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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum) es el tercer cultivo de importancia alimentaria en el mundo. Es un alimento
muy nutritivo debido a su alto contenido de almiddn, vitaminas hidrosolubles, minerales y fibras. También
posee sustancias antioxidantes beneficiosas para la salud como los polifenoles (acido clorogénico, flavan-3-
oles y antocianinas). El presente trabajo tuvo por objetivo determinar la potencial actividad bactericida de
dichos polifenoles sobre Escherichia coli.

Se trabajé con extractos polifendlicos de piel y pulpa de tubérculos de variedades de papa de las
subespecies tuberosum (de consumo masivo) y andigena (con mayor contenido de polifenoles),
seleccionadas por tener diferente composicion de compuestos polifendlicos. Se realizaron ensayos in vitro
en los que se registrd el desarrollo de colonias en suspensiones bacterianas sometidas a distintas dosis de
extractos. El agente antimicrobiano se incorporé a los tubos conteniendo medio liquido y el inéculo
bacteriano, de manera que en cada uno haya una concentracion de polifenoles diferente. Se utilizaron dos
técnicas distintas para determinar el crecimiento bacteriano resultante en cada tubo. Se observé actividad
bacteriostatica (inhibicién de la proliferacién bacteriana) en extractos de piel de tubérculo de la variedad
andina CL 658 con la cepa de coleccidon E. coli ATCC 29522. Ademads, extractos de piel de la variedad
industrial Summerside y de pulpa de la variedad andina CCS 1307, mostraron actividad bactericida
(inviabilizacion permanente del microorganismo) contra la cepa de coleccién antes mencionada.

Dado el alto consumo de papa, el impacto de los resultados radica tanto en la contribucién para
futuros criterios de seleccidn y mejoras genéticas del producto, como en la revalorizacién de la papa como
alimento funcional o nutracéutico.
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INTRODUCCION

La papa como alimento funcional

La papa es un alimento nutritivo que desempefia funciones energéticas debido a su alto contenido de
almiddn, y funciones regulatorias por su elevado contenido de vitaminas hidrosolubles, minerales y fibras
(Buckenhuskes, 2005). Ademas, algunas variedades poseen cantidades significativas de sustancias
antioxidantes, metabolitos secundarios del grupo de los polifenoles como por ejemplo acido clorogénico,
flavan-3-oles y antocianinas. Los niveles de polifenoles aumentan en papa y otros tejidos vegetales como
proteccién contra el dafio mecanico, defensa de patégenos y herbivoros (Friedman, 1997). Ademas, en los
ultimos afios han cobrado gran interés en la salud humana por sus propiedades beneficiosas como agentes
antioxidantes (Camire et al., 2009) y antimicrobianos. Estas propiedades nutraceduticas (“nutra” deriva de
nutricién y “céutica” de farmacéutico) propias de los polifenoles y presentes en la papa, convierten a ésta
en un alimento funcional (definido como alimento que puede proporcionar beneficios de salud mas alla de
su valor basico nutritivo).
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La cantidad y actividad antioxidante de los polifenoles saludables en la papa son variables entre las
diferentes variedades y pueden ser hasta cinco veces menores que en otros vegetales (Camire et al., 2009).
Sin embargo, su elevado consumo hace que la papa aporte gran cantidad de polifenoles a la dieta humana.
Ademas, existen aproximadamente 4000 variedades de papa en todo el mundo, muchas de las cuales
contienen niveles elevados de polifenoles saludables.

Polifenoles antimicrobianos

La actividad antimicrobiana de los polifenoles de origen natural frente a una amplia gama de
microorganismos ha sido extensamente estudiada. Los polifenoles que mostraron una mayor actividad
antimicrobiana fueron los acidos fendlicos (cafeico y cumarico) (Aires et al., 2013), flavonoides (flavonas,
flavononas y flavonoles) y taninos (Quideau et al., 2011). Las propiedades antimicrobianas de ciertas clases
de polifenoles han sido propuestas para desarrollar nuevos conservantes para alimentos (Rodriguez
Vaquero et al., 2010). Esto surge por un lado, debido a la presidn de los consumidores cada vez mayor en la
industria alimentaria para evitar conservantes sintéticos, y por otro lado para el desarrollo de terapias
innovadoras en el tratamiento de diversas infecciones microbianas (Jayaraman et al., 2010), teniendo en
cuenta el aumento de la resistencia microbiana convencional en la terapia con antibiéticos.

