico rojo de Congo. El medio rojo de Congo (ARG) esta compuesto por 36 g/ L
de caldo de infusion cerebro-corazén (BHI), 5 g/L de sacarosa, 15 g/L de agar y 0,8
g/L de rojo Congo. EIl colorante rojo Congo se prepar6é como solucion acuosa y se
esterilizo en la autoclave a 121°C durante 15 minutos. Las placas con ARG se
incubaron aerébicamente durante 24 horas a 37°C para obtener colonias bacterianas
individuales. La lectura de los resultados se interpretd como positiva el crecimiento de

colonias negras y negativa aquellas con una tonalidad roja-rosada (Hou, W et al 2012).

9.8 Establecimiento de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se disolvieron 2 gramos de muestras liofilizadas de residuo butanolico y fraccion
butanodlica de vainas de tara en 40 mL de DMSO, alcanzando una concentracion final
de 50 mg/mL, elegida para optimizar la solubilidad y estabilidad de los compuestos
bioactivos presentes. Las soluciones se agitaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente para asegurar una completa disolucion. La dosis minima capaz de inhibir el
crecimiento bacteriano se determind mediante microdilucion en caldo en placas de 96
pozos. Cada placa recibio 140 uL de medio de cultivo tripticasa de soja (TSB), que
contenia cepas bacterianas calibradas a una densidad optica (DO) de 0.01 a 520 nm,
equivalente a 0.5 en la escala de McFarland. En las tres primeras filas, se afiadieron

140 pL de los extractos evaluados, realizando diluciones seriadas hasta el pozo 11A.

44



Luego, se incorporaron 20 pL del cultivo bacteriano en cada pozo. Se us6 clorhexidina
al 0.12% como control positivo y el medio TSB como control negativo. Las placas se
envolvieron en Parafilm y se colocaron en una cadmara hiumeda para evitar la
deshidratacién, incubandose durante 24 horas a 37 °C bajo condiciones aerdbicas. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) se definié como la menor concentracion de
los extractos de Caesalpinia spinosa que suprimié el crecimiento microbiano, con
ensayos realizados por triplicado y resultados expresados como valores medios +

desviacion estandar (Frassinetti et al., 2020; Calla-Poma et al., 2020).

1 \i 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12
A CE C-
E1:Resi_duo 8 (ce c-
butanolico .
C {cE ) C-
D (CE { C-
E2: Fraccién e (CE c-
butanolica
F \CE | c-
G \CE c-

HIC+)[C+ ) (C+)(C+)( CH#(C+)(C+)(C+)(C+)[C+)(C+)[ C-

CE: Control de esterilidad (caldo TSA)
C+: Control positivo (Clorhexidina)
C-: Control negativo (cepa de S. aurues)

Figura 4. Disposicion del residuo butanolico y la fraccion butanolica en los pocillos
de ELISA al establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI)
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9.9 Capacidad de adhesidon a superficies de acero

En placas de poliestireno de 24 pozos (Merk) se colocaron los discos de acero
inoxidable N.° 304 de dimensiones 10 mm x3 mm de espesor, los cuéles fueron tratados
con agua destilada y alcohol 70%, luego fueron remojados en acetona durante 10
minutos para eliminar la grasa, posteriormente se lavaron con agua destilada, alcohol
al 70% y se enjuagaron con agua desionizada finalmente fueron autoclavados durante
15 minutos a 121°C. Se evalué la adhesion segun lo descrito por Mahyudin et al 2018,
con modificaciones. Se prepar6 una alicuota de 50 pl de los indculos bacterianos con
100 pl de caldo tripticasa soya (TSB; Merck, Darmstadt, Alemania) suplementado con
1% de glucosa para obtener una concentracion final 10° UFC/ml en la escala Mc
Farland. Luego con ayuda de una micropipeta se tomo 20 ul de la mezcla y se colocé
en el centro del disco de acero inoxidable y se incubo a 37°C durante 72 h. Al completar
el proceso de incubacion, los discos se enjuagaron en una solucion tampoén de PBS (pH
7,4) durante 15 segundos con la finalidad que los discos estuvieran libres de células no
adheridas. Posteriormente las células adheridas fueron colectadas mediante un hisopo
estéril, luego estos se sumergieron en agua peptonada estéril (APS) y sometidos a
agitacion en un vortex (Eurotech, 2800 rpm) durante 30 segundos. Las células en
solucion fueron sometidas a diluciones seriadas (10" a 10®) empleando APS.
Finalmente, de cada dilucion se transfirié 100 ul en placas con agar Baird Parker y se
disemino por toda la placa empleando un asa de Drigalski y se incubo a 36°C durante
24 h, por lo tanto, el nimero de células se expresaron como log UFC/cm2. Para evaluar

la adhesion de las celulas en los discos de acero, se seleccionaran aquellas que
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presenten un conteo entre 10° y 10" UFC/cm2, ya que este rango indica la formacion de
biopeliculas. Un recuento bacteriano por debajo de este rango sugiere Unicamente el
proceso de adhesion. (Wirtanen, Ahola y Mattila-Sandholm, 1995; Zotolla y Sasahara,

1994, Mahyudin et al 2018).

