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RESUMEN

Las infecciones por Salmonella spp. son una de las causas méas frecuentes de
gastroenteritis bacteriana en nifios, ancianos y personas inmunosuprimidas, en quienes
se hace necesario el tratamiento con agentes antimicrobianos. Sin embargo, el uso
indiscriminado de estos agentes ha llevado a una creciente tasa de resistencia a los
mismos. Como resultado a esta situacion se han venido buscando estrategias y nuevas
alternativas terapéuticas que sean accesibles, seguras y eficaces. Debido a que el
mecanismo que controla la patogénesis de muchos organismos de importancia clinica
involucra un proceso de comunicacion intracelular bacteriana llamada “quorum sensing”
(QS), en el presente estudio se evalud la actividad de extractos de plantas y/o vegetales
para inhibir este y otros factores de virulencia de Salmonella como son la formacion de
biopeliculas y la movilidad tipo swarming.

La metodologia que se empled para estimar la actividad antimicrobiana de los
extractos fue una técnica de difusion en agar, posteriormente se determind la
concentracion minima bactericida (CMB) para cada extracto. Para analizar la capacidad
de los extractos de inhibir el QS de Salmonella se llevo a cabo el ensayo del
autoinductor con bioluminiscencia, ademas se evalud la inhibicion de la formacion de
biopeliculas mediante la técnica de la tincion en microplaca y la movilidad tipo

swarming con la técnica de inoculacion en agar.
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Nuestros resultados indican que los extractos de acuosos/ etandlicos de cuatro
plantas, Citrus limon, Hibisicus sabdariffa, Tamarindus indica y Lippia graveolens
demostraron la capacidad para reducir la formacion de biopeliculas, la movilidad tipo
swarming, a demas de disminuir considerablemente la actividad de la molécula
autoinductora (Al-2) de Salmonella Typhi y Salmonella Typhimurium a concentraciones

subletales.
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ABSTRACT

Infections caused by Salmonella ssp, are one of the most frequent bacterial
gastroenteritis in kids, elderly and immune deficient people, who definitely require anti-
microbial agents treatment. Nevertheless, indiscriminated use of these agents, have
caused a high resistance rate to themselves. Due this situation, accessible, safe and
efficient strategies and new therapeutic alternatives have been under research. Since the
control mechanism for the pathogen of many organisms with clinical relevance involves
one of the bacterial intracellular communication called “quorum sensing” (QS), this
case study has evaluated the activity of plant and /or vegetable extracts to inhibit

Salmonella’s QS and virulence factors, such as biofilm formation and swarming.

The methodology used to estimate the antimicrobial activity of the extracts was
one of the agar dissemination techniques, the minimal bactericidal concentration (MBC)
was subsequently determined to each extract. In order to analyze the extract capability to
inhibit the QS of Salmonella an auto-inductor assay was performed (bioluminescence) —
in addition the inhibition of biofilm formation was evaluated using microplate dye and
swarming mobility with the agar inoculation technique.

Our results indicate that the watery/ethanolic extracts of four plants, Citrus
limon, Hibisicus sabdariffa, Tamarindus indica and Lippia graveolens demonstrated the
capability to reduce biofilm formation, the swarming motility, as well as substantially
decrease the autoinducer molecule activity (Al-2) of Salmonella Typhi and Salmonella

Typhimurium to sublethal concentrations.



1. INTRODUCCION

Salmonella es una de las causas mas comunes de enfermedades transmitidas por
alimentos en Latinoamérica y otras regiones del mundo (Fuzihara et al., 2000). La
mayoria de las infecciones por esta bacteria son zoondticas, Salmonella es propagada
por la tierra, agua y vegetacion, es parte de la microbiota intestinal de muchos animales

salvajes y domesticos, incluyendo cerdos, ganado y aves (Wegener et al., 2003).

La salmonelosis es una infeccion de importancia en salud pablica debido al
impacto socioecondémico que ocasiona tanto en los paises en desarrollo como en los
desarrollados. Es una enfermedad transmitida por los alimentos la cual causa la mayor
parte de los brotes que afectan a centenares de personas y, aunque puede ser causada por
cualquiera de los casi 2,500 serotipos que existen hasta hoy, los que se aislan con mayor
frecuencia en México son Salmonella Enteritidis y S. Typhimurium (Gutiérrez- Cogco et
al., 1994). Esta es una enfermedad aguda de distribucion mundial, con variaciones en la
frecuencia de serotipos de un pais a otro, con importancia en areas que no han alcanzado
las condiciones de saneamiento e higiene adecuados y no cuentan con medidas de salud

publica 6ptimas.

La habilidad de controlar el crecimiento de bacterias indeseadas y patogenas fue
uno de los mas grandes logros técnicos en el dltimo siglo. Varios compuestos que
buscan eliminar o inhibir el crecimiento de microorganismos han sido aplicados en
procesos de preservacion de alimentos, prevencion del desarrollo de biopeliculas, la
contaminacion de superficies y particularmente en el tratamiento de infecciones

bacterianas. Sin embargo, en el nuevo milenio ha habido un incremento alarmante de las



bacterias multi-resistentes y como resultado las infecciones que alguna vez fueron
tratadas se han vuelto intratables (Rasmussen and Givskov, 2006). Este evento exhorta a
desarrollar tratamientos alternativos para la identificacion de compuestos naturales y
sintéticos que ataquen a moléculas blanco especificas en las bacterias y asi inhibir la
posibilidad de causar infeccion. Un planteamiento que Ilama la atencion que se refiere
como el principio de drogas anti-patogenicas (Hentzer et al., 2003) es bloquear
selectivamente el mecanismo de virulencia y desarrollo de patogenicidad de las
bacterias. Haciendo esto, las bacterias infectantes fracasardn en su adaptacion en el

ambiente del hospedero y como consecuencia, en el establecimiento de la infeccion.

El mecanismo que ayuda a controlar la patogénesis de muchos organismos de
importancia clinica es un proceso de comunicacion intracelular bacteriana Ilamada
“quorum sensing” (QS) por medio del cual la bacteria puede activar varias funciones a
través de moléculas autoinductoras (Al). Las bacterias usan QS para coordinar
actividades tales como conjugacion de plasmidos, bioluminiscencia, produccion de
proteinas y antibioticos, esporulacion, induccion de factores de colonizacion y virulencia
durante infecciones en plantas o animales, sintesis de bacteriocinas, diferenciacién

celular, flujo de nutrientes y biopeliculas (“biofilms”) (Williams et al., 2007).

En afos recientes, se han publicado algunos reportes de compuestos anti-QS
principalmente de hierbas, alimentos y extractos de plantas medicinales (Guo et al.,
2004; Sameena 2006; Vathem et al., 2007) ademas de algas marinas y aceites que tienen

la habilidad de atenuar la patogenicidad bacteriana.

En este trabajo se realiz6 la busqueda de extractos de plantas y/o vegetales que
tuvieran compuestos que alteraran el QS, inhibieran la formacion de biopeliculas y la

movilidad tipo swarming en Salmonella spp.



2. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En Meéxico, las bacterias Escherichia coli enterotoxigénica, E.coli
enteropatdgena, Salmonella enterica, Shigella, Campylobacter jejuni y Yersinia
enterocolitica, ocasionan en conjunto, entre 40 y 50% de las enfermedades transmitidas
por alimentos. Se ha reportado que la mortalidad por enfermedades por esta indole es
méas elevada en nifios y en ancianos. Cada afio, se registran alrededor de 3000
defunciones en este grupo de personas, casi todas prevenibles, sobre todo en los estados
del sur del pais (Flores et al., 2005).

La incidencia de salmonelosis de origen alimentario ha aumentado
considerablemente en el mundo industrializado y ha alcanzado proporciones epidémicas
en varios paises. Este incremento es el resultado de una combinacién de factores
relacionados con el desarrollo en la industrializacidn en todas las fases de produccion de
alimentos, cambios en la practica del manejo de los alimentos, asi como el
almacenamiento, distribucion y preparacién de los mismos. Estos cambios han tenido
como consecuencia nuevos problemas en la higiene de los alimentos al originar una facil
diseminacion de Salmonella asi como de otros gérmenes patdgenos en estos productos
(Tauxe, 1997). La actividad antimicrobiana de extractos de plantas ha sido ampliamente
demostrada. La mayor parte de las investigaciones se centran solo en la inhibicion del
crecimiento de los microorganismos, y muy poca informacion en la literatura cientifica
existe sobre su efecto en los factores de virulencia. El estudio del efecto de compuestos
de plantas y/o vegetales sobre el QS y factores de virulencia asociados, nos permitira
validar cientificamente la actividad antimicrobiana de extractos de plantas sobre

Salmonella spp.



3. ANTECEDENTES

3.1 Enfermedades transmitidas por alimentos

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) se producen por la
ingestion de alimentos y/o bebidas contaminados con microorganismos patégenos que
afectan la salud del consumidor en forma individual o colectiva. Sus sintomas mas
comunes incluyen diarreas y vomitos, pero también se pueden presentar otros sintomas
mas severos como choque séptico, hepatitis, cefaleas, fiebre, vision doble, etcétera
(Rosas and Acosta, 2001).

Hasta la fecha se han descrito mas de 250 ETAs, de las cuales, la mayoria son
infecciones ocasionadas por distintas bacterias, virus y parasitos. Entre las bacterias
comunmente reconocidas como causantes de ETAs se encuentran especies de los
géneros Campylobacter y Salmonella, asi como la cepa O157:H7 de E. coli. A largo
plazo, algunas de estas enfermedades pueden conducir a otros padecimientos; por
ejemplo, es posible que una infeccion con E. coli O157:H7 provoque el sindrome
hemolitico urémico (SHU) con secuelas de insuficiencia renal cronica (Rosas and
Acosta, 2001). Las ETASs constituyen un importante problema de salud publica debido al
incremento en su ocurrencia, el surgimiento de nuevas formas de transmision, la
aparicion de grupos poblacionales vulnerables, el aumento de la resistencia de los
patogenos a los compuestos antimicrobianos y el impacto socioecondémico que
ocasionan. La incidencia de estas enfermedades es un indicador directo de la calidad
higiénico-sanitaria de los alimentos, y se ha demostrado que la contaminacién de éstos

puede ocurrir durante su procesamiento (Hyytia et al., 1999; Millemann et al., 2000), o
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por el empleo de materia prima contaminada (Hielm et al., 1998; Fach et al., 2002) pues
algunas bacterias patdgenas para el hombre forman parte de la flora normal de aves,

cerdos y ganado.

La carne de aves en general, en especial la del pollo, es un vehiculo muy
importante de microorganismos patdgenos, tales como Campylobacter y Salmonella a
los que se les considera los principales microorganismos causantes de enfermedades
transmitidas por alimentos a nivel mundial (Arsenault et al., 2007). En ésta cuestion, se
ha mostrado gran asociacion entre el consumo de carne de pollo con brotes esporadicos

de estas enfermedades en humanos (Sheppard et al., 2009).

Salmonella es la principal bacteria causante de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAS) (Chiu, 2002). Con una incidencia reportada en EUA que va de entre
14y 120 casos por 100 000 personas tan solo en 1997 (FAO, 2002); estimando que cada
afio ocurran 1.4 millones de casos de salmonelosis en los EUA. (Mead et al., 1999).

3.2 Género Salmonella

3.2.1 Clasificacién del género Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Este se
encuentra integrado por gérmenes de forma bacilar, Gram negativos, anaerobios

facultativos y no esporulados (Anderson, 2005).

El género Salmonella consta de sélo tres especies, Salmonella bongori, S.

subterranean y S. enterica; esta Gltima se divide en seis subespecies: entericae, salamae,
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arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Los serotipos de la subespecie entericae causan
99% de las salmonelosis en humanos y animales superiores. Para fines practicos de
diagnostico y epidemiologia, la nomenclatura se basa en los nombres de los serotipos de
la subespecie, por ejemplo S. enterica, subespecie Entericae, serotipo Enteritidis, se
abrevia como S. Enteritidis (Uzzau et al., 2000).

Para la realizacion de estudios més detallados de taxonomia y patogenia, los
serotipos pueden subdividirse mediante el establecimiento de biotipos y fagotipos. El
biotipo es la variacion bioguimica entre organismos del mismo serotipo, mientras que el
fagotipo expresa la diferente susceptibilidad a la lisis por bacteriéfagos de organismos

del mismo serotipo (Ward et al., 1987).

3.2.2 Caracteristicas microbioldgicas y bioquimicas de Salmonella

Las salmonellas crecen entre 5°C y 47°C, y tienen su temperatura 6ptima a 37°C.
Por debajo de los 10°C y por encima de los 42°C, el crecimiento disminuye. Pueden
crecer a pH comprendidos entre 4.5 y 9.0, con resultado 6ptimo entre valores de pH 6.5
y 7.5. Por debajo de pH 4.1 tiene lugar la inactivacion y muerte de las Salmonella.

Resisten la congelacion y la desecacion (Anderson, 2005).



3.2.3 Fisiologia microbiana y estructura

La presencia de capsula y flagelo en Salmonella depende de la especie en
cuestion, solamente S. enterica serovar Typhi, S. enterica serovar Paratyphi vy S.
enterica serovar Dublin presentan capsula y todas las Salmonellas se consideran moviles
a excepcion de S. enterica serovar Gallinarum. Estudios recientes muestran que S.
enterica serovar Pullorum tiene motilidad en agar semisolido o en agar Hektden incluso
en estudios de microscopia electronica se ha observado un flagelo pequefio y deformado
(Humphries et al., 2001).El género Salmonella en particular presenta tres tipos de
antigenos: somatico O, flagelar H y capsular Vi, cuyas propiedades de aglutinacién se
emplean para diferenciar a mas de 2 500 serotipos. Cada afio se aumentan nuevos

serotipos a la lista de Kauffmann—White (Wise et al., 2009).

3.2.4 Manifestaciones clinicas

La salmonelosis es una enfermedad causada por la ingestién de alimentos
contaminados con distintas especies del género Salmonella. La salmonelosis mas comdn
es la enterocolitis. La ingesta de alimentos conteniendo 10°-10° células de Salmonella
viables deriva en la colonizacion del intestino delgado y grueso. La aparicion de la
enfermedad ocurre generalmente 8-48 hrs después de la ingesta. Los sintomas incluyen
dolor de cabeza, escalofrios, vomitos y diarrea, seguido de fiebre durante varios dias.
Esta enfermedad normalmente desaparece sin intervencion en 2 o 3 dias. Sin embargo,
incluso después de la recuperacion, los pacientes tienen Salmonella en las heces durante
varias semanas. Algunos pacientes se recuperan, y se transforman en asintomaticos, pero
portan microorganismos durante meses o incluso afios, resultando en portadores crénicos
(Smith et al., 2004).