El mecanismo general de la actividad antimicrobiana puede incluir: dafio sobre la membrana
citoplasmatica causada por perforacion y/o reduccion de la fluidez, desestabilizacién del medio intracelular
y consecuente muerte celular; inhibicidn de la sintesis de acidos nucleicos (Mori et al., 1987), causada por
inhibicién de la topoisomerasa e inhibicidn metabdlica, causada por inhibicion de la NADH-citocromo c
reductasa (Plaper et al., 2003)

En lo que respecta a los polifenoles saludables, el acido clorogénico es conocido por tener una
fuerte actividad antibacteriana y antifungica (Davidson & Branen, 1981). La porcién activa del acido
clorogénico es el acido cafeico (Grodzinska-Zachwieja & Kahl, 1966), que pertenece a los acidos de la serie
cindmica y presentan efectos antimicrobianos frente a varios microorganismos, incluyendo a E. coli
(Almeida et al., 2006). Los flavan-3-oles como las catequinas, conocidas a partir de la década del 90 cuando
se demostrd que estos compuestos se encuentran presentes en el té verde, inhiben el crecimiento in vitro
de especies bacterianas como Vibriocholerae, Streptococcus mutans, Campilobacter jejuni, Clostridium
perfringes y E. coli (Isogai et al.,, 1998). Mas recientemente, se demostré que las catequinas operan a
niveles nanomolares contra otras bacterias patégenas transmitidas por los alimentos, como Bacillus cereus.
La mayoria de estos compuestos fueron mads activos que los antibidticos, tales como tetraciclina o
vancomicina, a concentraciones comparables. Esto sugirid que las catequinas del té podrian ejercer un
efecto positivo contra las enfermedades gastrointestinales (Friedman et al., 2006).

Polifenoles saludables y Sindrome Urémico Hemolitico

E. coli es un microorganismo comensal presente en la flora intestinal del ser humano. No obstante, algunas
cepas son patogenas y pueden producir infecciones entéricas como diarrea, disenteria, colitis hemorragica
y Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) (Paton & Paton, 1998; Walker et al., 2012). Las cepas de E. coli
productoras de diarrea pueden clasificarse en dos grandes tipos: STEC (productoras de toxina Shiga), y no
STEC (enterotoxigénica, enteroinvasiva, enteropatogénica y enteroagregativa), las cuales presentan
diferentes mecanismos patogénicos (Caprioli et al., 2005).

Las STEC son parte de la microbiota intestinal de un amplio grupo de animales. El reservorio mas
importante para las infecciones humanas lo constituyen bovinos y porcinos, y por tanto es una infeccién
zoonética. Este microorganismo se adquiere fundamentalmente a través del consumo de alimentos
contaminados. También, se puede transmitir en forma directa desde una persona infectada a otra porque
la dosis infectante es baja (< 200 UFC) (Beutin & Martin, 2012). Las STEC producen verotoxinas que actuan
en el colon.

La colitis hemorragica producto de cepas E. coli tipo STEC puede derivar en una falla aguda del
rifidn o en SUH en el 5 % de los infectados. Este sindrome es la primera causa de insuficiencia renal aguda
en nifilos menores de 5 afios, causando la muerte en un 3 a 5 % de los que lo padecen o dejando secuelas
para toda la vida como insuficiencia renal crénica, hipertension arterial y alteraciones neuroldgicas. En
Argentina, se informa que hay alrededor de 400 casos de SUH por afio en nifios menores de 5 afios,




Becaria: Rocio B. Damiano — Directora: Dra. Adriana B. Andreu
Laboratorio de Biologia Comparativa en Solanaceas
Instituto de Investigaciones Bioldgicas

constituyendo el pais de mayor incidencia en cantidad de casos por habitante en el mundo. Los antibidticos
en general no son efectivos para el tratamiento del SUH, y aumentan la gravedad del cuadro, posiblemente
por una mayor liberacién y absorcion de las citotoxinas, ya que son potentes inductores de la expresién del
gen de la shiga-toxina 2 e incrementan el nivel de toxina en intestino (Cérdoba et al.,, 2007). En
consecuencia, la actividad antibacteriana de los polifenoles saludables sobre E. coli tipo STEC podrian ser de
utilidad como terapia alternativa para el tratamiento del SUH.