Figura 5. Capacidad de adherencia en discos de acero inoxidable. A) discos
inoculados con la cepa de S aureus 25923. B) Discos inoculados con S. aureus
MRSA 43300

9.10 Desarrollo de biopeliculas de S. aureus en soportes de acero inoxidable

9.10.1 Desarrollo de biopeliculas sobre discos de acero inoxidable

Sé preparo una suspension bacteriana de cada una de las cepas de S. aureus en dos
tubos conteniendo 10 mL de caldo tripticasa soya (TSB), la cual se obtuvo al inocular
2 colonias de un cultivo previo en agar tripticasa soya TSA, esta suspensién se incubo
a 37 °C durante 24 horas. Después de ese periodo, se midié la densidad éptica (DO)

igual a 0.01 mediante un espectrofotémetro a 520 nm en caldo tripticasa de soja (TSB),

47



siendo equivalente a 10° UFC. Los discos de acero inoxidable fueron sumergidos en
placas estériles de 12 pocillos que contenian 1 ml de caldo TSB suplementado con 1 %
de glucosa y con 1ml de suspension de células de S. aureus (aproximadamente 10° log
UFC / ml). Las placas de 12 pocillos se sellaron con parafilm y luego se incubaron a
37°C durante 3 dias, 6 dias, 9 dias y 12 dias respectivamente. Las biopeliculas formadas
se retiraron de los discos de acero inoxidable, que habian estado incubandose en placas
de 12 pozos. Al finalizar el periodo de incubacion, se lavaron dos veces con solucion
salina estéril para eliminar las células no adheridas. Durante el proceso, el medio de

cultivo fue renovado cada 24 horas. (Moreno et al 2020).

Figura 6. Formacion de biopeliculas de S. aureus sobre discos de acero inoxidable
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9.11 Evaluacion de la eficacia de la fraccién butanolica y el residuo butanolico
contra matrices de biopeliculas de S. aureus en acero inoxidable.

Cada disco de acero inoxidable en el que se desarrollé biopeliculas fue transferido a
tubos falcon de 10 mL los cuales fueron colocados en un vortex a 2800 rpm para
eliminar las células no adheridas, luego cada disco fue colocado en una placa petri y en
la cual se agregd 1ml del residuo butanolico y la fraccion butanolica y se mantuvieron
en reposo durante 60 minutos. Después del periodo de exposicion los discos se lavaron
dos veces con agua peptonada bufferada (APB) luego las piezas de acero inoxidable
fueron transferidas a tubos estériles que contenian perlas de vidrio de dimensiones
(1,00 mm - 1,05 mm), para lograr el desprendimiento total de las células se empled un
vortex en intervalos de 30 segundos por muestra. Luego de la exposicion los discos se
sumergieron en tubos que contenian 2ml PBS y se tomd 1ml y se realizaron diluciones
seriadas 102, 102, 103, 10, 105, 108y 10y enseguida se dispenso 1ml de cada tubo
en agar plate count (PC), se incubaron a 37°C por 24 horas y luego se realizo el conteo
de colonias que fueron desprendidas de los discos por agitacion constante la cual se
expres6 como UFC/disco, el medio de cultivo TSB se utiliz6 como control. Segun la
metodologia de Burget et al 2013 se seleccion6 aquella dilucién donde se desarrolle un
rango entre 30-300 colonias, luego se calcul6 la media de la dilucion seleccionada y se
transformaron a unidades de logaritmo empleando la siguiente ecuacion (Rodriguez et

al 2018; Burget et al 2013).
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Reduccion logaritmica = Log[N,] — Log [N]
Donde:
No: es el conteo de UFC/disco, previo al tratamiento (control).

N: es el conteo de UFC/disco, después del tratamiento con las fracciones

9.12 Consideraciones éticas

La ejecucion de la presente investigacion se reportd6 como un estudio in vitro
empleando cepas patron ATCC de Staphyloccocus aureus (American Type Culture
Collection) como formadoras de biopeliculas y al ser enfrentadas al residuo butanolico
y la fraccién butanolica de las vainas de Caesalpinia spinosa. Este proyecto obtuvo la
aprobacion del Comité Institucional de Etica (CIE) de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia (Codigo de inscripcion 208886, Constancia N° CAR-DUARI-O-

109-24)
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9.13. Anélisis estadisticos

Todos los ensayos se realizaron por triplicado en tres experimentos independientes.
Los resultados se expresaron como promedio *+ desviacion estdndar de los datos
obtenidos en cada ensayo. Se realizd un analisis estadistico para determinar las
diferencias (p < 0.05) mediante ANOVA de medias repetidas de 3 vias para determinar
si habia diferencias significativas entre la cepa, los extractos residuales y el periodo de
desarrollo de la biopelicula, seguido de la prueba de Tukey. Para este analisis, se utilizd

el software informatico Stata 17.
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7. RESULTADOS

En el residuo butandlico (RBUT) del extracto etandlico de Caeselpina spinosa se
identificaron 19 compuestos, dentro de los cuales el acido di-O-galoilquinico, dos
isomeros del &cido tri-O-galoilquinico, también fueron identificados el &cido
galoilquinico, el etil éster del acido galoilquinico, el &cido Tetra-O-galoilquinico, el etil
éster del &cido di-O-galoilquinico, el etil éster del acido Tri-O-galoilquinico, el etil

éster del acido Tetra-O-galloylquinico, &cido elégico y acido quinico.