3.2.5 Epidemiologia

Las enfermedades intestinales causadas por Salmonella; son uno de los
problemas mas comunes en el mundo (Chavez-de la Pefia et al., 2001). Salmonella
normalmente habita en el intestino de los animales y por lo tanto también en las aguas
residuales (Smith et al., 2004).

Los diversos serotipos tienen diferentes grados de adaptacion y patogenicidad
para los humanos y las especies animales; por ejemplo, S. enterica serotipo Typhi y S.
enterica serotipo Parathyphi causan enfermedades severas en humanos, conocidas como
sindrome septicémico y fiebre tifoidea, pero estos serotipos no son patdégenos para los
animales. Asimismo, los serotipos S. Gallinarum y S. Abortus—ovis son,
respectivamente, causantes de la tifoidea aviar y de abortos infecciosos en las ovejas,
pero s6lo ocasionalmente producen infecciones leves o asintomaticas en humanos.
Existen, sin embargo, serotipos como S. Choleraesuis que causa enfermedad severa en
su principal portador, que es el cerdo, pero también puede causar enfermedad sistémica
grave en humanos. Los serotipos S. Enteritidis y S. Typhimurium infectan tanto a
humanos como a animales, pero en éstos, principalmente en los pollos, producen

infecciones asintomaticas (Duchet, 1997; Uzzau et al., 2000).

En la segunda mitad del siglo XX ocurrieron dos cambios importantes en la
epidemiologia de la salmonelosis en el mundo; en primer lugar, el surgimiento de
infecciones en humanos provocadas por el consumo de alimentos contaminados por S.
Enteritidis, y en segundo, la multiple resistencia a los antibidticos de cepas de S.
Typhimurium (Velge et al., 2005). S. Enteritidis es ahora el serotipo mas comun

asociado a la salmonelosis, desplazando asi a S. Typhimurium (Callaway et al., 2008).

La mayoria de los casos de salmonelosis resultan del consumo de alimentos de
origen animal (carne de abasto, pollo, marisco, pescado, leche y huevos), subproductos

de origen animal (ovoproductos no pasteurizados, productos lacteos no pasteurizados),
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alimentos sanos que se contaminan con productos en malas condiciones de salubridad o
son mal manipulados (Anderson, 2005). Los factores que influyen en el aumento de los
brotes debido a los vegetales, son los cambios en las practicas de agricultura, los habitos
de consumo y los incrementos de la comercializacion de frutas y verduras (Collins,
1997). La contaminacion con bacterias entéricas patdgenas de los productos horticolas
parece ser la causa principal de infeccion, y dos rutas de posible contaminacion son el
uso de fertilizantes de origen animal y la irrigacion de los cultivos con aguas residuales
(Islam et al., 2004; Natvig et al., 2002).

Dentro de un amplio margen de alimentos que pueden ser una fuente de infeccion
por Salmonella en humanos, los productos avicolas han sido identificados como la via
mas importante de transmisién. Se ha reportado la transmision vertical de Salmonella en
las aves ponedoras a huevos por lo que es importante controlar esta ruta en los
programas de erradicacion. La transmision horizontal del ambiente a las aves en las
granjas también se ha reportado como otra ruta importante en algunos paises
(Rasschaert, 2008).

3.2.6 Brotes de Salmonella

En afos recientes ha aumentado la frecuencia estos brotes de infeccion que han
sido asociados con el consumo de frutas y vegetales crudos o minimamente procesados
(De Roever, 1998). De todos los brotes infecciosos, 103 (54%) fueron causados por
agentes entéricos (virus, protozoarios, nematodos o bacterias), principalmente por el
consumo de lechuga, melon y diversas ensaladas y jugos de frutas y vegetales. De estos
103 brotes, 62 fueron causados por bacterias patdgenas, y 30 de estos 62 fueron
causados por Salmonella (Sivapalasingam et al., 2004). Cada afio un estimado de 1.4
millones de personas presentan salmonelosis en los EUA, con aproximadamente 14,800

hospitalizaciones y 415 muertes (Mead et al., 1999).



10

La demanda de vegetales frescos en diferentes presentaciones listas para
consumir ha aumentado mundialmente. En México se han reportado muchas de las
causas de enfermedad y brotes asociados con el consumo de este tipo de productos
(Quiroz et al., 2009).

En 2005 en un brote causado por jugo de naranja no pasteurizado, contaminado
con Salmonella Saintpaul, se identificaron 152 casos en 23 estados de los EUA. La
Agencia de alimentos y Medicamentos (FDA) encontro que la empresa no obedecia a las
regulaciones del sistema de calidad HACCP (Jain et al., 2005).

En Francia (2005) surgi6 un brote en el cual un total de 141 infantes de menos de
12 meses de edad presentaron diarrea, y fiebre debido a la contaminacidn de leche en
polvo con Salmonella Agona (Brouard et al., 2007). En Dinamarca, en Abril de 2008, se
reportaron 1,054 casos de salmonelosis por S. Typhimurium fagotipo U292 en donde la
fuente de contaminacion especifica no fue encontrada (Ethelberg et al., 2008).

También en Suiza en 2008, S. Typhimurium caus6 205 casos (2.7 casos/100,000
habitantes), y en todos ellos se atribuy0 a que la bacteria se encontré en carne de puerco
(Schmid et al., 2008).

3.2.7 Salmonella en México

En Meéxico, en el periodo de 1994 a 1998, las notificaciones de casos por
salmonelosis registraron un incremento de 100 342 casos, en 1994, a 215 155, en 1998,
con una mayor incidencia en los grupos de 15 a 24 afios, de 25 a 44 afios y de 45 a 64
afnos, siendo el segundo el grupo mas afectado. En cuanto a frecuencia con relacion a los

meses del afio ésta se intensificd a partir de los meses de abril y mayo alcanzando un
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pico en julio, con una disminucion en septiembre y octubre. Los estados mas afectados
han sido Tabasco, Coahuila, Chiapas y Quintana Roo (Gutiérrez-Cogo et al., 2000).

Se analizaron 24,394 cepas de Salmonella aisladas en México durante el periodo
de 1972 a 1999. Segun el estudio los serotipos mas frecuentes durante este periodo tanto
en muestras humanas como no humanas fueron: S. Typhimurium, S. Enteritidis, S.
Derby, S. Agona y S. Anatum (Gutiérrez- Cogco et al., 2000). Datos reportados en 2006
mostraron Que se registraron 154,378 casos de esta enfermedad (Secretaria de Salud,
2006). En 2008 en México, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica report6
un total de 7,329 casos confirmados por 100,000 habitantes (segin Censo 2000)
(Secretaria de Salud, 2008).

3.2.8 Mecanismos de patogenicidad

La dosis infectante capaz de desencadenar la salmonelosis humana suele ser de
1x10° bacterias, sin embargo puede variar dependiendo de factores como tipo de
alimento, cepa involucrada, susceptibilidad del individuo y virulencia de la cepa. Entre
las especies altamente virulentas se encuentran algunas cepas de Salmonella Dublin vy,

sobre todo, Salmonella Enteritidis (Anderson, 2005).

Los mecanismos de patogenicidad con que Salmonella induce diarrea y
septicemia no han sido descritos detalladamente, pero parece ser un fenémeno complejo
que involucra diversos factores de virulencia. Se ha demostrado la presencia de
enterotoxina en S. Typhimurium y S. Typhi similar a la enterotoxina de Vibrio cholerae
(CT) y toxina termolabil (LT) de E. coli (Ochoa and Rodriguez, 2005).
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Salmonella Enteritidis inicia la infeccién adhiriéndose a la superficie de la
mucosa intestinal y posteriormente invade las células epiteliales, su adherencia a la
superficie del epitelio depende de las fimbrias y flagelos. Las principales fimbrias de S.
Enteritidis son SEF14, SEF17 y SEF21. El ciego es el sitio primario de colonizacion en
las aves. Se ha investigado que el glucoesfingolipido (GSL) GlcCer (N-1) y el
gangliosido GM3 (G-1) de la mucosa intestinal de los pollos, presentes en el intestino

delgado, ciego y recto, son los receptores de la fimbria SEF21 (Townsend et al., 2001).

Cuando Salmonella Enteritidis atraviesa el epitelio y llega a la ldmina propia
intestinal, invade a los macréfagos y como es resistente a la accion de éstos, dichas
celulas le sirven de vehiculo para invadir otros 6rganos, principalmente el higado (Harris
et al., 2006).

3.3 Factores de virulencia bacteriana

3.3.1 Quorum Sensing

El QS es un mecanismo regulatorio que permite a las bacterias tomar decisiones
colectivas con respecto a la expresion de genes especificos. Este mecanismo contiene un
elemento de coordinacién y para lograr esto, las bacterias se comunican a través de
moléculas sefiales pequefias y difusibles. En bacterias Gram negativas el tipo de
moléeculas sefial mas comun es el grupo de las acilhomoserin lactonas (AHLS por sus
siglas en inglés). Estas son sintetizadas por la familia de proteinas homdlogas Luxl.
Estas usan la proteina acarreadora de acilos (ACP) como la principal donadora de
cadena de acilos y la S-adenosil metionina, la cual provee la fraccion de la homoserin
lactona (Davies et al., 1998). El paradigma del QS establece que las proteinas del Luxl

son expresadas a bajas densidades de células, por consiguiente las AHL se acumulan en
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proporcion al incremento de la poblacién de bacterias. Cuando las moléculas de AHL
alcanzan una concentracion umbral, se promueve la union a receptores moleculares y el
complejo activado de LuxR-AHL forma dimeros o multimeros que actuan como
reguladores transcripcionales en los genes blanco de los sistemas de QS (Fuqua et al.,
1994; Swift et al., 1996; Eberl, 1999). Fig. 1:

Quorum sensing

Ajignal molecule{i/g Signal di j

Bacterial cell

Bacterial attachment, motility, biofilm formation,
oxidative stress response, vitamin synthesis

Fig. 1.- Etapas del quérum sensing: 1. La sefial (moléculas sefial del QS o autoinductores) es sintetizada.
2. La sefal se difunde en el medio. 3. La sefial se une al receptor. 4. El receptor se une al promotor. 5.
Expresion de genes como adhesion, motilidad, formacion de biopeliculas, respuesta al estrés oxidativo,

sintesis de vitaminas. (Kok, 2012).

Se ha reportado un amplio espectro de respuestas multicelulares dependiente de
su densidad en distintas bacterias, tales como bioluminiscencia, produccién de
pigmentos, conjugacion, formacion de biopeliculas y muchas enzimas degradadoras, en
patogenos de animales, pescados y plantas. Mc Clean et al., (2004) y Rasmussen et al.,
(2005), han coincidido que el QS regula la produccion de factores de virulencia,
antibidticos, interaccion entre microorganismos-plantas y movilidad. Varias bacterias

patogenas como Pseudomonas aeruginosa, Vibrio ssp, Burkholderia cepacia y Yersinia
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enterocolitica emplean el QS para regular su virulencia y patogenicidad (Fuqua et al.,
1996; Ahmad et al., 2008).

Este proceso de comunicacion intercelular, llamado QS, fue descrito por primera
vez en la bacteria marina Vibrio fischeri (Nealson 1977; Nealson y Hastings 1979). El
QS en V. fischeri consiste en dos proteinas: Luxl, la cual es responsable de la sintesis del
autoinductor acilhomoserin lactona y el LuxR, el cual es activado por este autoinductor

y de este modo regula la expresion del operon luciferasa.

Existen 2 cepas biomonitoras para reportar los procesos de QS en las bacterias,
Chromobacterium violaceum por medio de la produccion de violaceina y Vibrio harveyi
por medio de la produccion de bioluminiscencia. Ambas cepas funcionan como

reporteras de la alteracion de los autoinductores. La fig. 2 explica su funcionamiento.
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Fig.2. — Circuitos de quérum sensing de C. violaceum y V. harveyi. (Izquierda) el receptor citoplasmico
de QS, CviR, de C. violaceum se une al autoinductor AHL (6valos negros) a alta densidad celular (HCD
high cell density). EI complejo CviR-AHL se une al DNA y activa la expresion de vio genes requeridos
para la produccion de pigmento violeta, la violaceina. Cvil es la C6-HSL sintasa. (Derecha) El receptor de
membrana de QS, Lux N, de V. harveyi se une al autoinductor AHL (6valos negros) a alta densidad
(HCD), resultando en una cascada de fosforilacion que activa la expresién de genes lux requeridos para
bioluminiscencia. LuxM es el autoinductor 3-OH-C4-HSL sintasa. (Swem et al., 2009)
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Aunque existen varios sistemas de QS diferentes (Henke y Bassler 2004), el méas
usado es el basado en el sistema Lux de V. fisheri y V. harveyi. Este fendmeno de QS
involucra un sistema de 3 componentes, una sefial libremente difusible y un regulador

que interactGa en conjunto con la sefial que regula la expresion de genes.

Ciertas especies de bacterias incluyendo V. harveyi, albergan sistemas de QS
activados por el autoinductor-2 (Al-2) en el cual las moléculas sefial pueden ser usadas
como el lenguaje universal para la comunicacion con otras bacterias en lugar de ser
usado exclusivamente para la comunicacion intrabacteriana (Xavier y Bassler, 2003).
En V. harveyi y S. Typhimurium, el gen LuxS codifica para la Al-2 sintasa (ej. la
proteina LuxS) que esta directamente involucrado en las moléculas del Al-2 de la S-
adenilmetionina. (Surette et., al 1999). La proteina LuxS cataliza el paso final en la
biosintesis del Al-2, generando la molécula sefal 4,5-dihidroxi-2-3-pentadiona (DPD)
(Meijler et al., 2004).

3.3.2 Movilidad tipo swarming

El “swarming” es una forma de movilidad bacteriana que depende de flagelos,
este mecanismo facilita la migracion de bacterias en substratos viscosos, como
superficies de agar semisoélido, el cual se ha observado en una variedad de bacterias
moviles (Harshey, 2003). Para infectar las células, primeramente se diferencian en un
estado especializado caracterizado por un incremento en el numero de flagelos y en la
elongacion de las células, posteriormente se mueven como balsas a través de las
superficies. (Fraser y Hughes, 1999; Harshey y Matsuyama, 1994; Harshey, 2003). Esto
es en contraste con el nado que representa motilidad individual en ambientes acuosos.
Ademas de los cambios en la morfologia, (Fig. 3) se conoce que las células infectantes
producen materiales extracelulares como son los surfactantes y exopolisacaridos, para

incrementar la humedad de la superficie y asi facilitar el movimiento (Harshey, 2003).
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En vista de las caracteristicas del swarming, es muy probable que estén involucradas

varias actividades celulares en este tipo de movilidad.