En base a lo expuesto, en nuestro grupo de investigacion se demostré que extractos polifendlicos
de pulpa y piel de las variedades industriales Summerside, Halifax y Sagitta, con perfiles de metabolitos
diferentes (Tabla 1), tienen actividad antimicrobiana sobre la cepa de E. coli ATCC 25922. No se encontrd
actividad sobre Staphylococcus aureus ATCC 29213 en ninguna de las variedades estudiadas (Negrin et al.,
2013). A su vez, extractos polifendlicos de la variedad andina CL658 (con elevados niveles de polifenoles
saludables, Tabla 1) mostraron actividad inhibitoria sobre la cepa de E. coli ATCC 25922, con un valor de
CIM (Concentracion Inhibitoria Minima) de 256 pg/ml acido clorogénico equivalentes (Damiano, pasantia
de Investigacion UNMDP- OCA 1978/13. Director: Lanteri Tutor: Lavayén). Estos antecedentes
constituyeron una base para la continuidad de dichos estudios, en los que se pretende profundizar en el
conocimiento de la actividad antimicrobiana de extractos polifendlicos de distintas variedades de papa
frente a cepas de E. coli relevantes a nivel sanitario.

Tabla 1. Descripcion del contenido de metabolitos en piel y pulpa de las variedades de papa utilizadas/mencionadas
en este trabajo segun Valifias et al. 2011.

Variedades Industriales Variedades Andinas

Summerside: contenido intermedio fenoles totales en | CL 658: elevados niveles de fenoles totales,
pulpa, intermedios a altos en piel. Baja relacidn fenoles | antocianinas y flavan-3-oles en pulpay piel.

totales piel/pulpa. CCS 1307: bajos niveles de fenoles totales en
Halifax: elevado contenido fenoles totales en pulpa y | pulpa y altos en piel. Bajos niveles de flavan-3-
piel. Baja relacion fenoles totales piel/ pulpa. oles en pulpa e intermedios en piel. Altos niveles

Sagitta: bajo contenido fenoles totales en pulpa, | de antocianinas en piel. Ausencia de antocianinas
intermedios a altos en piel. Elevada relacién fenoles | en pulpa.
totales piel/ pulpa.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de extractos polifendlicos

Se trabajé con piel y pulpa de las variedades Summerside (industrial), y de las variedades CL 658 y CCS 1307
(andinas, Figura 1). La extraccidn se realizé a partir de 1 gramo de tejido, el cual se pulverizé en N2 liquido y
se homogeneizd con 25 ml de metanol 90 %, se vortexed durante 30 s y se agitd durante 60 mina 4 °Cenla
oscuridad. Después de centrifugar a 6000 rpm durante 20 min a 4 °C, el sobrenadante se concentré en
rotavapor hasta obtener 300 pl y se agregd 700 ul de agua bidestilada. Se centrifugd a maxima velocidad
durante 1 min, se recuperé el sobrenadante y se filtré en flujo laminar utilizando una membrana Millex-LG
de 0,22 um (Millipore).

CL658 CCS 1307 Summerside

=

Figura 1. Variedades de papa utilizadas.