En la fraccion obtenido con 50% de acetonitrilo del residuo butandlico del extracto
etanolico (50%ACN del RBUT del EtOH) fueron identificados 10 compuestos, de los
cuales 2 son isémeros del acido Tetra-O-galoilquinico, 2 isémeros del acido Tri-O-
galoilquinico etil éster y dos isomeros del etil éster del acido Tetra-O-galloylquinico,
también fueron identificados el isomero del acido tri-O-galoilquinico, isomero del
acido Tetra-O-galoilquinico, Isémero del etil éster del &cido di-O-galoilquinico,
Isdmero del acido Tetra-O-galoilquinico, Isomero del etil éster del acido Tri-O-galoil-

(digaloil)-quinico y el &cido quinico.
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Tabla 2. Compuestos detectados del residuo butanolico

Tr (min) [M-H] Nombre Referencia Bibliografica
2.27 343.0672 Acido galoilquinico Clifford et al 2007
495.0784 Isébmero del acido di-O- Kondo et al 2006

galoilquinico

2.46 495.0782 Isémero del acido di-O- Kondo et al 2006
galoilquinico

3.08 495.0783 Isémero del acido di-O- Kondo et al 2006
galoilquinico

3.24 495.0784 Isémero del acido di-O- Kondo et al 2006
galoilquinico

3.44 495.0785 Isémero del acido di-O- Kondo Et al 2006
galoilquinico

3.93 495.0785 Isémero del acido di-O- Kondo et al 2006
galoilquinico

4.81 495.0784 Isbmero del acido di-O- Kondo et al 2006
galoilquinico

5.22 495.0783 Isémero del acido di-O- Kondo et al 2006
galoilquinico

6.76 371.0984 Etil éster del &cido galoilquinico Sandoval 2016

8.42 647.0894 Isémero del acido tri-O- Kondo Et al 2006
galoilquinico

10.62 647.0891 Isémero del acido tri-O- Kondo Et al 2006
galoilquinico

11.86 799.1003 Acido Tetra-O-galoilquinico Sandoval 2016

12.45 523.1090 Etil éster del &cido di-O- Sandoval 2016
galoilquinico

14.02 675.1202 Etil éster del &cido Tri-O- Sandoval 2016
galoilquinico

15.03 827.1312 Etil éster del &cido Tetra-O- Sandoval 2016
galloylquinico

18.89 300.9988 Acido elagico Chernetsova et al 2012
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Tabla 3. Compuestos detectados en la fraccion 50%ACN del RBUT del EtOH de tara

Tr [M-H] Nombre Referencia
(min) Bibliogréafica
9.30 | 647.0898 | Isémero del &cido tri-O-galoilquinico Kondo Et al 2006

11.24 | 799.1002 Isdbmero del acido Tetra-O- Sandoval 2016
galoilquinico

523.1094 | Is6mero del etil éster del acido di-O- Sandoval 2016
12 46 galoilquinico

' 799.1001 Isomero del acido Tetra-O- Sandoval 2016
galoilquinico

13.86 | 675.1204 | Isdémero del etil éster del acido Tri-O- Sandoval 2016
galoilquinico

14.01 | 675.1202 | Isdémero del etil éster delacido Tri-O- Sandoval 2016
galoilquinico

14.86 | 827.1315 | Isémero del etil éster del acido Tetra- Sandoval 2016

O-galloylquinico
15.18 | 827.1312 | Is6mero del etil éster del acido Tetra- Sandoval 2016
O-galloylquinico
15.66 | 979.1426 | Isdmero del etil éster del acido Tri-O- Sandoval 2016
galoil-(digaloil)-quinico

22.71 |191.1071 Acido quinico
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Figura 7.- Cromatoiones en el modo negativo del Residuo butandlico (RBUT)
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Figura 8. Cromatoiones en el modo negativo de la fraccién obtenida con 50% de
acetonitrilo del residuo butandlico del extracto etanolico (50%ACN del RBUT del
EtOH) de la tara

La capacidad de formacion de biopeliculas en las cepas evaluadas de S. aureus ATCC
25923y S. aureus Meticilina Resistente ATCC 43300 se evidencid por el crecimiento

y desarrollo de colonias de color negro por el estudio cualitativo con la coloracién rojo

de Congo (Figura 9,10).
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Figura 9. Coloracion negra de las colonias de | Figura 10. Coloracién negra de las
Staphylococcus colonias de Staphylococcus

aureus ATCC 25923 en medio rojo de congo | aureus Metilicina Resistente ATCC

43300 en medio rojo de congo

La concentracion minima inhibitoria (CIM) para el residuo butandlico y la fraccion
butandlica por el método de microdilucion enfrentada a las cepas de S. aureus ATCC

25923 y MRSA ATCC 43300 fue determinada en 50 mg/ml.

La capacidad de adherencia de las cepas de S. aureus en los discos de acero inoxidable
fue mayor a 10° UFC/cm? después de un periodo de 72 horas de incubacion. Donde la
cepa S. aureus ATCC 25923 mostro significativamente una mayor adherencia de 7.72
+0.06 en contraste con la cepa clinica que solo mostro solo 7.44+0.16 expresada en

UFC/cm? (Figura 11).
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Adhesion de las CEPAS sobre discos de acero inoxidable

7.72033

7.44533

UFC/ecm*2

S. aureus MRSA
ATCC 25923

Figura 11. Adherencia de las cepas de S. aureus ATCC 25923 y MRSA ATCC 43300
sobre discos de acero inoxidable después de 72 horas de incubacion.