A 'Stiff agar surface Planktonic cell

Fig. 3. Cambios en la morfologia de las células segun la superficie del agar. A. En la superficie de agar
solido se observan células plancténicas. B. En la superficie de agar semisdlido, se observan células
“swarmer”. (Copeland and Weibel, 2009).

El swarming y la formacion de biopeliculas estan fuertemente relacionadas a la
causa de enfermedad (Allison et al., 1992; Elvers y Lapping-Scott, 2000) y se han
estudiado los mecanismos de estas dos actividades multicelulares (Allison et al., 1992;
Davies et al., 1998; Kolter and Losick 1998).

El swarming existe tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-negativas el
cual consiste en tres etapas: i) el reconocimiento de sefial ambientales con la formacién
de ceélulas elongadas hiperflageladas, ii) el movimiento coordinado de las células, iv) la
consolidacién a células vegetativas y la iniciacién de una nueva ronda de swarming
(Allison et al., 1992) (Fig 4). Este ocurre a viscosidades de superficie y condiciones

nutricionales especificas (Allison et al., 1992; Fujikawa 1994). En el laboratorio el
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swarming puede llevarse a cabo en cajas Petri con agar semi-solido con una velocidad

tan alta como 16pm s™ (Allison et al., 1992).

Fig. 4.- Etapas del swarming. Inicia con las células plancténicas flageladas, las cuales sufren
diferenciacion lo que produce células swarmer que posteriormente migran y forman estructuras
multicelulares apiladas, quienes pasan nuevamente por diferenciacion para originar nuevas células

vegetativas que dan lugar a las siguientes células swarmer. (Copeland and Weibel, 2009).

Se ha encontrado que la comunicacion celular, basada en inductores quimicos
que dependen de la densidad llamada QS, es importante para algunos comportamientos
multicelulares de las bacterias tales como el swarming (Eberl et al., 1999) vy la

formacion de biopeliculas (Davies et al., 1998).

3.3.3 Formacién de biopeliculas

Los patdégenos humanos forman biopeliculas en los alimentos y/o en la superficie
en contacto con ellos, de ese modo incrementan su habilidad para sobrevivir en
ambientes hostiles, resisten a tratamientos antimicrobianos y persisten en el ambiente de
procesamiento de alimentos. Normalmente las bacterias forman comunidades complejas

gue estan cercanamente relacionadas con las superficies bioticas y abidticas. Estas



18

comunidades conocidas como biopeliculas, son adherentes a la superficie, la interfase y
ambas. Las biopeliculas pueden persistir en los alimentos y causar su contaminacion lo

cual es preocupante para la seguridad alimentaria (Midelet and Carpentier, 2004).

Las biopeliculas se definen como comunidades de microorganismos que crecen
embebidos en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie inerte 0 un
tejido vivo (Costerton et al., 1995). En esta red, las células actian como un sistema
colectivo viviente, a menudo con canales que liberan agua y nutrientes a las células de la
porcién interior de la biopelicula. Los organismos que forman biopeliculas son
significativamente més resistentes al estrés del ambiente o por substancias microbianas
(como antibioticos y biocidas) que las células planctonicas (Donlan, 2002; Stoodley et
al., 2002; Sauer, 2003).

La etapa inicial del proceso de formacion de la biopelicula es la adherencia sobre
la superficie, en bacterias Gram negativas (P. aeruginosa, V cholerae, E. coli, S.
enterica) se ha visto que los flagelos, las fimbrias de tipo I, IV y los curli son
importantes para la etapa de adherencia primaria. La motilidad parece que ayuda a la
bacteria a alcanzar la superficie y contrarrestar las repulsiones hidrofébicas. Una vez que
la bacteria se ha adherido a la superficie, comienza a dividirse y las células hijas se
extienden alrededor del sitio de union, formando una microcolonia similar a como
ocurre durante el proceso de formacion de colonias en placas de agar (Latasa et al.,
2005). En una etapa posterior la bacteria comienza a secretar un exopolisacarido que
constituye la matriz de la biopelicula y forma unas estructuras similares a setas entre las
cuales se observa la presencia de canales (Fig. 5). La composicion del exopolisacarido es
diferente en cada bacteria y varia desde alginato en P. aeruginosa, celulosa en S.
Typhimurium, un exopolisacarido rico en glucosa y galactosa en V. cholerae, poly-N-
acetilglucosamina en S. aureus, etc. Ademas, estudios recientes han puesto de manifiesto
que incluso una misma bacteria, dependiendo de las condiciones ambientales en las que
se encuentre, puede producir distintos exopolisacaridos como componentes de la matriz
de la biopelicula; siendo un rasgo muy comun en los serotipos de S. enterica (Latasa et
al., 2005).
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Attachment Growth Detachment |

Fig. 5.- Ciclo de vida de la formacion de biopeliculas. 1. Adhesidon. 2. Crecimiento. 3. Desprendimiento de

células planctonicas (Dirckx and Davies, 2003).

Numerosas evidencias experimentales sugieren que el proceso de formacion de la
biopelicula estd controlado por una compleja cascada de reguladores. Un trabajo
pionero con P. aeruginosa demostré que el proceso de formacion del biopeliculas esta
regulado por el proceso de QS o autoinduccion (Latasa et al., 2005).

En relacion con el QS se ha identificado una molécula denominada “Furanona”
producida por el alga Delisea pulchra, con una estructura similar a las acilhomoserin
lactonas. Esta molécula se une al mismo receptor, pero en lugar de activarlo, lo bloquea,
inhibiendo la consiguiente formacion de biopeliculas (Wu et al., 2004). En la actualidad
se estad intentando desarrollar inhibidores de la formacion de la biopelicula basados en
derivados de la furanona, ya que esta molécula es extremadamente tdxica. De forma
similar en S. aureus se ha descrito un péptido denominado RIP, que inhibe un sistema de

QS y el proceso de formacion del biopelicula (Gov et al., 2001).

Ademas del QS otros reguladores globales como CsrA en E. coli, CytR de V.
cholerae, se ha demostrado que son determinantes importantes para el desarrollo de
biopeliculas de estas bacterias. Latasa et al., (2005) en su estudio demostraron que un

regulador global de virulencia denominado SarA es esencial para el desarrollo de las


http://mpkb.org/_media/home/pathogenesis/microbiota/biofilm/cbe-03_bfin3steps.jpg?cache=
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biopeliculas de S. aureus. Su trabajo demostrd por primera vez que un regulador de
virulencia es a su vez un regulador de la formacion del biopeliculas, sirviendo de

conexion entre ambos procesos.

Dado que las bacterias que forman biopeliculas pueden ser hasta 1,000 veces mas
resistentes a los antibioticos que esas mismas bacterias crecidas en medio liquido
(Stewart and Costerton, 2001) se han estudiado las bases de la resistencia bacteriana,
entre las que se incluyen:

1. La barrera de difusion fisica y quimica a la penetracion de los antimicrobianos que
constituye la matriz de exopolisacaridos.

2. El crecimiento ralentizado de las bacterias de la biopelicula debido a la limitacion de
nutrientes.

3. La existencia de microambientes que antagonicen con la accion del antibiotico.

4. La activacion de respuestas de estrés que provocan cambios en la fisiologia de la
bacteria y la aparicion de un fenotipo especifico de la biopelicula que activamente
combata los efectos negativos de las sustancias antimicrobianas (Mah and O’Toole,
2001).

Entre los métodos que se utilizan para estudiar la resistencia de las biopeliculas a
los antimicrobianos, destaca el método descrito por Amorena y col.(1999) y el método
denominado “Calgary biofilm system” (Ceri et al., 1999). En el primero la biopelicula
desarrollada sobre pocillos de placas de microtitulacién durante distintos periodos de
tiempo, se expone a los tratamientos antimicrobianos, el nimero de bacterias viables que
han resistido el tratamiento se cuantifica midiendo la cantidad de ATP por
bioluminiscencia. El método “Calgary Biofilm Device” utiliza una placa de
microtitulacion con una tapa especial la cual contiene 96 puas que se introducen y
ajustan perfectamente en cada uno de los pocillos de las placas. La biopelicula formada
sobre las puas de la tapa se puede llevar a otra placa para su exposicion a la accién de las
distintas concentraciones de antibioticos. Finalmente, el numero de bacterias

sobrevivientes se enumeran realizando recuentos en medios de cultivo.
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3.4 Extractos de plantas

Actualmente la resistencia de los microbios a las drogas es un problema muy
serio, de ahi que las medicinas herbales son consideradas como alternativas seguras en
comparacion con las drogas sintéeticas. (Upadhyay et al., 2010). Por mucho tiempo las
plantas han sido una buena fuente de productos naturales para mantener la salud
humana, el uso de extractos de plantas y fitoquimicos, ambos con propiedades
antimicrobianas conocidas, pueden ser de gran significancia en el tratamiento
terapéutico (Parekh and Chanda, 2007). Los aceites esenciales y otros extractos de
plantas han provocado interés como fuente de productos naturales. Estos han sido
examinados por sus usos potenciales como remedios alternativos para el tratamiento de

muchas enfermedades infecciosas (Dorman and Deans, 2000).

Los aceites esenciales son liquidos oleosos aromaticos obtenidos por destilacion
a vapor, obtenidos de diferentes partes de las plantas como flores, botones, semillas,
hojas, ramillas, cortezas, maderas, frutos y raices. Estos son una rica fuente de esencias y
son usados en la preservacion de alimentos y en aromaterapia (Upadhyay et al., 2010).
Se ha reportado que algunos poseen propiedades multiples, por ejemplo antibacterial,
(Ozcan et al., 2006) antifangico (Cafarchia et al., 2002) anticancer, antiviral y ademas
poseen propiedades antioxidantes (Salehi et al., 2005; Vardar-Unlu et al., 2003) contra

virus, bacterias y hongos (Kalemba and Kunicka, 2003).

Muchas plantas se han usado debido a sus efectos antimicrobianos, los cuales se
deben a compuestos sintetizados en el segundo metabolismo de la planta. Estos
productos son conocidos por sus sustancias activas como los compuestos fendlicos, los

cuales son parte de los aceites esenciales, asi como los taninos (Tyagi and Malik, 2010).
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3.4.1 Métodos de extraccion

La extraccion es la separacion de porciones activas medicinales y porciones de
tejido de plantas (y animales) usando solventes selectivos a través de procedimientos
estandar. Los productos obtenidos de las plantas son mezclas relativamente complejas de
metabolitos en estado liquido o semisélido (después de la remocion del solvente), en
forma seca en polvo, los cuales se pretende usar de forma externa u oral. Estas incluyen
clases de preparaciones conocidas como decocciones, infusiones, extractos fluidos,
tinturas y extractos en polvo (Remington, 2008).

Los métodos de extraccion usados de forma farmacéutica buscan la separacion de
las porciones medicinalmente activas de los tejidos de plantas de las partes inactivas o
componentes inertes usando solventes selectivos. Durante la extraccion los solventes
difunden dentro del material sélido de la planta y solubilizan los compuestos con
polaridad similar (Ncube et al., 2008). Los productos resultantes de la extraccion
contienen una variedad de metabolitos secundarios como alcaloides, glicésidos,
terpenoides, flavonoides y ligninas (Handa et al., 2008).

Las técnicas generales de la extraccion de plantas medicinales incluyen
maceracion, infusién, percolacion, digestién, decoccién, extracciéon en calor continuo
(Soxhlet), extraccion acuosa-alcohdlica por fermentacién, extraccion con microondas,
extraccion ultrasonica (sonicacion), extraccion de fluidos supercriticos y extraccion con
hidrofluorocarbonos. Para plantas aromaticas pueden emplearse técnicas de
hidrodestilacion (destilacién en agua, destilacion a vapor, maceracion hidrolitica seguida
de destilacion, expresion y extraccion fria de grasas -enfleurage-) (Handa et al., 2008).

Los parametros basicos que influencian la calidad de un extracto incluyen
(Ncube et al., 2008): parte de la planta a utilizar como material base, solvente utilizado

para la extraccion y el procedimiento de extraccion.
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El efecto de los fitoquimicos de las plantas depende de ciertos factores (Ncube et
al., 2008), tales como naturaleza del material vegetal, origen, grado de procesamiento,

contenido de humedad, tamafio de particula.

Las variaciones en los métodos de extraccion que afectardn la calidad de la
composicion de los metabolitos secundarios dependen del tipo y tiempo de extraccion,
temperatura, naturaleza del solvente, concentracion del solvente y polaridad (Ncube et
al., 2008).

La determinacion exitosa de los compuestos activos de un material vegetal,
depende principalmente en el tipo de solvente utilizado en el procedimiento de
extraccion. Las propiedades en un buen solvente incluyen baja toxicidad, féacil
evaporacion en calor leve, rapida absorcion fisioldgica, accion conservada, incapacidad
del extracto de formar complejos o de disociarse. Los factores que afectan la eleccion
del solvente son la cantidad de fitoquimicos a extraer, diversidad de compuestos
inhibitorios a extraer, el facil manejo de los extractos, toxicidad del solvente en los
bioensayos, y peligro potencial a la salud de los consumidores (Eloff, 1998). La eleccién
del solvente es influenciada por el propdsito del uso del extracto. Debido a que el
producto final contendra trazas del solvente residual, el solvente debe ser no tdxico y no
interferir con el bioensayo. La seleccion también dependera de los compuestos que se
necesiten extraer (Ncube et al., 2008; Das et al., 2010)

A diferencia de la extraccion acuosa, la etanolica ofrece mayor actividad y esto
se debe a que se obtiene mayor cantidad de polifenoles (Cowan, 1999). Esto significa
que estos compuestos poseen mayor actividad en afectar las paredes celulares, quienes
tienen caracter no polar y esto causa que los polifenoles sean liberados de las células. Un
ejemplo de la diferencia de actividad entre diferentes extractos puede deberse a la
enzima polifenol oxidasa, la cual degrada los polifenoles en los extractos acuosos, la
cual se inactiva cuando esta en contacto con metanol o etanol (Lapornik et al., 2005).
Adicionalmente se encontrd que el etanol tiene mayor capacidad para penetrar las

membranas celulares, y por consiguiente extraer de mejor manera los componentes
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intracelulares del material vegetal (Wang, 2010). Debido a que la mayoria de los
compuestos activos de plantas identificados como inhibidores de microorganismos son
aromaticos u organicos saturados, son obtenidos con mayor frecuencia a través de la
extraccion con etanol o metanol (Cowan, 1999). El metanol es més polar que el etanol,
sin embargo, debido a su naturaleza citotdxica es inadecuado en algunos tipos de

estudios ya que puede producir resultados toxicos en células blanco (Tiwari et al., 2011).