Determinacién de fenoles totales

A partir de los extractos polifendlicos se determind espectrofotométricamente el contenido de acidos
fendlicos totales seglin la reaccion de Folin-Ciocalteu, expresandose en pg de acido clorogénico
equivalentes/ ml.
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Actividad Antimicrobiana

Con el fin de determinar la actividad antimicrobiana de los polifenoles presentes en las diferentes
variedades de papa, se utilizd como modelo la cepa de coleccién E. coli ATCC 29522 (ver Nota), tanto por
poseer un fenotipo de referencia como por los resultados previos del grupo (Negrin et al, 2013). Se
realizaron ensayos in vitro en los que se sometid a una suspension bacteriana de concentracidn conocida a
distintas dosis de extracto polifendlico. El agente antimicrobiano se incorpord a una serie de tubos con
medio liquido (Caldo Miiller Hinton) de manera que contuvieran concentraciones diferentes de polifenoles.
A cada uno de estos tubos se incorpord un inéculo de 5.10° UFC/ml (concentracion final) de la cepa a
estudiar, ajustado mediante la escala turbidimétrica de Mac Farland. Se procesaron de igual manera
controles negativos con medio de cultivo o solvente de extraccién, y controles positivos con acido
clorogénico comercial o el antibidtico gentamicina.

Dos protocolos diferentes fueron ensayados con el fin de detectar el crecimiento bacteriano.

El primero es el estandar para la determinacién de CIM (Concentracién Inhibitoria Minima) y CBM
(Concentraciéon Bactericida Minima) recomendado por el manual del Clinical and Laboratory Standards
Institute (2012), seguin el cual se observd, luego de 24 hs de incubacién a 37 °C, la presencia de turbidez en
los tubos en relacién a un blanco sin inocular. La CIM se determiné entonces como la minima concentraciéon
de extracto polifendlico que no producia turbidez en el tubo, entendida como ausencia de crecimiento
bacteriano. Para determinar la CBM, se inocularon 100 pl de los tubos sin evidencia de desarrollo
microbiano en un medio sélido y nutritivo como el Agar Sangre. Las placas se incubaron a 37 °C y luego de
24 hs se observd la formacion de colonias. La CBM representd la menor concentracidon de extracto en la
que el crecimiento microbiano fue nulo.

El segundo protocolo consistié en incubar tubos conteniendo distintos tratamientos durante
distintos tiempos (8, 24 y 32 hs) a 37 °C. A continuacidn, se realizd el recuento de colonias mediante
inoculacién en medio sélido nutritivo (Agar Sangre) e incubacién durante 24 hs a 37 °C (Cho et al., 2007).
Esta técnica permitié cuantificar el efecto bactericida de los extractos estudiados.

Nota: La cepa de E. coli de coleccion ATCC 25922 fue provista por el Laboratorio de Bacteriologia del Instituto Nacional de
Epidemiologia (INE) “Dr. Juan H Jara”. La extraccion y cuantificacion de polifenoles se realizé en el laboratorio Biologia Comparativa
en Solandceas, mientras que el andlisis antibacteriano se llevo a cabo en el INE.

Caracterizacion analitica de extractos polifendlicos

A partir de los extractos polifendlicos se cuantificaron los niveles de acido clorogénico, acido cafeico, dcido
cumadrico y dacido ferulico, mediante DAD-HPLC. La identificacion y cuantificacién de los compuestos
fendlicos se llevd a cabo utilizando un sistema Agilent 1100 equipado con una bomba cuaternaria, un
inyector automatico y un detector de arreglo de diodos. Se utilizé una velocidad de flujo de 1 ml/ min. Se
inyectaron 20 ul de las muestras en una columna C-18 Phenomenex Luna (250 x 4,6 mm didmetro interno;
5 um de tamafo de particula). Las fases maoviles fueron (A) acetonitrilo y (B) buffer pH 2,3 (agua de calidad
HPLC acidificada con H3PO4). El gradiente de solventes fue el siguiente: gradiente lineal de 20 % - 100 %
entre 0 - 20 min, luego nuevamente a 20 % 25 min y se mantuvo hasta 30 min. La identificaciéon de los
metabolitos de interés se realizd por comparacion de los tiempos de retencion y los espectros de absorcién
de estandares disponibles comercialmente (Sigma) corridos bajos las mismas condiciones cromatograficas.
El contenido de acidos fendlicos se expresd en ug g-1 PF (peso fresco).