La distribucion de los datos presenta una asimetria negativa en ambos grupos
evaluados, en donde la mayor concentracidn se evidencia por encima de la media
asimismo se confirmo que la mayor adhesion se observo en el grupo S. aureus ATCC

25923 (Figura 12).
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Figura 12. Media de las células adheridas a superficies de acero entre dos cepas de S.
aureus S. aureus ATCC 25923 y MRSA ATCC 43300

La distribucion de los datos varia entre los grupos de cepas en relacion al tratamiento
empleado, por lo tanto, se describe que en el grupo ATCC los datos presentan una o
mayor dispersién y concentracion de datos derivando en una asimetria negativa, sin
embargo, los datos distribuidos en el grupo MRSA presenta una asimetria positiva al
ser tratados con el FBUT y una simetria al ser tratados con el RBUT. Asimismo, solo
el grupo S. aureus ATCC 25923 que fue tratado con el RBUT mostro valores atipicos

o outliers (Figura 13).
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Figura 13. Comparacion de medias del nimero de células eliminadas al emplear
RBUR y FBUT en 2 cepas de S. aureus ATCC 25923 y MRSA ATCC 43300

El andlisis de la adhesion de las cepas de S. aureus ATCC 25923 y MRSA ATCC
43300 a diferentes intervalos de tiempo indica que, al tercer dia, la cepa S. aureus
ATCC 25923 exhibe una adhesién media de 7.72 + 0.06 UFC/cm?, significativamente
mas alta en comparacion con MRSA, que tiene una adhesion de 7.47 £ 0.09 UFC/cm?
(p < 0.05). A 6 dias, la adhesion media de S. aureus ATCC 25923 es 7.89 £ 0.08
UFC/cm?, mientras que MRSA muestra 7.79 + 0.07 UFC/cm?, con una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05). Al dia 9, la cepa S. aureus ATCC 25923
alcanza una adhesion media de 8.34 + 0.04 UFC/cm?, considerablemente mayor que la

de MRSA, que es 8.15 + 0.05 UFC/cm? (p < 0.05). Finalmente, a 12 dias, la adhesion
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media de S. aureus ATCC 25923 es 6.98 + 0.08 UFC/cm?, significativamente superior

a la de MRSA, que es 6.26 = 0.08 UFC/cm? (p < 0.05). Estos resultados demuestran

que la cepa S. aureus ATCC 25923 tiene una adhesidn consistentemente més alta en

comparacion con MRSA en los primeros y ultimos periodos de observacidn, mientras

gque MRSA presenta una adhesion mayor a 9 dias, aunque esta diferencia no resulta ser

estadisticamente significativa (p > 0.05) (Figura 14).

UFCicm?®

3DIAS 6DIAS 9DIAS 12DIAS 3DIAS 6DIAS 9DIAS 12DIAS

S. aureus MRSA
ATCC 25923

Figura 14. Desarrollo de la biopelicula de S. aureus ATCC 25923 y MRSA ATCC
43300 en un disco de acero inoxidable a 37 °C después de 3, 6, 9 y 12 dias de
incubacion.
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El Residuo butanolico (RBUT) mostré una mayor eficacia en la reduccion de la
biopelicula en comparacion con la fraccion butanolica (FBUT) para ambas cepas de S.
aureus ATCC 25923 y MRSA ATCC 43300 a lo largo de los periodos de incubacion
evaluados. Para la cepa S. aureus ATCC 25923, a los 3 dias el RBUT redujo la
biopelicula de S. aureus a 2.08 + 0.10 log UFC/cm?, significativamente menor que
FBUT, que tuvo 2.36 + 0.09 log UFC/cm?2. A los 6 dias, RBUT mostré una reduccion
de 1.83 £ 0.14 log UFC/cm?, frente a 2.28 + 0.11 log UFC/cm? para FBUT (p < 0.05).
Alos 9 dias, RBUT alcanz6 1.60 + 0.15 log UFC/cm?, en comparacion con 2.18 £ 0.10
log UFC/cm? para FBUT (p < 0.05). Finalmente, a los 12 dias, RBUT presentd una

reduccion de 1.56 + 0.15 log UFC/cm?, FBUT mostr6 2.14 + 0.10 log UFC/cm2.

Para la cepa S. aureus MRSA ATCC 43300 a los 3 dias, RBUT mostr6 una reduccién
de 2.18 + 0.11 log UFC/cm? (significativamente menor que la fraccion FBUT, que tuvo
una reduccion de 2.45 + 0.09 log UFC/cmz, con una diferencia significativa (p < 0.05).
A los 6 dias, la diferencia entre los dos tratamientos se mantuvo significativa, con
RBUT reduciendo la biopelicula a 1.91 + 0.15 log UFC/cm?, mientras que FBUT
mostrd 2.34 £+ 0.12 log UFC/cm? (p < 0.05). A los 9 dias, RBUT continud siendo mas
efectivo con una reduccion de 1.68 + 0.13 log UFC/cm?, comparado con 2.28 + 0.10
log UFC/cm? para FBUT (p < 0.05). Finalmente, a los 12 dias, RBUT presenta una
reduccion de 1.55 + 0.14 log UFC/cm?, mientras que FBUT tuvo 2.26 + 0.10 log

UFC/cm? con diferencias significativas en todos los casos (p < 0.05) (figura 15).
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Figura 15. Reduccion de células de la biopelicula (Log UFC/cm?) de dos cepas de S.
aureus ATCC 25923 y MRSA ATCC 43300 después de 3, 6, 9y 12 dias de
incubacion en superficies de acero inoxidable.
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Tabla 4. Andlisis de varianza (ANOVA) para la reduccién de células de la biopelicula
del RBUT y FBUT, cepa, periodo de incubacion (dias).