Las principales clases de compuestos que se pueden extraer al utilizar diferentes
solventes pueden incluir a los compuestos fendlicos (fenoles simples, acidos fendlicos,
quinonas, flavonoides, flavonas, flavonoles, taninos y cumarinas), terpenoides, aceites

esenciales, alcaloides, lecitinas y polipéptidos, asi como poliacetilenos (Cowan, 1999).

Se ha determinado que cuando el solvente de la extraccion es etanol se pueden
obtener taninos, polifenoles, poliacetilenos, flavonoles, esteroles, y alcaloides (Cowan
1999).

Los extractos de plantas en general son mezclas complejas de una amplia
diversidad de componentes y su actividad antimicrobiana es por lo tanto relacionada a su
composicion, configuracion, cantidad y su posible interaccion. Cuando se encuentran en
combinacion se pueden producir diferentes efectos: aditivo, antagonista y sinérgico. El
efecto aditivo ocurre cuando el efecto combinado de los compuestos es igual a la suma
de los efectos individuales. El sinergismo es registrado cuando la actividad combinada
de las sustancias es mayor a la suma de las actividades individuales. En contraste, el
efecto antagonista se presenta cuando la actividad de los compuestos en combinacién es

menor que la actividad por separado (Lis-Balchin, 1998).
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3.4.2 Extractos de plantas y/o vegetales con accion antimicrobiana

En el afio 2009 ante la comprobada resistencia de Staphylococcus aureus y otras
bacterias a varios antibidticos, se evaluaron in vitro los extractos de 27 plantas usadas en
la medicina tradicional contra infecciones gastrointestinales, mediante la técnica de
dilucion en agar. Los resultados mostraron que el 52% (14) de los extractos (presentaron
inhibicion total frente a S. aureus, mientras que 4 de éstos fueron activos contra S. Typhi
(Bellucia pentamera, Clidemia dentada, Miconia reducens (Pino and Stashenko, 2009).

En el estudio realizado en nuestro laboratorio reportado por Valtierra-Rodriguez
et al., 2010 se probaron 54 extractos de plantas de los cuales, tres resultaron ser
efectivos para inhibir el crecimiento de Salmonella y Campylobacter in vitro.
Encontrando que las cepas de Campylobacter mostraron una susceptibilidad mucho
mayor que las cepas de Salmonella con los extractos de limon, cascara de naranja agria

y ciruela.

En el afio 2007 se evalud el efecto inhibitorio de los extractos acuosos de Allium
sativum, Allium fistulosum y Allium cepa sobre cinco cepas: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, Bacillus cereus y Salmonella spp. El extracto de A.
cepa (cebolla) mostr6 una mayor actividad antimicrobiana, en comparacion con los otros
extractos y fue el extracto con mejor poder inhibitorio sobre E. coli, Salmonella spp y B.

cereus (Garcia and Herrera, 2007).

En el afio 2004 se realizaron estudios para medir la actividad antimicrobiana de
los extractos de plantas contra enteropatdgenos. Se reportd que extractos del orégano
tienen una capacidad antioxidante y antimicrobiana contra Salmonella Typhimurium,

E.coli, S. aureus y S. epidermidis, entre otros. (Arcila et al., 2004).
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En el afio 2003, se reportd que los extractos de tomillo, orégano y canela fueron
efectivos para inhibir el crecimiento de Salmonella Typhi, y Salmonella Typhimurium
(Kalemba and Kunicka, 2003).

También en otro estudio se evalud la actividad antimicrobiana del extracto
metanolico y acuoso de Lepechinia meyeni Walp, el cual demostré actividad inhibitoria
contra el crecimiento de microorganismos Gram positivos (S. aureus, S. epidermis,
Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, S. faecalis, estreptococos beta hemoliticos y Gram
negativos (Salmonella enteritidis y Shigella flexneri). El tamizaje fitoquimico determino
la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, terpenoides y esteroides en
dicho extracto (Rossi et al., 2002).

Otros extractos de plantas que también han sido probados contra el crecimiento
de Salmonella, incluyen a la nuez moscada, orégano, geranio, pimienta negra, clavo,
tomillo. Las méas activas fueron de nuevo, el orégano y el tomillo (Dorman and Deans,
2000). También se han analizado otros extractos como anis, almendra, canela, nuez
moscada, clavo, hierbabuena, menta verde, laurel , albahaca, romero, eucalipto, lima,
limén, mandarina, naranja, bergamota, tomillo, ajo, cebolla, mejorana, toronja,
jengibre; sobre S. Enteritidis y C. Jejuni. Se encontr6 que los mas eficaces contra la S.
Enteritidis fueron canela, clavo, laurel y tomillo; mientras que contra C. jejuni,

laurel, menta verde, y (Smith-Palmer et al., 1998).

En el Laboratorio de Bioquimica y Genética de Microorganismos de la UANL
se han buscado extractos de plantas con propiedades contra los enteropatogenos. B.
cereus, C. perfringens, E. coli, L. monocytogenes, S. Typhimurium y S. aureus. Se han
probado diferentes extractos como el limon, cilantro, eucalipto, clavo de olor, hierba de
la golondrina, higo, arnica roja, gordolobo, guazima, poleo, salvia blanca, salvia real,
linaza, orégano, laurel, manzanilla, hierbabuena, albahaca, aguacate, llantén, durazno,
guayaba, romero, pirul, hierba mora, cempasuchil, anis, epazote, epazote de zorrillo,
tomillo, jengibre y planta en cruz. De ellos se encontro actividad antimicrobiana contra

S. Typhimurium de extractos de guazima, cempasuchil y jengibre. S. aureus fue
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inhibida por el &rnica, salvia blanca, orégano, hierba del burro, albahaca y gordolobo
(Alarcon, 2000).

3.4.3 Mecanismos de accion de antimicrobianos

La investigacion sobre las propiedades antimicrobianas de las plantas ha sido
ampliamente reportada, sin embargo poca informacion se encuentra disponible a cerca
los mecanismos de accion de los compuestos en la célula bacteriana. Varios mecanismos
propuestos incluyen dafio en la membrana, cambios en el pH intracelular, cambios en el
potencial de membrana y en la sintesis de ATP (Sanchez et al., 2010). EI conocimiento
de los sitios de ataque de los extractos de plantas y sus componentes en la célula es
crucial para entender la sobrevivencia del patégeno en la matriz del alimento, en un
tejido vivo o el proceso de la infeccion del huésped (Dorman and Deans, 2000; Burt
2004; Lambert et al., 2001; Turgis et al., 2009)

Los sitios o estructuras de la célula bacteriana que son considerados blancos de
accion por los compuestos de los productos naturales, son ilustrados en la figura 6. Los
mecanismos de accion de los compuestos naturales se relacionan a la desintegracién de
la membrana citoplasmatica, desestabilizacion de la fuerza proton motriz, flujo de
electrones, transporte activo y la coagulacion del contenido celular. No todos los
mecanismos actlan en blancos especificos, y algunos sitios pueden ser afectados por uno

0 mas mecanismos (Burt, 2004).
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Fig. 6.- Sitios blanco en la célula bacteriana, en los cuales acttan los compuestos naturales. (Adaptacién
de Burt, 2004).

3.4.4 Areas blanco para la actividad anti-quorum sensing

La basqueda de compuestos para atacar los sistemas de QS de las bacterias es
generalmente dividida en tres areas blanco: i) destruccion de la molécula sefal, ii)
inhibicién de la produccion de la sefial y iii) inhibicion del receptor de la sefial. Sin
embargo dos nuevos enfoques involucran el uso de moléculas que interrumpen algln
paso de la ruta natural de sefalizacion de QS. Actualmente algunos ejemplos de
inhibidores de QS (IQS) los cuales bloquean la produccién de la molécula sefial se han
reportado en diferentes cepas bacterianas. Estos inhibidores de QS pueden ser similares
en estructura a los ligandos naturales o pueden ser completamente diferentes, ya sea que
actuen enlazandose directamente al sitio de union de la sefial o en cualquier otro sitio en
el receptor, en cualquier caso provocan la eliminacion de la sefial resultante (Mc Lean et
al., 2004; Rasmussen et al., 2005). Los IQS pueden presentarse en una variedad de
estructuras y pueden ser derivados de muchas fuentes diferentes. Los agentes

antimicrobianos con actividad anti-QS representan un avance prometedor en la batalla
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contra los microorganismos patégenos como es el caso de la inhibicion de la formacion

de biopeliculas (Fig. 7) y otros factores de virulencia.

Formation of Biofilms on surfaces

=B

mature biofilm

il s

F planctonic cells W3 monolayer microcolony

| QS blocking at early stages |

Fig. 7.- La interrupcion del quérum sensing a etapas tempranas inhibe la formacion de biopeliculas (Kok,
2012).

3.4.5 Mecanismos de inhibicion del QS

El éxito de la inhibicion competitiva en el caso de las furanonas es que son
antagonistas basados en la estructura C12-AHL y causan la reduccion de la actividad de
LasR. Ademas los anticuerpos AHL se han desarrollado para suprimir el QS a través de
la unién a la sefial (Fig. 8). El bloqueo de S-adenosil metionina (SAM) o los acidos
grasos precursores necesarios para la sintesis de AHLs conduce a una produccion
disminuida de C12-AHL por Lasl (Hoang et al., 2004).
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Fig. 8.- Antagonistas del QS que funcionan por medio de la estabilizacién de la conformacion del
receptor. (Chenetal., 2011).

3.4.6 Extractos de plantas y compuestos inhibidores del QS, swarming y

biopeliculas

Una alternativa viable para el desarrollo de nuevas terapias en el tratamiento de
infecciones bacterianas es el blogueo o inhibicién del QS (Ni et al., 2008). En afios
recientes, se han publicado algunos reportes de compuestos anti-QS principalmente a
base de hierbas, alimentos y extractos de plantas medicinales (Cumberbatch, 2002; Gao
et al., 2003; Sameena 2006; Vattem et al., 2007).

En el 2009 Khan y colaboradores realizaron un estudio acerca de la inhibicion
del QS con aceites esenciales de plantas en Chromobacterium violaceum (CV1247 y
CV026) y Pseudomona aeruginosa (PAO1) encontrando que el aceite de clavo, canela

y menta mostraron actividad anti-quorum sensing (Khan et al., 2009).

Se realizé un estudio sobre la inhibicion de la formacion de biopeliculas y
swarming de Bacillus subtilis en donde concluyeron que las furanonas naturales tienen
potencial para controlar el comportamiento multicelular de bacterias Gram positivas
(Ren y Wood, 2002).
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Lo mismo fue reportado al utilizar diversas plantas o hierbas y sus frutos en
Chromobacterium violaceum, (Vattem et al., 2007). Otras frutas incluyendo frambuesa,
arandano azul, zarzamora, ardndano y uva, ademas de hierbas como jengibre, col rizada
y circuma, exhibieron moderada inhibicion de los procesos controlados por QS. Sin
embargo no se obtuvieron datos en modelos animales, ni de compuestos activos
purificados de los extractos. Ademas algunos compuestos que mimetizan la
sefializacion, tales como furanonas y sus derivados sintéticos (acido elagico, acido tanico
y epigalocatequin galato) han mostrado inhibicion del QS en cepas biomonitoras de E.
coli y P. aeruginosa (Huber et al., 2004).

Un amplio rango de sustancias naturales, particularmente extractos de plantas y
sustancias con valor nutritivo, han sido evaluadas por su habilidad de modular el QS tipo
LuxR en bacterias Gram negativas tales como el aceite de clavo (Vattem et al., 2007;
Mok et al., 2003), y jugo de arandano. Estudios recientes revelan que los
microorganismos que producen compuestos anti-QS se protegen a si mismos de otros
microbios. Plantas, bacterias y hongos pueden producir compuestos que pueden
interferir con la expresion de genes regulados por el QS en el organismo invasor (Hogan
et al., 2004; Persson et al., 2005).

Girennavar et al., 2007 y 2008 en un estudio con jugo de toronja encontraron
compuestos con actividad anti-QS. Dos tipos de jugo de toronja (Rio Red y Marsh
White) mostraron inhibir los sistemas receptores de Al-1 y Al-2. Dos furocumarinas,
(bergamotinas e hidroxibergamotinnas) fueron aisladas del jugo de toronja por separado.
Las furocumarinas mostraron ser potentes inhibidores del citocromo p450 y proteinas
transportadoras. Las dos bergamotinas mostraron tener fuerte actividad inhibitoria de
Al-1 y Al-2 con concentraciones tan bajas como 1upg/ml. Investigaciones posteriores
indicaron que ambas inhibieron las biopeliculas en E .coli O157:H7, S. Typhimurium y

P. aeruginosa sin la inhibicidn del crecimiento bacteriano.

Se ha reportado que el extracto de ajo posee propiedades antibacterial, y también

muestra efecto sobre las biopeliculas en Candida albicans, en las fases de adherencia y
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maduracion (Shuford et al., 2007). Los analisis in vitro de las biopeliculas de P.
aeruginosa mostraron considerable reduccién de éstas, cuando se expusieron a una

combinacion de ajo y tobramicina (Rasmussen et al., 2005).

Recientemente se reportd a la solenopsina como el primer ejemplo de alcaloide
natural inhibidor de QS extraida de la hormiga roja de fuego (Solenopsis invicta). Las
investigaciones en P. aeruginosa muestran a la solenopsina A como inhibidora de la
produccion de piocianina, indicacién de la supresion de la sefializacion de QS.
Investigaciones posteriores arrojaron la reduccion de biopeliculas en P. aeruginosa en

una manera dosis dependiente, indicando un mecanismo anti-QS (Park et al., 2008).

Otras especies de plantas han presentado inhibicién del QS bacteriano, Adonizio
y colaboradores en 2008, revelaron la inhibicion de factores de virulencia controlados
por QS en P. aeruginosa a causa de extractos la exposicion de varias plantas del Sur de
Florida. Tres de estos extractos, (Conocarpus erectus, Bucida buceras and Callistemon
viminalis), mostraron una inhibicion considerable de la proteasa Las A, la elastasa Las B,

la produccion de pioverdina y de biopeliculas.

Los polifenoles, conocidos como antioxidantes, han revelado poseer efectos
sobre las biopeliculas. La conexion entre polifenoles y el QS se encuentra levemente
establecido (Huber et al., 2003) por algunos compuestos como epigalocatequin (EGCG),
acido elagico y &cido tanico. Los estudios utilizando cepas de P. putida (pKR-C12) y E.
coli MT102, identificaron un efecto antagonista en estos compuestos. EI EGCG fue el
mas efectivo, seguido por el acido elagico y después el acido tanico. La inhibicion de las
biopeliculas se produjo sobre B. cepacia. Otros distintos polifenoles han manifestado ser
prometedores inhibidores del QS.