RESULTADOS

Determinacién de fenoles totales

Se determind espectrofotométricamente el contenido de acidos fendlicos totales de los extractos
obtenidos segulin la reaccién de Folin-Ciocalteu. En la Tabla 2 se muestran los rendimientos de fenoles
totales obtenidos para cada variedad en funcidn del peso fresco. Se observa que la mayor concentracidn de
fenoles por gramo de tejido se obtiene en los extractos de piel de la variedad andina CL 658, seguido por
los extractos de piel de Summerside y de pulpa de CCS 1307.




Becaria: Rocio B. Damiano — Directora: Dra. Adriana B. Andreu
Laboratorio de Biologia Comparativa en Solanaceas
Instituto de Investigaciones Bioldgicas

Tabla 2. Contenidos de fenoles totales expresados en pg acido clorogénico equivalentes g'1 PF obtenidos mediante la
reaccién de Folin-Ciocalteu.

Extracto
Piel CL 658 Piel Summerside Pulpa CCS 1307
Fenoles totales
(ug ac. clorogénico 309 138 101
equivalentes/g PF)

Actividad antimicrobiana

Mediante el protocolo estandar para la determinacién de actividad antibacteriana, se encontré un valor de
CIM de 256 pg/ ml acido clorogénico equivalentes tanto para el extracto de piel de la variedad andina CL
658 como para el control positivo con acido clorogénico comercial (Tabla 3). El valor de CIM para el
antibidtico gentamicina fue de 1 ug/ ml, coincidente con lo reportado en bibliografia. La CBM para el acido
clorogénico comercial fue de 512 ug/ ml, y para gentamicina fue de 2 pug/ ml. Este dato no pudo obtenerse
para el extracto de piel de CL 658 (Tabla 3).

Tabla 3. Valores de CIM y CBM para distintos antimicrobianos, obtenidos con el protocolo estandar recomendado por
el manual del Clinical and Laboratory Standards Institute (2012), en E. coli ATCC 25922. (-) Dato no obtenido.

Antimicrobiano CIM (ug/ ml) CBM (ug/ ml)
Gentamicina 1 2
Acido clorogénico comercial 256 512
Extracto de piel de CL 658 256 (-)

La Figura 2 muestra fotos del ensayo realizado con los controles acido clorogénico comercial (A) y
gentamicina (B). Se observa limpidez (correspondiendo a la CIM) a partir de la dosis 256 pg/ ml para acido
clorogénico, y de 1ug/ ml para gentamicina.

A
w

Figura 2. Determinacién de la CIM para acido clorogénico comercial (A) y gentamicina (B) en E. coli ATCC 25922. (A)
Dosis de acido clorogénico de izquierda a derecha: 1024 pg/ ml, 512 pg/ ml, 256 pg/ ml, 128 pg/ ml, 64 ug/ mly 32
ug/ ml. (B) Dosis de gentamicina de izquierda a derecha: 0,0625 pg/ ml, 0,125 pg/ ml, 0,25 pg/ ml, 0,5 pg/ ml, 1 pg/
ml, 2 ug/ ml, 4 ug/ mly 8 pug/ mil.

La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos con el segundo protocolo. Como se esperaba, los
controles negativos con Caldo Miiller Hinton y solvente de extraccién no tuvieron efecto sobre el
crecimiento bacteriano. El control positivo de gentamicina 1 ug/ ml resulté en un efecto bactericida total
en los tres tiempos estudiados, mientras que las concentraciones 512 y 1024 ug/ ml de acido clorogénico
comercial mostraron el mismo efecto luego de 24 y 32 hs de incubacidn. Sorprendentemente, el extracto
de piel de CL 658 carece de efecto bactericida hacia E. coli ATCC 29522 a todos los tiempos ensayados
(Tabla 4). Sin embargo, el extracto de piel de la variedad industrial Summerside mostré un efecto
bactericida parcial (disminucion del nimero de colonias respecto del control sin tratar) luego de 8 hs de
incubacién a 256 y 512 pg/ ml acido clorogénico equivalentes, y un efecto bactericida total (ausencia de
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desarrollo de colonias) a una concentracién de 1024 pg/ ml acido clorogénico equivalentes en los tres
tiempos estudiados (Tabla 4). El extracto de pulpa de la variedad andina CCS 1307 tuvo también un efecto
bactericida total a una concentracién de 1024 ug/ ml acido clorogénico equivalentes (Tabla 4).