Number of obs = 480 R-squared = 0.970e5

Root MSE = .058167 Adj R-squared = ©.9696

Source | Partial SS df MS F Prob>F

Model 51.657118 15 3.4438078 1017.87 ©.0000

DROGA 26.068041 1 26.068041 7704.77 ©.0000

CEPA .07008334 1 .07008334 20.71 ©0.0000

DROGA#CEPA 4.8884036 1 4.8884036 1444.84 0.0000

TIEMPO 18.900382 3 6.3001274 1862.09 ©.0000

DROGA#TIEMPO .73774427 3 .24591476 72.68 0.0000

CEPA#TIEMPO .86192203 3 .28730734 84.92 0.0000

DROGA#CEPA#TIEMPO .13054163 3 .94351388 12.86 ©0.0000
Residual 1.5698801 464 .00338336
Total 53.226998 479 .11112108

Los datos obtenidos por anova describen que en el siguiente modelo que el valor F es
muy elevado (1017.87) y el p-valor es 0.0000, lo que sugiere que el modelo en su
totalidad es sumamente significativo. Esto nos indica que al menos una de las variables

independientes tiene un impacto notable en la disminucion de la biopelicula.

Asimismo, la variable DROGA muestra un efecto altamente significativo (F = 7704.77,
p <0.0001), indicando una diferencia importante en la reduccion de la biopelicula entre
las distintas drogas empleadas. De manera similar, la variable CEPA presenta un efecto
significativo (F = 20.71, p < 0.0001), sugiriendo diferencias notables en la reduccion
de la biopelicula entre las cepas de S. aureus analizadas. Ademas, el TIEMPO de

incubacion también tiene un efecto altamente significativo (F = 1862.09, p < 0.0001),
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lo que demuestra que la reduccion de la biopelicula varia significativamente a lo largo

del tiempo (tabla 4).

La interaccion entre la variable DROGA y la variable CEPA resulta significativa (F =
1444.84, p < 0.0001), lo que implica que la eficacia de la droga en la reduccién de la
biopelicula depende de la cepa especifica de S. aureus. De manera similar, la
interaccion entre DROGA y TIEMPO es significativa (F = 72.68, p < 0.0001),
sugiriendo que el efecto de la droga en la reduccién de la biopelicula cambia con el
tiempo de incubacion. También, la interaccion entre CEPA y TIEMPO muestra
significancia (F = 84.92, p < 0.0001), indicando que el impacto de la cepa en la
reduccion de la biopelicula varia con el transcurso del tiempo. Ademas, la interaccion
triple entre DROGA, CEPA y TIEMPO es significativa (F = 12.86, p < 0.0001),
revelando que la combinacion de estos tres factores influye notablemente en la
reduccion de la biopelicula, y que estos factores no actlan de manera independiente

(tabla 4).

La tabla 5 muestra los resultados del test de Tukey. Al comparar las distintas
combinaciones de tratamiento y tiempo, se observan resultados notables que destacan
la eficacia del tratamiento de la fraccion butanolica (FBUT) y el residuo butanolico
(RBUT) en ambas cepas de S. aureus ATCC 25923 Y MRSA 43300 en todos los puntos
de tiempo evaluados (3, 6, 9 y 12 dias). Por ejemplo, el tratamiento (ATCC
25923#RBUT#6dias) presenta una reduccion de -0.1296 en comparacion con (ATCC
25923#RBUT#3dias), mientras que la reduccion se incrementa a -0.3763 entre (ATCC

25923#RBUT#9dias) y (ATCC 25923#RBUT#3dias), alcanzando -0.5340 en (ATCC
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25923#RBUT#12dias). En contraste, el tratamiento con la FBUT muestra un aumento
significativo en la reduccion del crecimiento bacteriano, siendo (ATCC
25923#FBUT#3dias) superior con un incremento de 0.7293 respecto a (ATCC
25923#RBUT#3dias), y un aumento de 0.5320 a los 6 dias. Sin embargo, la efectividad
del tratamiento con la FBUT parece estabilizarse, ya que (ATCC
25923#FBUT#12dias) presenta solo un incremento minimo de 0.0153. En la cepa
MRSA 43300, los resultados también son reveladores: (MRSA 43300#FBUT#3dias)
muestra un aumento de 0.5383 frente a (ATCC 25923#RBUT#3dias), aunque en
(MRSA 43300#FBUT#12dias) la reduccion es apenas de -0.0503 en comparacién con
el control. Al comparar tratamientos entre diferentes tiempos, se observa que (ATCC
25923#RBUT#9dias) y (ATCC 25923#RBUT#6dias) muestran una reduccion de -
0.2467, mientras que (ATCC 25923#FBUT#3dias) frente a (ATCC
25923#RBUT#6dias) evidencia un notable aumento de 0.8590. Estos hallazgos
subrayan una tendencia de aumento en la efectividad del tratamiento FBUT con el
aumento del tiempo de exposicion, mientras que RBUT muestra efectos acumulativos
positivos en algunos casos. En conjunto, estos resultados destacan la importancia del
tratamiento con la FBUT como una opcion preferente para el manejo del desarrollo de
biopeliculas causadas por ambas cepas, sugiriendo su superioridad en eficacia y
efectividad en el control del crecimiento bacteriano. Estos hallazgos subrayan la

importancia del tratamiento con la FBUT como opcion preferente para ambas cepas.
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Tabla 5. Evaluacion de Comparaciones de Medias por Tukey