Recientemente se reportaron efectos antagonistas de analogos del pirogalol de
los sistemas de QS en V. harveyi (Ni et al., 2008). Zeng y colaboradores en 2008
reportaron un ensayo para la seleccién de compuestos con actividad inhibidora de QS y

gue son capaces de inhibir también la formacion de biopeliculas en P. aeruginosa.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Analizar las propiedades de extractos de plantas (o de los compuestos bioactivos)
para inhibir las moléculas sefial del QS y la habilidad para afectar la expresion fenotipica
de factores de virulencia regulados por QS en Salmonella spp.

4.2 Objetivos particulares

1) Obtener extractos de plantas comestibles y probar su capacidad para inhibir el
crecimiento de Salmonella Typhi y Salmonella Typhimurium.

2) Determinar el efecto de los extractos vegetales sobre algunos factores de
virulencia de Salmonella Typhi y Salmonella Typhimurium, tales como
movilidad tipo swarming y formacion de biopeliculas.

3) Establecer la capacidad de extractos vegetales para afectar la actividad de la

molécula autoinductora Al-2.
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5. HIPOTESIS

Algunos extractos de plantas comestibles son capaces de inhibir la actividad de la
molécula autoinductora (Al-2) en S. Typhi y S. Typhimurium y afectar la produccion de

factores de virulencia, formacion de biopelicula y swarming.



35

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Activacion de la cepa bacteriana y condiciones de cultivo

Las cepas que se utilizaron en este estudio fueron Salmonella Typhi ATCC
19430 y Salmonella Typhimurium ATCC 14028.

Estas cepas fueron conservadas a 4 °C en tubos de tapén de rosca con agar
inclinado de Infusion Cerebro Corazon (ICC) (Difco BD. Sparks M.D USA), realizando
resiembras cada tres meses. Para la activacion de las cepas, se tomd una asada de
cultivos de reserva en tubos con 4 ml de caldo Mueller Hilton, caldo soya tripticasa
(TSB) y Luria-Bertani (LB) (segun el ensayo a realizar) y se incubaron en condiciones
aerobias a 37° C por 18 h. Al dia siguiente se ajustd el indculo bacteriano resembrandola
cepa en medio nuevo y dejandola crecer por aproximadamente 2 h hasta alcanzar la fase
media exponencial (0.2 00 nm, espectofotémetro Sequoia Turner modelo 340), la cual
equivali6 a 1.5 x10® UFC/ml.

Para los ensayos del Autoinductor Al2 se utilizaron las cepas de Vibrio harveyi
BB170, BB120, BB152. Estas cepas fueron conservadas a 4 °C en tubos de tapén de
rosca con agar LB. Para la activacion de estas cepas, se tomd una asada de cultivos de
reserva en tubos conteniendo 4 ml de caldo LB. Estas se cultivaron en medio AB (0.3 M
de NaCl, 50mM MgSOQO,, 0.2% p/V de casa aminoacidos, 10mM de amortiguador de
fosfatos (pH 7), 1mM de L-arginina, 2% p/v de glicerol, 1mg/L de tiamina y 10 pg/L de
riboflavina) a 30°C en agitacion (Shaker Maxi @ mini 4450 Labline) a 175 rpm por 18 h.

para posteriormente para obtener el cultivo libre de células.
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6.2 Seleccion del material vegetal

Se recolectaron 35 frutas, vegetales o plantas para probar su actividad
antimicrobiana contra S. Typhi y S. Typhimurium. Estos se obtuvieron de centros

comerciales de Monterrey y el area metropolitana de Nuevo Ledn. El material vegetal se
describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Material vegetal, (nombre comudn y cientifico) y porcion utilizada en

este trabajo.
NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN PARTE
UTILIZADA
Arnica montana Arnica Hojas
Sesamum indicum Ajonjoli Semilla
Pimpinella anisum Anis Semilla
Ipomoea batatas. Camote Fruto
Cinnamomun zeylanicum Canela Corteza
Prunus domestica Ciruela Fruto
Caryophyllus Clavo Corteza
Cuminum cyminum Comino Hoja
Allium cepa Cebolla Fruto
Amphipterygium Cuachalalate Tallo
Adstringens
Punica granatum Granada Céscara y semilla
Hibbiscus sabdariffa Jamaica Flor
Pachyrhizus erosus Jicama Fruto
Citrus aurantifolia swingle Lima cascara
Citrus limon Limon Cascara y bagazo
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NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN PARTE
UTILIZADA
Citrus reticulata. Mandarina cascara
Origanum majorana Mejorana Hojas
Mentha Piperita Menta Hoja
Citrus sinensis. Naranja Céscara y bagazo
Juglans regia Nogal Corteza
Lippia graveolens Orégano Hojas
Haematoxylum brasiletto Palo de Brasil Tallo
Haematoxylum Palo de Campeche Tallo
campechianum
Piper nigrum. Pimienta negra Semilla
Pimienta dioica. Pimienta gorda Semilla

Anana comosus Pifia Céscara y pulpa
Rosmarinus officinalis Romero Hoja y rama
Citrus limetta Risso. Cidra Céscara y bagazo
Tamarindus indica Tamarindo Pulpa
Theae nigraefolium. Té negro Hoja
Camelia sinesis Té verde Hoja
Mimosa tenuiflora Tepezcohuite Tallo
Thymus vulgaris. Tomillo Hoja y rama
Citrus paradasi. Toronja Céscara y bagazo
Cymbopogon citratus. Zacate limoén Hoja
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6.3 Obtencion de los extractos

El material vegetal fue secado en una estufa a 45°C durante toda la noche (Guo
et al., 2004). Se pesaron 20 g y se colocaron en un vaso de licuadora agregando 100 ml
de etanol al 96% vy se trituraron. La mezcla se dejé macerar 24 h a temperatura ambiente.
(Fig. 9). El extracto obtenido se filtro a través de un papel filtro Whatman No. 1. El
filtrado se colocé en platos de vidrio y se mantuvo a temperatura ambiente, hasta que se
evaporé por completo el solvente. Una vez seco, el extracto se resuspendio a
temperatura ambiente en agua destilada para los acuosos/etandlicos y en etanol para los
extractos etandlicos/etanolicos. Los extractos se esterilizaron por filtracion a través de
una membrana de nitrocelulosa (poro de 0.45 um), y posteriormente se colocaron en
viales estériles color ambar, y se mantuvieron a 4° C hasta su uso. Para determinar la
concentracion del extracto obtenido, se tomé 1 ml del mismo y se colocé en un vial, el
cual se ajustd previamente a peso seco constante y se determind el peso seco del
extracto. La diferencia entre ambos pesos correspondié al peso seco del extracto (Garcia
et al., 2005).

Fig. 9 .- Maceracion y filtracion de extractos de plantas.
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6.4 Ensayos preliminares de actividad antimicrobiana (prueba de pozo)

Para determinar el efecto sobre el crecimiento de las cepas de Salmonella
utilizadas se utilizé el método de difusion en pozo en agar (Garcia et al., 2005). Este
consistié en sembrar por extension 100 pl de la cepa ajustada a 1.5 x 108 UFC/ml en agar
Mueller- Hinton. Posteriormente se realizaron pozos en el agar, utilizando un tubo
Durham invertido (5 mm de diametro). En dichos pozos se agregaron aproximadamente

100 ul de los extractos a probar; las placas se incubaron a 37° C por 24 h en aerobiosis.

Pasado el tiempo de incubacién, se observd el efecto del extracto sobre el
crecimiento microbiano mediante la presencia o ausencia de un halo de inhibicion del
crecimiento alrededor del pozo. Se midié el halo de inhibicion. Como blanco se agregé a
uno de los pozos el solvente (agua o etanol) con el que fueron resuspendidos los

extractos.

6.5 Determinacién de concentracion minima bactericida (CMB)

La determinacion de la CMB se realiz6 a aquellos extractos que presentaron el
mayor halo de inhibicion (mayor a 1.5 cm de didmetro). Los ensayos para determinar la

CMB se realizaron por el método de microdilucion (Heredia et al., 2005).

Los pozos fueron llenados con caldo Muller-Hinton y extracto a una
determinada cantidad de acuerdo a los célculos con el peso seco de cada extracto. El
volumen de complement6 con agua destilada hasta alcanzar un volumen de 300 pl .Cada
pozo se inoculé con 1% v/v (3ul) de la cepa ajustada a una concentracién de 1.5 x 108
UFC/ml excepto el pozo del control negativo (caldo Mueller - Hinton + agua destilada
de acuerdo a los calculos), se adicion6 a otro pozo Unicamente solvente en vez de

extracto. La placa fue incubada a 37 °C por 24 h. Pasado el tiempo de incubacion, se
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realizé tomé una alicuota (20ul) de cada pozo y se inoculd sobre una placa de agar
Mueller-Hilton por el método de Miles y Mishra (1932) posteriormente se incubaron a
37 °C por 24 h.

Una vez ubicado el rango de concentraciones en las que se produjo la inhibicion,
se colocaron concentraciones puntuales en los pozos de una microplaca y se prosiguio a
la inoculacion, incubacion y siembra como se menciond anteriormente (lo mismo se
realiz6 con un control antimicrobiano comercial llamado Citrol K-Ultra, (Corpocitrik,
S.A. de C.V.). Se establecio como Concentracion Minima Bactericida (CMB), la minima

concentracion de extracto que inhibié completamente el crecimiento microbiano.

6.6 Determinacién del efecto de las concentraciones subletales de los extractos

activos sobre el crecimiento microbiano

Para poder determinar si diferentes concentraciones de los extractos afectaban la
produccién de los factores de virulencia mencionados anteriormente, se requirié

determinar el efecto de concentraciones subletales sobre la viabilidad de Salmonella.

Para determinar esto, se inocul6 una microplaca de 96 pozos con la cepa ajustada
a una concentracién de 1.5 x 108 UFC/ml y se afiadieron diferentes concentraciones de
extractos que correspondian al 25% y 50% de la CMB previamente determinada. Esto

también se determind con el control comercial Citrol K-Ultra.

Las placas fueron incubadas por 24hr a 37°C. Se realiz6 un recuento de células
viables, empleando el método de Miles y Mishra en placas con agar Mueller Hinton.

Estas se incubaron a 37°C por 24h.
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6.7 Efecto de extractos de plantas sobre la formacion de biopeliculas

La cuantificacion de las biopeliculas se realiz6 como describié Maretrg et al.,
2003 con algunas modificaciones. La cepas de Salmonella fueron activadas en caldo
soya triplicase (TSB) por 18 hrs aproximadamente. Posteriormente se trasnfirié una
alicuota (1%) a un matraz con caldo TSB fresco, éstos nuevos cultivos se dejaron crecer
hasta la fase media exponencial (DOg10nm=0.2, 1.5x10° UFC/mI). Posteriormente se
colocaron 300 ul a pozos de una microplaca, a los que también se agregaron diferentes
concentraciones de los extractos correspondientes al 25 0 50% de la CMB, asi como del
control comercial. Las placas fueron incubadas a 37°C por 48h sin agitacion, al cabo de
lo cual los cultivos fueron removidos y los pozos con las biopeliculas formadas fueron
lavados dos veces con agua destilada. Las biopeliculas se tifieron con 125 ul de safranina
al 1% durante 30 min. El exceso de colorante se removié lavando cada placa tres veces
con agua. El colorante unido a la biopelicula se disolvié con 100ulde etanol al 96%, por
ualtimo se determino la densidad dptica a 450nm en un lector de ELISA (modelo 550

Bio-Rad Laboratories). Se realizaron 3 ensayos por duplicado independientes.

6.8 Inhibicién del swarming

Para determinar si los extractos eran capaces de afectar el swarming de las cepas
de Salmonella, se llevé a cabo el procedimiento descrito por Kim y Surette (2003) con
algunas modificaciones. Se prepararon placas de Petri de 8.5cm de diametro con 25 ml
de agar Luria Bertani adicionado con glucosa (Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%,
NaCl 0.5%, Glucosa 0.5%, Agar nutritivo 0.6% [p/v]) y con los extractos a probar
ajustados a una concentracion correspondiente al 25 y 50% de CMB. Las placas se
dejaron secar y posteriormente se colocaron en la incubadora de 37°C para su uso el dia

siguiente.
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La cepas de Salmonella se activaron porl8h en caldo Luria Bertani después se
realizd una dilucién 1: 100 en caldo LB fresco y se incub6 2h hasta alcanzar la fase
media-exponencial (DOg10nm=0.2). Se inocularon5ul de esta cepa en el centro de las
placas Petri previamente preparadas y se dejaron incubar sin invertir a 37°C por 48h. Se
medi6 la distancia de migracion en centimetros, comparando con los controles de

solvente y crecimiento.

6.9 Efecto de extractos de plantas sobre la actividad de Al-2

En este ensayo se empled el método de Surette y Bassler, (1998).

e Preparacion de los cultivos libres de células

Las cepas de Salmonella se activaron en caldo LB conteniendo 0.5% de glucosa
y se incub6 a 30°C por la noche. Pasado el tiempo se prepard una dilucion 1:100 con la
que se inoculé medio LB con glucosa fresco més los extractos correspondientes al 25 y
50% de CMB previamente determinada. Los cultivos fueron incubados 30°C por 4h. El
cultivo libre de células se prepar6é removiendo las células del medio por centrifugacion a
15,000 rpm durante 5 minutos en una micro centrifuga. Se recolecto el sobrenadante y
filtr6 con membranas (0.2 um) y se almacenaron -20°C hasta su uso. Se utilizaron como
control las cepas de V. harveyi BB120 (Al-17 y Al-2") y V. harveyi BB152 (Al-1"y Al-
2"). Ambas cepas se incubaron por la noche a 30°C con aireacion en medio AB
(autoinducer bioassay) preparado en el laboratorio. Los sobrenadantes libres de células

de las cepas de V .harveyi se prepararon como se describid para Salmonella.



43

e Ensayo para la producciéon de moléculas sefial (Al-2)

Los sobrenadantes del cultivo de Salmonella se analizaron para detectar la
presencia en ellos de moléculas de autoinductores que puedan inducir bioluminiscencia
en V. harveyi BB170 (capaz de detectar Al-2 pero no Al-1). Para este bioensayo, la cepa
de V. harveyi BB170 se incub6 a 30°C durante 16 h con aireacion en medio AB,
posteriormente se realiz6 una dilucion 1:5,000 en el mismo medio fresco. Se agregaron
180ulde las células diluidas de V. harveyi BB170 a una microplaca de 96 pozos a la cual
se le afiadio 20 pl del sobrenadante de Salmonella tratada con extracto. Se utilizaron las
cepas BB120 y BB152 de V. harveyi como controles positivos y medio AB estéril como
control negativo. Las microplacas se incubaron a 30°C por aproximadamente 8 h. Por
ualtimo se mididé la bioluminiscencia usando un luminémetro (VICTOR X2 multilabel
reader luminometer, Perkin Elmer). Las unidades relativas de luz se expresaron como el
total de luminiscencia por cada 10° células de V. harveyi BB170 por pozo. Para
comprobar que ésta Ultima (cepa reportera) estuviera activa y corroborar que no fue
afectada por los extractos, se sembraron alicuotas en agar Luria-marine (Triptona 1%,

extracto de levadura 0.5%, NaCl 2%, agar nutritivo 2%).