Tabla 4. Recuento de colonias (UFC/ ml) para cada tratamiento luego de 0, 8, 24 y 32 hs de incubacion. (-) Dato no
obtenido.

Tiempo de incubacion (hs)
0 8 24 32
Caldo Miiller Hinton 203.333 | >2.000.000 | >2.000.000 | >2.000.000
Solvente de extraccion (Metanol 30 %) | 203.333 | >2.000.000 | >2.000.000 | >2.000.000
Gentamicina (1 ug/ ml) 203.333 0 0 0
Acido clorogénico (256 pg/ ml) 203.333 180.000 (-) 1.320.000
Acido clorogénico (512 pg/ ml) 203.333 (-) 0 0
Acido clorogénico 1024 ng/ml 203.333 (-) 0 0
Piel CL 658 (128 pg/ ml) 203.333 | >2.000.000 | >2.000.000 | >2.000.000
Piel CL 658 (256 pg/ ml) 203.333 | >2.000.000 | >2.000.000 | >2.000.000
E Piel CL 658 (512 ug/ ml) 203.333 | >2.000.000 | >2.000.000 | >2.000.000
g Piel CL 658 (1024 ug/ ml) 203.333 | >2.000.000 | >2.000.000 | >2.000.000
Piel Summerside (128 pg/ml) 203.333 | >2.000.000 | >2.000.000 | >2.000.000
Piel Summerside (256 pg/ml) 203.333 990.000 >2.000.000 | >2.000.000
Piel Summerside (512 pg/ml) 203.333 120.000 >2.000.000 | >2.000.000
Piel Summerside (1024 pg/ml) 203.333 0 0 0
Pulpa CCS 1307 (128 pg/ml) 203.333 (-) >2.000.000 | >2.000.000
Pulpa CCS 1307 (256 pg/ml) 203.333 (-) >2.000.000 | >2.000.000
Pulpa CCS 1307 (512 pg/ml) 203.333 (-) >2.000.000 | >2.000.000
Pulpa CCS 1307 (1024 ug/ml) 203.333 (-) 0 0

En resumen, se demostré frente a la cepa E. coli ATCC 29522, el efecto bacteriostatico del extracto
de piel de la variedad andina de papa CL 658 (CIM 256 ug/ ml acido clorogénico equivalentes), y los efectos
bactericidas del extracto de piel de la variedad comercial Summerside y del extracto de pulpa de la
variedad andina CCS 1307; asi como también se confirmaron ambos efectos, reportados para el acido
clorogénico comercial (Figura 3).
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Figura 3. Crecimiento en medio sélido (Agar Sangre) de E. coli ATCC 25922 sometida a distintos

tratamientos por distintos tiempos.
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Caracterizacion analitica de extractos polifendlicos

Considerando que los extractos de piel de Summerside y CL 658, y de pulpa de CCS 1307 mostraron
actividad antimicrobiana se llevd a cabo un analisis cuali y cuantitativo de los acidos fendlicos presentes en
los mencionados extractos mediante DAD-HPLC. Como se observa, el extracto de piel de la variedad andina
CL 658 posee los mayores niveles de todos los acidos fendlicos evaluados, seguido del extracto de piel de
Summerside y finalmente del extracto de pulpa de la variedad CCS 1307 (Tabla 5). Los resultados muestran
qgue el acido clorogénico es el acido fendlico mayoritario en todos los extractos (78,8 a 92,5 %), siendo
componentes minoritarios los acidos cafeico, p-cumarico y ferulico (0,4 % a 11,6 %) (Tabla 5). La piel de la
variedad CL 658 es la de mayor contenido de acido clorogénico relativo, mientras que el acido cumarico y el
acido cafeico representan mas del 10 % en piel de Summerside y en pulpa de CCS 1307, respectivamente
(Tabla 5).