CONTRASTE Reduccion  Std. Err. [95% Conf. Interval]
(ATCC 25923#RBUT#6dias) vs ~ -0.1296665 0.0150186 [-0.1814071, -0.077926]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(ATCC 25923#RBUT#9dias) vs ~ -0.3763333  0.0150186  [-0.4280738, -0.3245927]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(ATCC 25923#RBUT#12dias) vs ~ -0.5339999  0.0150186  [-0.5857405, -0.4822594]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(ATCC 25923#FBUT#3dias) vs 0.7293334  0.0150186 [0.6775928, 0.7810739]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(ATCC 25923#FBUT#6dias) vs ~ 0.5320001  0.0150186 [0.4802595, 0.5837406]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(ATCC 25923#FBUT#9dias) vs ~ 0.3550001  0.0150186 [0.3032595, 0.4067406]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(ATCC 25923#FBUT#12dias) vs ~ 0.0153334  0.0150186 [-0.0364071, 0.067074]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(MRSA 43300#RBUT#3dias) vs ~ 0.1530001  0.0150186 [0.1012595, 0.2047406]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(MRSA 43300#RBUT#6dias) vs -0.04 0.0150186 [-0.0917405, 0.0117406]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(MRSA 43300#RBUT#9dias) vs ~ -0.0659999  0.0150186  [-0.1177405, -0.0142594]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(MRSA 43300#RBUT#12dias) vs ~ -0.1829999  0.0150186  [-0.2347404, -0.1312594]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(MRSA 43300#FBUT#3dias) vs ~ 0.5383334  0.0150186 [0.4865928, 0.5900739]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(MRSA 43300#FBUT#6dias) vs ~ 0.2740001  0.0150186 [0.2222595, 0.3257406]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(MRSA 43300#FBUT#9dias) vs ~ 0.1590001  0.0150186 [0.1072595, 0.2107406]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(MRSA 43300#FBUT#12dias) vs ~ -0.0503333 0.0150186 [-0.1020738, 0.0014073]
(ATCC 25923#RBUT#3dias)
(ATCC 25923#RBUT#9dias) vs ~ -0.2466667  0.0150186  [-0.2984073, -0.1949262]
(ATCC 25923#RBUT#6dias)
(ATCC 25923#RBUT#12dias) vs  -0.4043334 0.0150186  [-0.4560739, -0.3525929]
(ATCC 25923#RBUT#6dias)
(ATCC 25923#FBUT#3dias) vs ~ 0.8589999  0.0150186 [0.8072594, 0.9107405]
(ATCC 25923#RBUT#6dias)
(ATCC 25923#FBUT#6dias) vs ~ 0.6616666 0.0150186 [0.6099261, 0.7134072]
(ATCC 25923#RBUT#6dias)
(ATCC 25923#FBUT#9dias) vs ~ 0.4846666  0.0150186 [0.4329261, 0.5364072]

(ATCC 25923#RBUTH#6dias)
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11. DISCUSION

La actividad antibacteriana ha sido precursora para entender el comportamiento y el
mecanismo de accion de manera individual de las células bacteriana frente a
biomoléculas obtenidas de diferentes organismos principalmente plantas, lo cual lo
convierte en una alternativa integral principalmente en ambientes hospitalarios y las
industrias de alimentos. Sin embargo, los estudios respecto a la actividad
antibiopelicula son limitados y en menor medida enfocados al efecto de C.spinosa , se
sabe que méas del 98 % de las bacterias sobre la tierra se encuentran formando
interconexiones conocidas como biopeliculas las cuales se desarrollan favorecidas por
las condiciones de su entorno y la capacidad de estas para poder colonizar diversos
sustratos bidticos o abidticos. Por lo tanto, en este trabajo resalta la importancia del
efecto antibiopelicula de la tara frente a dos diferentes de cepas de S. aureus las cuales
se tomaron como patrones puesto que tuvieron la capacidad de formar biopeliculas

sobre discos de acero inoxidable.

Se ha definido que el tipo de superficie afecta el desarrollo y la proliferacion de la
biopelicula estafilococia, diversas investigaciones convergen que el segundo material
mas propenso e idoneo para su desarrollo de biopeliculas son materiales o superficies
de acero inoxidable (Abdallah, M et al 2014; Moreno et al 2020) en nuestro estudio se
reporta que la adhesion a los discos de acero inoxidable en promedio fue de 7.7
UFC/cm?y 7.4 UFC/cm? respectivamente lo cual referencia a las estudios anteriores.
Asimismo, Unlu et al 2018 consolida que S. aureus posee la capacidad de adherirse

con facilidad sobre superficies hidrofilicas como el vidrio y el acero inoxidable sobre
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aquellas hidrofébicas como materiales de poliestireno y polipropileno. Otro estudio,
liu et al 2015, sostiene que la adicion de un suplemento de glucosa al medio incrementa
la hidrofobicidad por lo tanto influir en la respuesta quimica de la superficie celular y
su comportamiento sobre la superficie. El tiempo de maduracién en la biopelicula
estafilocococica se ha demostrado que suele ocurrir al tercer dia aproximadamente y
suele desarrollarse segun disponibilidad de nutrientes, competencia entre bacterias y

los cambios en el entorno.

La eleccion de la fraccidon (50% de acetonitrilo del residuo butandlico) y el residuo
butanodlico en esta investigacion se baso en los resultados iniciales proporcionados por
el Circulo de investigacion UPCH (Fiorella Acufia, comunicacion personal, 2022), que
demostraron su efectividad significativa contra cepas de Staphylococcus aureus,
incluyendo la cepa resistente como MRSA. Estas fracciones fueron seleccionadas por
su capacidad para extraer una amplia variedad de compuestos bioactivos, aumentando
asi la probabilidad de identificar sustancias con actividad antimicrobiana. Ademas, se
sabe que el residuo butanolico es eficaz en la captura de metabolitos con propiedades
bioldgicas, lo que sugiere que puede contener componentes que actlan de manera

sinérgica para inhibir el crecimiento bacteriano.