6.10 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se llevé a cabo utilizando el programa SPSS ver 17.0. Se
utilizo estadistica descriptiva: media, desviacion estandar y ANOVA. Se realizd una
prueba de comparacion de las medias de Tukey para evaluar las diferencias entre los
valores promedio obtenidos del porcentaje de la inhibicion de la formaciéon de

biopelicula, swarming y QS.
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7. RESULTADOS

7.1 Ensayo de susceptibilidad antimicrobiana.

En la presente investigacion se estudiaron un total de 35 plantas, utilizando
diferentes partes de éstas, con las cuales se prepararon un total de 60 extractos
(metanolicos, etandlicos y acuosos) (Fig. 10). Dichos extractos se analizaron contra S.
Typhi ATCC 19430 y S. Typhimurium ATCC 14028 para determinar la susceptibilidad
antimicrobiana, encontrando 16 de ellos con actividad inhibitoria del crecimiento

bacteriano.

Los halos de inhibicién de los extractos que mostraron actividad antimicrobiana
presentaron entre 1.1 a 3.3 cm de didmetro, que correspondieron a extractos metanolicos
y etandlicos, siendo los metandlicos los de mayor actividad y los acuosos los de menor
actividad (Tabla 2).

Los criterios de seleccion que se emplearon para la determinacion de los
extractos a utilizar en los siguientes ensayos fueron: extractos que resultaron con un halo
de inhibicién mayor a 1.5 cm de diametro, cuya extraccion fuera de naturaleza no toxica
para el consumo humano (acuosos o etandlicos) y que se pudiera obtener una cantidad
significativa de compuestos activos en el solvente; este fue el caso de la extraccion

etanolica, con solvente acuoso y/o etanolico.



Fig. 10.- Maceracion de extractos en etanol.
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Tabla 2. Halos de inhibicién del crecimiento de S. Typhi ATCC 19430 y S.

Typhimurium ATCC 14028 por efecto de extractos de plantas.

PLANTA Porcion SOLVENTE | RESUSP. | S. Typhi | S. Typhimu-
utilizada ATCC rium

19430 ATCC 14028
Arnica Hojas Etanol Etanol NI NI
Ajonjoli Semilla Metanol Agua NI NI
Anis Semilla Metanol Agua NI NI
Camote Fruto Metanol Agua NI NI
Canela Corteza Metanol Agua NI NI
Etanol Etanol NI NI
Cebolla Fruto Etanol Etanol NI NI

Etanol Agua Reducc | Reducc

Ciruela Fruto Metanol Agua NI NI
Etanol Etanol NI NI
Clavo Corteza Metanol Agua NI NI
Comino Hoja Etanol Etanol NI NI
Cuachalalate | Tallo Metanol Agua NI NI
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PLANTA Porcion | SOLVENTE | RESUSP. |S. Typhi | S. Typhimu-
utilizada ATCC rium
19430 ATCC 14028
Granada Céscara Metanol Agua 15+0.1 |15+£0.2
Granada Semilla Metanol Agua Reducc | Reducc
Etanol Etanol NI NI
Jamaica Flor Metanol Agua 2.9+ 0.22 | 2.9+ 0.18
Etanol Etanol 25+0.15|2.8£0.2
Etanol Agua 2.3+0.25| 2.4+ 0.3
Jicama Fruto Metanol Agua NI NI
Lima cascara Etanol Etanol NI NI
Limén Céscaray | Metanol Agua 1.9+0.09 | 1.9+ 0.1
bagazo Etanol Etanol 1.9+0.12 | 1.5+ 0.09
Etanol Agua 1.85+0.2 | 2.0+ 0.23
Mandarina cascara Etanol Etanol NI NI
Mejorana hojas Etanol Etanol 1.3+0.1 |1.1+0.1
Etanol Agua 1.3+ 0.08 | NI
Menta Hoja Etanol Etanol NI NI
Naranja Céscaray | Metanol Agua 2.9+ 0.25|3.3£0.2
bagazo Etanol Etanol 1.9+0.15| 1.4+ 0.23
Etanol Agua Reducc | Reducc
Nogal Corteza Metanol Agua 1.9+0.09 | 1.9+ 0.1
Nuez Céscara Etanol Etanol NI NI
Orégano Hojas Etanol Etanol 1.9+0.1 | 1.7+0.06
Etanol Agua NI NI
Palo de Brasil | Tallo Metanol Agua Reducc | Reducc
Palo de Tallo Metanol Agua NI NI
Campeche
Pimienta Semilla Metanol Agua NI NI

negra
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PLANTA Porcion SOLVENTE | RESUSP. | S. Typhi | S. Typhimu-
utilizada ATCC rium
19430 ATCC 14028
Pimienta Semilla Etanol Etanol NI NI
gorda
Pifia Fruto Etanol Etanol Reducc | Reducc
Etanol Agua Reducc | Reducc
Pifa Cascara Etanol Etanol NI NI
Etanol Agua Reducc | Reducc
Romero Hojay Metanol Agua NI NI
rama Etanol Etanol 15+£0.1 |15+£0.1
Etanol Agua NI NI
Sidra Pulpa Metanol Agua 1.3£0.22 | 1.3+ 0.2
Sidra Céascaray | Etanol Etanol 1.3 1.1
bagazo
Tamarindo Pulpa Metanol Agua Reducc | Reducc
Etanol Etanol 22+0.2 [2.0+£0.21
Etanol Agua 2.0+0.16 | 1.8£0.2
Té negro Hoja Metanol Agua NI NI
Té verde Hoja Etanol Etanol NI NI
Etanol Agua NI NI
Tepezcohuite | Tallo Metanol Agua NI NI
Tomillo Hojay Metanol Agua NI NI
rama Etanol Etanol Reducc | Reducc
Etanol Agua 1.3+ 0.2 | NI
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PLANTA Porcion | SOLVENTE | RESUSP. |S. Typhi | S. Typhimu-
utilizada ATCC rium
19430 ATCC 14028
Toronja Céscaray | Metanol Agua Reducc | Reducc
bagazo
Zacate limon | Hoja Etanol Etanol NI NI

NI: no inhibicion

Reducc: reduccidn del crecimiento.

Resultados + Desviacion estandar

La desviacion estandar fue obtenida del promedio de 3 repeticiones.

Los extractos que se eligieron para continuar con los ensayos posteriores

correspondieron a Citrus limon (cascara de limon), Hibiscus sabdariffa (flor de

Jamaica), Tamarindus indica (pulpa de tamarindo) y Lippia graveolens (orégano) (Tabla

4, figura 11).
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S. Typhi S. Typhimurium

S. Typhi S. Typhimurium

Fig. 11. Halos de inhibicion del crecimiento de diferentes extractos contra dos variedades de Salmonella.
Extractos acuosos: 1. Limon, 2. Jamaica, 3. y 4. tamarindo, 5. orégano. Extractos etanélicos: 7.limon,

8.naranja, 9.jamaica, 10. tamarindo, 11. orégano.
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7.2 Determinacién de la Concentracién Minima Bactericida (CMB) sobre el
crecimiento de S. Typhi y S. Typhimurium.

Se determind la CMB de los extractos de limén (acuoso), jamaica (acuoso)
tamarindo (etandlico) y orégano (etandlico) de acuerdo al criterio de seleccion antes
mencionado. Los resultados se encuentran en la Tabla 3, en donde se observd que la
CMB vari6 entre 0.3 y 7.4 mg/ml en ambas cepas. Se realiz6 también la CMB del
producto (Citrol-K Ultra), utilizado como control positivo de actividad antimicrobiana
(0.02+01 mg/ml).

Tabla 3. Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB) (mg/ml) de los

extractos seleccionados. El ensayo se realizé a 24 h de incubacion a 37°C.

PLANTA EXTRAC- RESUSPEN- S. Typhi S. Typhimurium
CION CION ATCC 19430 | ATCC 14028
Cascara de Etanol Agua 39+0.1 3.9+0.1
Limon
Flor de Etanol Agua 23+0.2 23+0.2
Jamaica
Pulpa de Etanol Etanol 74+0.2 72+0.3
Tamarindo
Orégano Etanol Etanol 0.3+0.07 0.3+£0.08
Citrol K ultra 0.02+0.4 0.03+0.3

+ : Desviacion estandar.




51

7.3 Determinacion del efecto de concentraciones subletales de los extractos de

plantas sobre el crecimiento de S. Typhi y S. Typhimurium.

Se analizo el efecto de las concentraciones subinhibitorias, partiendo de la CMB
de los 4 extractos y el Citrol K Ultra, sobre la viabilidad de las dos cepas de Salmonella
(S. Typhi ATCC 19430 y S. Typhimurium ATCC 14028), encontrando que no se
presento diferencia significativa sobre el crecimiento bacteriano (P< 0.01) al agregar los
extractos a concentraciones equivalentes al 50 y 25% de la CMB previamente
encontrada (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de diferentes concentraciones de extractos de plantas sobre el

crecimiento de Salmonella. El ensayo se realizé a 24 h. de incubacion a 37°C.

Extracto Concentraciones subinhibitorias de extractos en mg/ml
(equivalentes a % de la CMB encontrada)
100% 50% 25% 100% 50% 25%
S. Typhi S. Typhimurium
ATCC 19430 ATCC 14028
Citrus limon | 39+0.1* 1.95 0.98 394+0.1% 1.95 0.98
Hibiscus 23+0.2% 1.15 0.58 23+0.2% 1.15 0.58
sabdariffa
Tamarindus | 7.4 +0.2%* 3.7 1.85 7.2+0.3% 3.60 1.80
indica
Lippia 03+0.07*| 0.15 0.075 0.3+ 0.08* 1.15 0.58
graveolens
Citrol K 0.02+04*| 0.01 0.005 0.03+0.3* 0.015 0.008
ultra

*+ : Desviacion estandar
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Para realizar las determinaciones de formacion de biopeliculas, swarming e
inhibicién de la actividad de AIl-2) los extractos se agregaron en la fase media
exponencial (densidad Optica de 0.2 a 610 nm), que correspondia a una concentracion
bacteriana de 1.5 x10° UFC/m.

7.4 Efecto de los extractos de plantas seleccionados sobre la formacion de

biopelicula de S. Typhiy S. Typhimurium.

Se analiz6 el efecto de concentraciones menores a la CMB encontradas
(subletales, correspondientes al 25 y 50% de la CMB) de los extractos de C. limon, H.
sabdariffa, T. indica y L. graveolens, sobre la formacion de biopelicula de las dos cepas
de Salmonella medida a 48 h de incubacion. Como se esperaba, no se observé formacién
de biopelicula al utilizar el 100% de la CMB de los extractos, debido a la ausencia de
células viables, mientras que en los controles de solvente (cepa mas solvente pero sin
extracto) la formacion de biopelicula no se afectd, por lo que se determin6 que entre

ambos habia diferencia significativa (P< 0.05).

La formacion de biopeliculas de las cepas analizadas fue afectada
significativamente (P< 0.05) al agregar los cuatro extractos analizados a una
concentracion equivalente al 50% de CMB, observandose méas del 50% de inhibicién,
excepto el extracto de C. limon para S. Typhimurium cuya inhibicién fue menor,
(25.57%). Cuando la concentracion de extracto agregado equivalio al 25% de la CMB,

se observo una inhibicion de la formacién de biopeliculas de alrededor de 20%.

El extracto (agregado al equivalente del 50% de la CMB) mas efectivo para la
inhibicién de biopelicula de S. Typhi fue H. sabdariffa (59.20%), seguido de C. limon
(49.51%), T. indica (49.26%) y L. graveolens (46.53%). La inhibicion de biopelicula
observada para la cepa de S. Typhimurium fue muy parecida a obtenida en S. Typhi. Al

agregar el equivalente al 50% de la CMB, el extracto de H. sabdariffa mostr6 la mayor
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inhibicion (52.92%) seguido de T. indica (52.38%), posteriormente L. graveolens
(49.60%) y en ultimo lugar C. limon (25.57%). El Citrol K-Ultra (antimicrobiano
comercial) fue significativamente efectivo (P< 0.05) en la inhibicion de la formacion de
biopelicula en las dos cepas, mostrando incluso mayor inhibicion que los extractos
naturales (Fig. 18).

El efecto de los extractos en la formacion de biopeliculas sobre ambas cepas de
Salmonella se resume en la figura 18 a y b se muestra la imagen de los ensayos en la
figura 13.
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Fig. 12.- Efecto de diferentes concentraciones de extractos de plantas sobre la formacion de biopeliculas
de a) S. Typhi y b) S. Typhimurium. CTR agua, (bacteria mas agua destilada), CTR etoH (bacteria y
etanol), CL (Citrus limon), HS (Hibiscus sabdariffa), TI (Tamarindus indica), LG (Lippia graveolens),
CT (Citrol K-Ultra).Los datos se presentan con + desviacién estandar.
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D d E e

Fig. 13.- Ensayo de reduccion de S. Typhimurium con extractos a la concentracion de 50% y 25% de
CMB. Los dos primeros pocillos en la columna corresponden al tratamiento y el tercer pocillo al control
de bacteria sin solvente. A: limén 50%; a. limén 25% ; B. jamaica 50% ; b. jamaica 25% ; C. tamarindo

50%, c. tamarindo 25% ; D. orégano 50% ; d. orégano 25% ; E. citrol K Ultra 50% ; e. citrol K Ultra 25%.
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7.5 Efecto de los extractos de plantas seleccionados sobre la movilidad tipo

swarming de S. Typhiy S. Typhimurium.

Para evaluar el efecto de los extractos de plantas sobre el movimiento tipo
swarming de S. Typhi y S. Typhimurium, cada bacteria fue inoculada, en el centro de
placas de agar LBG adicionado con extractos de plantas a concentraciones

correspondientes al 25 y 50% de CMB, asi como el Citrol K-Ultra.