Tabla 5. Contenido de acidos fendlicos en extractos de pulpa o de piel de tubérculos determinados por DAD-HPLC. Los
valores se encuentran en pg g PF. Los ndmeros entre paréntesis indican el porcentaje de cada metabolito con
respecto a la suma total.

Extracto Acido Clorogénico | Acido Cafeico | Acido Cuméarico | Acido Ferulico
Piel CL 658 119,74 (92,5) 7,45 (5,8) 0,56 (0,4) 1,71 (1,3)
Piel Summerside 4,95 (78,8) 0,43 (6,8) 0,69 (11,0) 0,21 (3,4)
Pulpa CCS 1307 1,45 (80,1) 0,21 (11,6) 0,06 (3,3) 0,09 (5,0)

DISCUSION

El acido clorogénico es conocido por tener una fuerte actividad antibacteriana y antifungica (Davidson &
Branen, 1981), siendo activo frente a E. coli (Almeida et al., 2006). En el presente trabajo se demostré que
el acido clorogénico comercial posee actividad bacteriostatica a 256 ug/ ml y bactericida a 512 ug/ ml
frente a la cepa de E. coli ATCC 25922. Ademas, extractos polifendlicos de piel de la variedad andina CL 658
(alto contenido de antocianinas) mostraron actividad bacteriostatica, con una CIM de 256 pg/ ml acido
clorogénico equivalentes. Por su parte, extractos de piel de la variedad industrial Summerside (bajo
contenido de antocianinas) y de pulpa de la variedad andina CCS 1307 (ausencia de antocianinas), tuvieron
efectos bactericidas frente a E. coli ATCC 25922. Contrastando estos efectos con el andlisis de los datos
obtenidos por DAD-HPLC, se observa que la actividad bactericida coincide con los extractos con menor
contenido relativo de acido clorogénico y mayor contenido relativo de dcido cumarico o cafeico. Es decir,
extractos con composiciones diferentes de acidos fendlicos poseen diferente actividad bioldgica frente a E.
coli. Por otra parte, podria sugerirse que la ausencia de actividad bactericida en la variedad coloreada CL
658 se correlaciona con su alto contenido de antocianinas.

El mecanismo general de la actividad antimicrobiana puede incluir: dafio sobre la membrana
citoplasmatica causada por perforacion y/o reduccion de la fluidez, desestabilizacién del medio intracelular
y consecuente muerte celular (Oroojalian et al., 2010); inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos, causada
por inhibicidn de la topoisomerasa e inhibicidon de la energia metabdlica, o causada por inhibicién de la
NADH-citocromo c reductasa (Plaper et al., 2003). Por lo tanto, nos proponemos como objetivo dilucidar
cual o cuales de estos mecanismos explican los efectos bactericidas observados.

Es de nuestro interés continuar el estudio de la actividad antimicrobiana en cepas de E. coli
causantes de SUH como el serotipo 0:157 H:7, principal causante de dicha patologia; como asi también
conocer el contenido de otros metabolitos de interés tales como los flavan-3-oles (catequina vy
epicatequina) y las antocianinas (petunidina, cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina, peonidina)
presentes en los tejidos pigmentados. Con estos resultados se podra determinar el metabolito responsable
de dicha actividad para estudios farmacoldgicos.

Finalmente, se proyecta ahondar en la patogénesis del SUH y su interaccidén con los extractos de

papa estudiados mediante: i) determinacion de la respuesta inflamatoria del colon frente a cepas STEC en
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ausencia o presencia de extractos polifendlicos vy ii) cuantificacién de la produccién de Shiga toxina por
dichas cepas en presencia o ausencia de extractos polifendlicos.

Teniendo en cuenta que se trata de una patologia en la que el cuadro clinico empeora ante la
administraciéon de antibidticos, los resultados obtenidos podrian ser un aporte en la busqueda de una
posible terapéutica alternativa en estos casos.
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