El tipo de sistema de extraccion y los solventes afectan la cantidad y tipo de
biomolécula disponible por lo tanto se ha demostrado que los extractos obtenidos al
emplear como solventes polares el sistema etanol/agua en la extraccion de las vainas
de C.spinosa comprobaron la presencia de compuestos fenolicos y flavonoides

(Skowyra S, 2014) por lo tanto el perfil fitoquimico cambia al emplear otro tipo de
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solventes como lo reportado por Clifford et al 2007, mediante cromatografia liquida
acoplada a masas (LC-MS) empleando taninos de tara comercial en el cual se encontrd
principalmente &cido galoilquinico como principal constituyente antes que acido
tanico, asimismo la metanolisis de este compuesto produjo isomerias convirtiéndose
en galato de metilo trigalato de metilo lo que condujo a la obtencién de productos
basados en el nucleo de &cido 1,3,4,5-tetragaloilquinico y tres basados en el nlcleo de
acido 3,4,5-trigaloilquinico. En el presente trabajo se reporta 29 isomerias, 19 obtenido
del residuo butanolico y diez compuestos isomericos para la fraccion butanolica, lo

cual nos indica la generacion de nuevos isdmeros derivados de &cido galoilquinico.

La presencia de ciertos isomeros en el residuo y la fraccion indica que estos compuestos
no solo son abundantes, sino que también podrian actuar de manera sinérgica. La
redundancia en la presencia de isdbmeros puede ofrecer una ventaja adaptativa,
permitiendo que los extractos mantengan una actividad bioldgica robusta incluso si un
isdbmero especifico resulta menos efectivo bajo ciertas condiciones (Clifford et al.,
2007). Esto es especialmente relevante en el contexto de la actividad antibiopelicula,
donde diferentes isdbmeros pueden tener diversos mecanismos de accién que se
complementan entre si, aumentando asi la eficacia del extracto en su conjunto.
Adicionalmente, la coexistencia de isémeros podria influir en la modulacion de la
respuesta antibiopelicula, ya que la variabilidad estructural puede afectar la interaccion
de estos compuestos con las células bacterianas y la matriz extracelular de la

biopelicula. Por ejemplo, ciertos isomeros pueden ser mas efectivos en la inhibicion de
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la sintesis de exopolisacaridos, mientras que otros pueden desestabilizar las

biopeliculas existentes al alterar las interacciones intercelulares (Fong & Yildiz, 2015).

La identificacién de menos compuestos en la fraccion butanolica en comparacion con
el residuo butandlico puede tener varias implicaciones. Primero, esto podria sugerir
que la fraccion contiene compuestos mas especificos o potentes que, a pesar de estar
en menor cantidad, podrian tener una mayor eficacia en su actividad antibiopelicula.
Este fendmeno ha sido observado en otros estudios, donde la reduccion en la diversidad
de compuestos a menudo se asocia con un aumento en la potencia bioldgica de los
mismos (Lopez et al., 2015). Por otro lado, una menor cantidad de compuestos
identificados también puede indicar un proceso de extraccion mas selectivo, donde se
priorizan ciertos compuestos con mayor actividad biologica. Ademés, la menor
diversidad de compuestos en la fraccion butanolica puede facilitar la identificacion de
los mecanismos de accion especificos. La investigacion sugiere que la actividad
antibiopelicula podria ser més facilmente atribuida a compuestos individuales en una
matriz menos compleja, lo que permite estudios mas dirigidos sobre sus efectos y
mecanismos (Pérez et al., 2017). Esto se alinea con la tendencia en la investigacion de
farmacos naturales, donde una formulacién méas concentrada de activos puede conducir

a resultados mas predecibles y efectivos.

La actividad antibiopelicula de los compuestos presentes en la fraccion butanolica y el
residuo butandlico (RBUT) del extracto bruto organico de tara (Caesalpinia spinosa)
se manifiesta a través de su capacidad para interferir con la formacién y estabilidad de

la biopelicula en Staphylococcus aureus. Estos compuestos fendlicos, como los
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isdmeros del &cido tri-O-galoilquinico y el &cido elégico, acido quinico pueden alterar
la expresion de genes clave como icaA y icaD, que son esenciales para la sintesis de
poliglucosamina, un componente fundamental de la matriz extracelular de la
biopelicula, lo que resulta en una disminucion de la cohesion y la integridad de la
biopelicula (Cerca et al., 2006). Ademas, su efecto sobre el sistema de regulacién de
quorum sensing, particularmente en el gen agr, modula la produccién de factores de
virulencia, inhibiendo la formacion de la biopelicula mediante la reduccion de la
expresion de genes relacionados con la adhesion y la produccion de la matriz

(McDowell et al., 2001).

Asimismo, se ha reportado que la actividad antibiopelicula del &cido galoilquinico se
puede atribuir a varios mecanismos de accién. En primer lugar, se ha evidenciado que
este acido interfiere con la adhesién bacteriana, un paso critico en la formacion de
biopeliculas. Al reducir la capacidad de las bacterias para adherirse a superficies, el
acido galoilquinico limita el establecimiento inicial de la biopelicula (Clifford et al.,
2007). Ademas, estudios han mostrado que este compuesto puede afectar la produccion
de exopolisacaridos, componentes clave de la matriz extracelular de la biopelicula. Al
alterar la sintesis de estos polisacaridos, el acido galoilquinico disminuye la cohesion
de la biopelicula y facilita su erradicacion (Kondo et al., 2006). Por otro lado, el acido
quinico, detectado en la fraccion butanolica, ha mostrado propiedades antibacterianas
y puede afectar la adhesion bacteriana, un paso crucial en la formacion de la
biopelicula. Esta interferencia podria resultar en una disminucion de la cohesion de la

biopelicula, facilitando su erradicacion.
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12. CONCLUSIONES

1. Se determino que la fraccion butanolica de Caesalpinia spinosa exhibe
actividad antibiopelicula significativamente mayor en comparacion con
el residuo butanolico contra las cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923 y S. aureus Meticilina resistente (MRSA) ATCC 43300,
sustentada por la prueba estadistica de ANOVA de 3 vias que resolvid
que las variables CEPA, TIEMPO y DROGA, asi como sus
interacciones, tienen un efecto significativo sobre la reduccion del

pardmetro analizado (p < 0.0001).