Se presentd una reduccion de la movilidad tipo swarming que fue
estadisticamente significativa (P< 0.05) entre los tratamientos con extractos y sus
respectivos controles bacteria con solvente, sin extracto y bacteria sin solvente, sin
extracto). Los cuatro extractos inhibieron significativamente la migracion del
swarming (a 24h de incubacién) de las dos cepas de Salmonella de manera dosis
dependiente, siendo mayor la inhibicion con los extractos que se agregaron a una
concentracion equivalente al 50% de CMB, la cual se observo entre 81% y 95%. El
Citrol K Ultra mostr6 una reduccion del swarming muy semejante a la observada con los

extractos, siendo estadistica e igualmente significativa.

Cuando los extractos se agregaron a una concentracion equivalente al 50% de la
CMB y se inoculé con S. Typhi, el porcentaje de reduccion de este tipo de movilidad fue
del 94.31% para C. limon, seguido de L. graveolens (93.60%), H. sabdariffa (93.46%) y
T. indica (89.81%). En comparacion, la reduccion observada para S. Typhimurium fue
mayor para C. limon (94.66 %), seguido por H. sabdariffa (94.06%), L. graveolens
(93.18%) y T. indica (81.03 %) al agregar el equivalente al 50% de la CMB. El control
comercial (Citrol K-Ultra) para S. Typhi y S. Typhimurium mostr6 una reduccién de
94.78% y 90.30% respectivamente (Fig. 14 ay b) las imagenes de los ensayos se
muestran en las figuras 15 y 16.
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Figura 14. Porcentaje de reduccion de la movilidad tipo swarming de a) S. Typhi y b) S. Typhimurium

por efecto de extractos de plantas. CTR agua (bacteria mas agua destilada), CTR etoH (bacteria mas
etanol), CL (Citrus limon), HS (Hibiscus sabdariffa), TI (Tamarindus indica), LG (Lippia graveolens),

CT (Citrol K-Ultra).Los datos se presentan con + desviacién estandar.



58

Fig. 15.- Controles de crecimiento del swarming sin extracto 1. Control S. Typhi sin extracto y sin
solvente. 2.  Control S. Typhi con etanol sin extracto. 3. Control S. Typhimurium sin extracto y sin

solvente. 4. Control S. Typhimurium con etanol sin extracto.
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Fig. 16.- Ensayo de reduccion de la movilidad tipo swarming de S. Typhi con extractos de plantas. (1) 25
y 50% de CMB de extracto de limén, (2) 25 y 50% de CMB de extracto de Jamaica, (3) 25y 50% de
CMB de extracto de tamarindo, (4) 25 y 50% de CMB de extracto de orégano.
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7.6 Efecto de los extractos de plantas sobre la actividad de Al-2 de S. Typhiy S.

Typhimurium.

Diferentes concentraciones de los extractos de plantas (equivalentes al 25 y 50%
de la CMB) fueron examinados para evaluar su efecto en la actividad de las moléculas
autoinductoras Al-2 de las dos cepas de Salmonella utilizando a V. harveyi BB170 como
cepa reportera y las cepas de V. harveyi BB120 yBB152 como controles positivos
(productores del Al-2) (fig. 19). Se presentd inhibicion estadisticamente significativa
(P< 0.05) entre los tratamientos con extractos y sus respectivos controles (bacteria con
solvente, sin extracto). Los controles no presentaron diferencia significativa entre si (p >
0.05).

Los extractos de plantas mostraron una reduccion del autoinductor dependiente
de la concentracion de extracto agregado, siendo del 26.73 al 51.56% para S. Typhi y
del 30.78 a 57.05% de S. Typhimurium al agregar el equivalente al 25% de la CMB.
Cuando el extracto agregado equivalia al 50% de CMB, la reduccién mostrada fue del
39% al 99% en ambas cepas (Fig. 17). Los extractos de C. limon, H. sabdariffa y L.
graveolens fueron los més efectivos para S. Typhi y S. Typhimurium inhibiendo casi por
completo la actividad de los Al-2 con porcentajes mayores del 95% de reduccion. Estos

ultimos tuvieron mejores resultados que el Citrol K-Ultra.
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Fig. 17.- Reduccion de la actividad de Al-2 en a) S. Typhi y b) S. Typhimurium por efecto de la adicion de
extractos de plantas. CTR agua (bacteria mas agua destilada), CTR etoH (bacteria més etanol), CL (Citrus
limon), HS (Hibiscus sabdariffa), T1 (Tamarindus indica), LG (Lippia graveolens), CT (Citrol K-
Ultra).Los datos se presentan con + desviacion estandar.
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Fig. 18.- Ensayo de reduccion de los Al-2 de S. Typhiy S. Typhimurium con el 50% de la CMB de cada
extracto y sus respectivos controles de cultivos libres de células (autoinductores de Salmonella sin extracto
+ cepa reportera).

Fig. 19.- Bioluminiscencia de V. harveyi BB170. Ensayo para verificar la viabilidad de dicha cepa

reportera con los extractos, primera columna limén, segunda jamaica, tercera orégano, cuarta tamarindo.
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8. DISCUSION

En nuestros dias los patdgenos resistentes a antibidticos representan una gran
amenaza para la salud humana, por lo tanto se han buscado alternativas naturales, para
inhibir las infecciones microbianas. Por esta razon se ha encontrado que en muchas
ocasiones la produccion de factores de virulencia, depende de un fenémeno llamado
Quorum Sensing (QS), estableciéndose como un blanco o punto de ataque muy
importante para combatir eficazmente la virulencia bacteriana. Debido a dicho hallazgo
se han reportado que algunos extractos de plantas son capaces de inhibir o antagonizar
las moléculas involucradas en el QS, eliminando o reduciendo como consecuencia, la

patogénesis bacteriana.

En el presente estudio, se examinaron cuatro extractos de plantas, C. limon, H.
sabdariffa, T. indica y L. graveolens para determinar si poseen actividad contra QS de S.
Typhi y S. Typhimurium. Se ha establecido claramente que la virulencia de Salmonella
se debe en primera instancia a su capacidad de adherirse a la mucosa intestinal y
posteriormente otros procesos toman parte tal como la invasion a las células del
huésped, segregacion de toxinas y factores de virulencia como la formacién de
biopeliculas. Debido a esto, en este trabajo también investigamos la capacidad de estos
extractos de plantas para interferir con otros factores de virulencia, tales como movilidad
tipo swarming, y la formacion de biopeliculas. Ademaés investigamos la capacidad de
los extractos para inhibir la expresion de los autoinductores Al-2 de de Salmonella.

Nuestro trabajo evidenci6 la susceptibilidad de S. Typhi ATCC 19430 y S.

Typhimurium ATCC 14028 a los extractos de plantas (acuosos y etanolicos).

Se analizaron 35 plantas entre ellas hierbas, frutas y vegetales, para determinar su
capacidad de inhibir el crecimiento de cepas de Salmonella. De ellas, se seleccionaron

cuatro que mostraron la mayor capacidad inhibitoria y cuyo solvente de extraccion fuera
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etanol ya que el metanol, aunque es un muy buen solvente de extraccién, es muy toxico
y al utilizar estos extractos pudieran quedar trazas del solvente. Estudios previos han
demostrado que la extraccion etandlica ofrece un buen sistema de obtencion de
compuestos polifenolicos. Ademas, también se ha reportado que este solvente (etanol) es
facil de penetrar en las membranas celulares para extraer los ingredientes extracelulares
del material vegetal (Wang, 2010) y por consiguiente los compuestos aromaticos u
organicos saturados (como taninos, polifenoles, poliacetilenos, flavonoles, esteroles y
alcaloides) (Cowan, 1999). Nuestros resultados mostraron que los extractos de C. limon,
H. sabdariffa, T. indica, L. graveolens y el antimicrobiano comercial Citrol K Ultra
fueron capaces de inhibir el crecimiento de las ambas cepas de Salmonella.

Citrus limon es una planta nativa de Asia, una importante planta medicinal de la
familia Rutanaceae, es rica en acido citrico que le da un pH de 2 a 3 (Verma et al.,
2012). Es cultivada principalmente por su alcaloides, quienes tienen actividad anticancer
y potencial antibacteriano, en extractos crudos de diferentes partes (hojas, tallos y
flores). Se ha reportado al limon efectivo contra bacterias de significado clinico (Kawaii
et al., 2000).

En un estudio se expuso la actividad antibacterial del extracto etanolico de las
hojas de C. limon contra E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. Typhimurium y S.
aureus. Mediante el método de difusién en agar se encontré que E.coli fue la méas
susceptible a una concentracion de 200 mg/ml mientras que S. Typhimurium fue la

bacteria mas resistente entre los microorganismos probados (Pandey et al., 2011).

Los resultados de nuestros estudios concuerdan con los reportados sobre la
efectividad antibacterial de extractos acuosos, etandlicos y aceites esenciales de C. limon
y citricos contra especies de Salmonella (Javed et al., 2011; Dhanavade et al., 2011).En
la presente investigacion el extracto acuoso de C. limon (limén) obtuvo una CMB de 3.9
mg/ml, lo cual concuerda con lo reportado por Escobar et al., (2010) quienes
reportaron una CMB de 3 mg/ml con extracto etandlico contra E. coli O157:H7. Sin

embargo, en este trabajo encontramos concentraciones menores a aquellas reportadas
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por Valtierra-Rodriguez et al (2010) quienes encontraron una CMB de 8 mg/ml para
S. Typhi y S. Typhimurium. Estas variaciones pudieran ser debidas a diferencias en la
composicion quimica de los extractos, que dependen de varios pardmetros como
condiciones ambientales, periodo de recoleccion, procedimiento de deshidratacion,
almacenamiento y métodos de aislamiento. De acuerdo con lo reportado en los Gltimos
afios, la actividad antibacteriana de C. limon se le puede atribuir a la presencia de
flavonoides (Burt, 2004; Ortuno et al., 2006; Duthie and Crozier, 2000).

La céscara de frutas citricas es una fuente rica en glucésidos flavonoides,
cumarinas, B y Y-sitosterol y aceites volatiles segun Pandey et al., (2010). Los
flavonoides de citricos tienen un gran espectro de actividad bioldgica incluyendo
antibacterial, antifungica, anticancer y antiviral (Burt, 2004; Ortuno et al., 2006). Duthie
y Crozier en 2000, reportaron que la busqueda preliminar de los fitoquimicos del
extracto de C. limon, reveld la presencia de flavonoides, taninos, alcaloides, esteroides y
glucésidos. La presencia de flavonoides, taninos y alcaloides pudieran ser los
responsables de la actividad contra las bacterias patdgenas analizadas en este trabajo.
Los flavonoides pueden funcionar directamente como antioxidantes y eliminadores de
radicales libres, ademas tienen la capacidad de modular actividades enzimaticas e inhibir
la proliferacion celular. Los taninos presentes en el extracto pudieran poseer actividad de
unién a proteinas y por lo tanto pudieran interferir con muchas sustancias (Duthie amd
Crozier, 2000).

H. sabdariffa cominmente llamada Jamaica, se conoce por sus propiedades
gastrondmicas y por sus propiedades medicinales. Las hojas y tallos ya sean crudos o
cocidos son utilizados en ensaladas, como hierbas sazonadoras en salsas tipo “curries”
ya que esta planta tiene un sabor acido. El caliz fresco es consumido crudo en ensaladas,
es cocinado y utilizado como saborizante en pasteles etc., y empleado ademas en la
elaboracion de gelatinas, sopas, salsas y en encurtidos, pudines etc. Es también utilizada

para agregar color a tés herbales (Mungole et al., 2011).
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Los extractos de H. sabdariffa han  sido investigados como agentes
antimicrobianos por lo menos por 40 afios. Las primeras investigaciones fueron
realizadas por Sharaf et al. (1966), quienes encontraron que los extractos acuosos de
Jamaica evitaron el crecimiento de Pasteurella, Pseudomonas, Proteus y Streptococcus.
Hace algunos afios se estudio el efecto de extractos acuosos contra el crecimiento de P.
aeruginosa, Lactobacillus sp., Bacillus sp., y Corynebacterium sp., (Oboh et al., 2004).
Se ha encontrado que los extractos acuosos-metandlicos de los calices de jamaica tienen
actividad antibacteriana contra S. aureus, Bacillus stearothermophilus, Micrococcus
luteus, Serratia marscences, Clostridium sporogenes, E.coli, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas fluorescence (Olaleye, 2007).

Los resultados de nuestra investigacion demostraron concordancia con
reportados anteriormente (Sharaf et al., 1966, Oboh et al., 2004; Olaleye, 2007;
Mungole et al., 2011; Nwaiwy et al., 2012 y Zhang et al., 2011).

Mungole et al., (2011) demostraron la actividad antimicrobiana de las hojas,
tallos y raices de Jamaica encontrando que la mayor zona de inhibicién fue con los
extractos aceténicos de las hojas contra Proteus vulgaris (18.1mm), seguido del extracto
acuoso de las raices contra S. aureus (18mm) y E.coli (17.1mm). Los extractos
(realizados en éter de petrdleo, cloroformo, acetona, etanol y acuoso) de las hojas, tallos
y raices no mostraron actividad contra Pseudomonas, Salmonella sp, Rhodoccocci y
Bacillus sp. Nuestros resultados difieren con dicha investigacion, ya que en el presente
estudio encontramos que si inhibia el crecimiento contra S. Typhi (2.27 mm) y S.
Typhimurium (2.37 mm). Sin embargo, nuestros resultados concuerdan con los
reportados en el estudio de Nwaiwy et al (2012), en donde el extracto acuoso de dicha
planta mostro efectividad contra Salmonella, Shigella y Enterobacter a 0.2 mg/ml con

halos de inhibicién de 10 mm para Salmonella con el método de difusion en agar.

En otro estudio el extracto etanolico de las hojas de jamaica exhibid a
concentracion de 40 mg/ml elimind completamente a E. coli, S. Typhimurium y L.

monocytogenes después de 24 horas (Zhang et al., 2011). En nuestro trabajo,
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encontramos como CMB a 2.3 mg/ml para ambas cepas de Salmonella, concentracion

menor que las previamente reportadas.

Se han aislado 3 polisacéaridos solubles en agua de las flores de jamaica
polisacéridos neutrales compuestos de arabinanos y arabinogalactanos. Los calices son
ricos en &cido citrico y pectina (Muller y Franz, 1992). Zhang et al (2011) reportaron
alto contenido en flavonoides y acidos fenolicos presentes en el extracto de dicha planta,
también mencionaron que la actividad antibacteriana pudiera ser atribuida a la presencia
de dichos compuestos sin embargo deberd tomarse en cuenta los demés compuestos
presentes en la planta, ya que pudieran exhibir efectos sinérgicos, ademas del pH.