2. Ladeterminacion de una concentracion minima inhibitoria (CIM) de 50
mg/ml para las cepas S. aureus MRSA y ATCC 25923, utilizando el
residuo y la fraccidon butandlica, resalta la actividad antimicrobiana
significativa de estos compuestos. Este resultado sugiere que los
compuestos presentes en ambas fracciones son eficaces para inhibir el

crecimiento bacteriano.

3. LacepaS. aureus MRSA presenta una mayor capacidad de adhesion y
formacion de biopeliculas en comparacion con la cepa S. aureus ATCC
25923. Esta diferencia subraya la mayor capacidad de MRSA para

colonizar y persistir en superficies de acero inoxidable.
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4. Lafraccion butanolica de Caesalpinia spinosa es consistentemente mas
eficaz que el residuo butanolico len la reduccion de biopeliculas de S.
aureus ATCC 25923 y MRSA ATCC 43300 en discos de acero
inoxidable tipo 304, con diferencias significativas en todos los periodos
de incubacion (p < 0.05). Asimismo, los resultados de la prueba Tukey
muestran que fraccion butanolica provoca una reduccion
significativamente mayor en la biopelicula de S. aureus en comparacion

con el residuo butanolico en todos los dias de incubacién evaluados.

5. Se identificaron un total de 19 compuestos en la fraccion butanolica y

10 compuestos en el residuo butandlico de las vainas de Caesalpinia

spinosa.
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13. RECOMENDACIONES

Aunque la contribucion respecto a la eficacia de los metabolitos secundarios
identificados tuvo un efecto aceptable y prometedor en la eliminacion de
biopeliculas de S. aureus es necesario repetir este ensayo con mas fracciones

derivadas del extracto bruto orgénico.

Incluir en estudios futuros énfasis en el mecanismo de accion de estos
metabolitos durante la inhibicion de la biopelicula para tener una comprension
mas precisa

Extender el ensayo y verificar el efecto antibiopelicula sobre otras bacterias de

origen nosocomial y presentes en la industria alimentaria.
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14. . LIMITACIONES

La actividad antibiopelicula se evalud exclusivamente en discos de acero
inoxidable, lo que limita la capacidad de extrapolar los resultados a otras
superficies donde pueden formarse biopeliculas, como plésticos o tejidos.

El estudio se centré Gnicamente en la fraccion butandlica y residuo butanolico,
sin explorar un rango mas amplio de concentraciones o extractos de
Caesalpinia spinosa, lo que podria limitar la comprension de su actividad
antimicrobiana.

La caracterizacion fenotipica realizada mediante agar rojo de Congo, aunque
informativa, no abarca otros aspectos bioquimicos o genéticos que podrian
influir en la formacion y estabilidad de las biopeliculas.

La actividad antibiopelicula del residuo butanolico y la fraccion butanolica de
Caesalpinia spinosa fue evaluada en condiciones controladas de laboratorio, lo
que puede no reflejar su eficacia en entornos mas complejos y variables, como

los presentes en infecciones nosocomiales o en la industria alimentaria.
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Microorganismos de ensayo

4/\A

Staphylococcus aureus
ATCC25923

l

Capacidad de formacién
de biopelicula

Staphylococcus aureus
MRSA 43300

i

Capacidad de formacién
de biopelicula

i

Optimizacion de un método
para la formacion de
biopeliculas sobrediscos de acero
inoxidable

i

Evaluacion de la reduccion
bacteriana con los extractos
residuales
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10mm

-—

480

DISCOS DE ACERO INOXIDABLE

2N A

240 DISCOS DE A1
S.aureus ATCC 25923

TIEMPO DE DESARROLLO DE LA

L

240 DISCOS DE A1
S.aureus MRSA ATCC 43300

TIEMPO DE DESARROLLO DE LA

BIOPELICULA
l \4 A
60 60 60 60
DISCOS DISCOS DISCOS DISCOS

BIOPELICULA
l \4 v
60 60 60 60
DISCOS DISCOS DISCOS DISCOS

N

Fraccion butanolico 50mg/ml
Residuo butanolico50mg/mi
Medio TSB suplementado con glucosa
1%+ disco A.I (control)

| 1

|

Fraccion butanolico 50mg/ml
Residuo butanolico 50mg/ml
Medio TSB suplementado con glucosa
1%+ disco de A.I (control)
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Sea, la presente oportunidad para saludarla y comentarle que para el trabajo de tesis de
su estudiante BRYAN ANDRE CANAL NUREZ, fueron entregadas las siguientes muestras:

1 fraccién 10% ACN RESIDUO BUTANOLICO DEL EBO DE TARA.
2 fraccion 50% ACN DEL RESIDUO BUTANOLICO DEL EBL DE TARA
3 RESIDUO BUTANOLICO DE LA TARA.
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Dra. Ana Valderrama Negron
Jefa del Laboratorio de Investigacion en Biopolimeros y Metalofarmacos
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