Cowan (1999) mencion6 que la actividad antimicrobiana debida a flavonoides
pudiera ser causada por su estructura, ya que estos tienen la habilidad de formar
complejos con las paredes bacterianas. EI mecanismo de accion puede ser por medio de
la inhibicidn de varios procesos celulares, seguido del incremento de la permeabilidad y
finalmente la pérdida de iones de las células bacterianas. Estos procesos incluyen la
inhibicion del transporte de electrones, translocacion de proteinas, fosforilacién, y otras
reacciones enzimaticas. Este autor ha sugerido que la accién antimicrobiana pudiera ser
atribuida a propiedades intrinsecas relacionadas con la permeabilidad de la superficie
celular.

El tamarindo (T. indica L) se ha utilizado por cientos de afios como planta
medicinal, sus frutos son la parte mas valiosa, los cuales han sido repetidamente
reportados como curativos en gran cantidad de farmacopeas. Las plantas producen una
buena cantidad de metabolitos secundarios, los cuales han beneficiado a la humanidad
en varias formas, incluyendo el tratamiento de enfermedades (Souza-Fagundes et al.,
2002). El tamarindo pertenece las dicotiledonias, familia Leguminosae y subfamilia
Caesalpiniaceae (Khanzada et al., 2008). En la presente investigacion se demostré la
efectividad del extracto etanolico de la pulpa del fruto contra S. Typhi y S.
Typhimurium. Nuestros resultados concuerdan con los estudios de Daniyan y
Muhammad (2008), y Gumgumjee et al (2012), al demostrar que los extractos etandlicos

producen fuerte actividad antibacterial. Esto pudiera deberse a que la mayoria de los
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compuestos activos identificados son aromaticos u organicos saturados y estos son
obtenidos con mayor frecuencia a través de la extraccion con etanol o metanol (Cowan,
1999).

Gumgumijee et al (2012), investigaron la actividad antimicrobiana de las hojas de
tamarindo usando solventes acuosos y organicos. El efecto méas pronunciado se mostré
con el extracto etandlico seguido de los extractos metanolicos y extractos con etil
acetato. La CMB y CMI menor fue observada contra K. pneumoniae y M. luteus, en
tanto que los maés resistentes fueron P. aeruginosa y S. aureus metilcilin resistente
(MRSA). Resultados similares han sido reportados por Daniyan y Muhammad (2008)
quienes demostraron que los extractos etanolicos producen una fuerte actividad contra el
crecimiento de E.coli, K. pneumoniae, Salmonella Paratyphi y P. aeruginosa. Los
extractos acuosos mostraron la menor actividad comparada con otros solventes. Sin
embargo, también se ha reportado que los extractos acetdnicos mostraron la mayor
actividad contra los organismos examinados, seguido del extracto etandlico y acuoso
(Doughari, 2006).

Nuestra investigacion mostré que la pulpa de tamarindo inhibié el crecimiento
de S. Typhi y S. Typhimurium. Esto concuerda con lo reportado por Dipali et al (2010)
quienes obtuvieron una CMB de 7.2 mg/ml para ambas cepas de Salmonella al
exponerlos a extracto etanodlico. Resultados similares fueron reportados por Doughari
(2006) quien reportd una CMB de 10 mg/ml y 8mg/ml para S. Typhi y S. Paratyphi
respectivamente. Nuestro extracto mostré halos de alrededor de 2 cm de inhibicion de
crecimiento para las cepas analizadas, las cuales fueron mucho menores a los reportados
por Ara e Islam (2009) (13.5 mm a 13 mm).

Se ha reportado en la literatura la presencia de agentes bioactivos en los extractos
etanolicos de las semillas de tamarindo tales como alcaloides, glicdsidos, glicosidos
cardiacos, flavonoides, saponinas (Ara e Islam, 2009), glicosidos flavonoidales, orientin
y vitexin (Gumgumjee et al., 2012). De manera similar Prajapati et al., (2006)

encontraron que la fruta y raices de T. indica son ricas en acido tartarico, acido citrico,
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acido malico, potasio, bitartarato, acido oxalico, vitexin, orientin, homororientin y
horedin. Se han encontrado metabolitos como flavonoides y otros polifenoles en las
hojas del tamarindo, y se tienen antecedentes de estos compuestos como agentes

antimicrobianos en muchas otras plantas (Shankar et al., 2005).

El mecanismo de accion de estos fitoquimicos podria ser via lisis celular,
compuestos que actuan incrementando la permeabilidad de la pared celular y membrana,
la inhibicion de la sintesis de proteinas y DNA y/o inhibiendo el transporte de nutrientes
a través de la pared celular o membrana (Stewart y Beswick, 1979; Sanchez, 2010),
perturbacion de la homeostasis celular e inhibicion de enzimas (Lambert, 2008). Ademas
la actividad biolégica mostrada, puede deberse no solo a un constituyente activo, sino a
la accion conjunta de diferentes compuestos presentes en la planta (Bai, 1990) y al pH
acido, debido a que la actividad de extractos es ligeramente incrementada a este pH. El
aumento de la actividad de los fitoconstituyentes en presencia de medio acidico ha sido

reportado anteriormente (Molan, 1992).

Lippia graveolens (orégano mexicano) es una planta de la familia Verbenaceae.
Es ampliamente utilizada en México como condimento en alimentos y como remedio
popular (Hernandez et al., 2003; Pascual, 2001).Se ha utilizado popularmente al orégano
para combatir diarrea vomito, indigestion y disenteria (Monroy and Castillo 2000,
Argueta et al., 1994)

Numerosos estudios se han llevado a cabo con extractos naturales y aceites
esenciales de orégano, los cuales han revelado la actividad bacteriostatica o actividad
bactericida (tanto en modelos en medios de cultivo liquido, como en matrices de
alimentos) en patdgenos como S. aureus, S. Typhimurium, S. Typhi, S. flexneri, E. coli,
P. aeruginosa, B. subtilis, B. thermospacta, P. fluorescens, S. liquefaciens, S. pyogenes,
entre otros, y hongos como R. leguminosarum, A. niger, A. flavus, Penicillium spp y
Candida albicans (Lambert et al., 2001; Caceres 1999).
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El orégano mexicano fue estudiado por Pozzattii et al (2008) a fin de analizar su
capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias y hongos. El tamizaje fitoquimico de
hojas de L. graveolens contiene: aceite esencial, glicosidos saponinicos, taninos y
triterpenos, celulosa y pigmentos y elementos minerales; la corteza y raiz contienen
glicdsidos saponinicos, aceite esencial y taninos. Las hojas contienen ademés flavonas y
lapachenol (Céaceres, 1999).

En la presente investigacion el extracto etandlico de orégano mostré una CMB de
0.3 mg/ml para ambas cepas. Salinas (2009) utilizé el mismo extracto y reporté una
CMI de 1mg/ml contra S. aureus y C. albicans y de 4 mg/ml contra S. faecalis. Como se
me menciond anteriormente el mecanismo de accion del orégano es muy probablemente
provocado por el dafio estructural y funcional sobre las membranas celulares debido a la

accion principalmente de los aceites esenciales timol y carvacrol.

La diferencia en la actividad antibacteriana y actividad anti-Quorum sensing
entre las especies de plantas, se deben a muchos factores que pueden influenciarla
calidad y cantidad del producto extraido, en particular la composicion del suelo, 6rgano
de la planta, fase del ciclo vegetativo y clima (Miguel et al., 2005; Angioni et al., 2006;
Figueiredo et al., 2008). Se ha reportado que los parametros basicos que influencian la
calidad de un extracto incluyen parte de la planta a utilizar, tamafio de particula, solvente

utilizado para la extraccion y procedimiento de extraccion. (Ncube et al., 2008).

Otro factor importante que puede influenciar los resultados obtenidos con los ya
reportados incluyen a la cepa del microorganismo analizado, concentracién del inoculo y

diferencias de susceptibilidad de las cepas (Davidson y Naidui, 2000; Hao et al., 1998).

Debido a que las caracteristicas fenotipicas tales como produccion de
biopeliculas, motilidad y produccion de pigmentos en muchas bacterias patogénicas son
regulados por (AHL) acilhomoserin lactonas mediadas por el sistema de QS, la
busqueda de compuestos naturales que inhiban dichos compuestos, se ha vuelto

imperativa para combatir la proliferacion y patogénesis de microorganismos.
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Aunque se han estudiado muchas propiedades antibacterianas, y antifingicas,
anti diarreicas de los extractos acuosos o etanolicos de C. limon, H. sabdariffa, T. indica,
L. graveolens, su capacidad de afectar el QS no ha sido reportado hasta hoy. Por esta
razén la presente investigacion pretendié demostrar la eficacia de dichos extractos
naturales de afectar el sistema de QS de S. Typhi y S. Typhimurium asi como factores de
virulencia (formacién de biopeliculas y motilidad swarming) relacionados con el QS.
Dicho estudio se llevd a cabo con el sistema de bioluminiscencia, empleando la cepa
biosensora Vibrio harveyi. Se ha reportado que cualquier compuesto capaz de inhibir las
moléculas autoinductoras sin la inhibicion del crecimiento bacteriano puede ser

considerado un inhibidor de QS prometedor.

Las furanonas halogenadas producidas por el alga Delisea pulchra, asi como
furanonas sintéticas y otros compuestos como el &cido elagico, acido tanico y galato de
epigalocatequin han mostrado inhibicion del QS en cepas biomonitoras de E. coli y P.
aeruginosa (Huber et al., 2004).se han reportado como fuertes inhibidores de los
autoinductores Al-1 y Al-2 mediados por el sistema QS. Asi también, extractos
naturales de plantas de frutas incluyendo frambuesa, arandano azul, zarzamora,
arandano y uva, ademas de hierbas como jengibre, col rizada y cUrcuma, exhibieron

moderada inhibicién de los procesos controlados por QS (Vattem et al., 2007).

En el presente estudio, los extractos crudos de C. limon, H. sabdariffa, T. indica,
L. graveolens afectaron la actividad QS demostrado por la disminucion de la molécula
Al-2 cuando se agregaron concentraciones menores a las CMBs. Estos resultados
concuerdan con los reportados por Girennavar et al (2008) quienes utilizaron jugo de
toronja y encontraron compuestos con actividad anti-QS. Dos furocumarinas, las
bergamotinas e hidroxibergamotinas fueron aisladas del jugo de toronja por separado en
donde ambas mostraron tener fuerte actividad inhibitoria de Al-1 y Al-2 con alrededor
de 95% de de reduccion.
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Asi también Adonizio et al (2008), encontraron una reduccién de factores de
virulencia mediados por QS en P. aeruginosa al exponerse a extractos de varias plantas
del Sur de Florida. Las plantas de este estudio demostraron 35 a 46% de reduccién de la

produccion de moléculas AHL.

Rasmussen y Givskov (2006) han propuesto que el proceso para lograr la
reduccion o inhibicion de los sistemas de QS es por medio de diferentes mecanismos: 1)
impedir la produccion del compuesto sefial, 2) inactivar el compuesto sefial por medio
de interaccién directa 6 3) unién competitiva (o interferir con) los receptores de QS en la
bacteria. Adicionalmente, Adonizio (2008) estableci6 que ademas, esta el mecanismo de
mimetismo de la sefial, como en el caso de las furanonas. Otros mecanismos reportados
incluyen la degradacién por medio de proteinas como lactonasas y acilasas, union de
sefiales, la inhibicion de sistemas de regulacion genética, o la interrupcion de genes de

virulencia.

En nuestro trabajé no se realiz6 el analisis de compuestos presentes en las
plantas, por lo que es recomendable el analisis fitoquimico completo, sin embargo los
resultados encontrados de alguna forma nos sugieren que los extractos pudieran estar
causando el efecto de reduccién/inhibicion debido a distintos mecanismos, logrando de

alguna forma interferir con los autoinductores Al-2 que produce Salmonella.

Existe evidencia que los AHL mediados por QS son moléculas cruciales en la
maduracion de las biopeliculas (Hammer and Bassler, 2003), se ha reportado que este
proceso de comunicacion, dependiente de AHL juega el papel principal en la formacion
de éstas. Por lo tanto la reduccién del QS puede prevenir potencialmente la maduracion
de dichas biopeliculas. Se ha demostrado que los aceites esenciales de una gran cantidad
de plantas pueden afectar su formacion y su estructura. Rasmussen et al., (2005) reportd
que la exposicion de P. aeruginosa a extractos de ajo y tobramicina produjo una

disminucion de la produccion de las mismas.
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En nuestros ensayos también encontramos una reduccion de la formacion de
biopeliculas al agregar los extractos de plantas, siendo dicha reduccion dosis
dependiente. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Girennavar et al
(2008) quienes indicaron que tanto el jugo completo de toronja Rio Red, asi como dos
bergamotinas aisladas, mostraron una inhibicion considerable de las biopeliculas en E
.coli O157:H7, S. Typhimurium y P. aeruginosa. De manera similar se reporto niveles
de reduccion del 41 al 89% de la formacidn de biopeliculas de P. aeruginosa al exponer

con las plantas del sur de Florida (Adonizio et al., 2008).

Sibiya et al., (2011) han sugerido que tratamientos con extractos naturales
podrian causar la formacion de biopeliculas débiles debido a la reduccion de la adhesion
y formacion de microcolonias. Esto se ha basado en estudios previos en donde se ha
observado que extractos de hierbas culinarias y de otras plantas han sido capaces de
inhibir la adhesion celular (Sandassi et al., 2009).

El swarming es el movimiento mediado por flagelos por el cual las bacterias
pueden esparcirse como biopeliculas sobre una superficie. Este fendmeno es considerado
como factor de virulencia debido a que esta involucrado en la formacién de biopeliculas
a través de translocacion de células, por la expresion de biosurfactantes. La expresion de
estas moléculas es mediadas por las AHL dependientes del sistema de QS (Daniels et
al., 2004). Sin embargo, cualquier compuesto que inhiba la produccién de
biosurfactantes y la motilidad swarming se espera que como consecuencia interfiera con
el QS y la regulacion de la formacion de biopeliculas (Sibiya et al., 2011).

En el presente estudio los extractos de C. limon, H. sabdariffa, T. indica, L. graveolens
Disminuyeron la movilidad tipo swarming de S. Typhi y S. Typhimurium de manera
dosis dependiente.

Reportes previos han indicado una reduccion de la formacion de biopeliculas y
movilidad tipo swarming en Bacillus subtilis cuando se encontraba en presencia de
furanonas, concluyéndose que estas moléculas tienen potencial para controlar el

comportamiento multicelular de bacterias Gram positivas (Ren y Wood, 2002). Esto
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también fue observado con otros extractos de diversas plantas o hierbas y sus frutos
(Vattem et al., 2007).

La mayoria de los resultados encontrados en este trabajo concuerdan con los
mostrados por Khan et al., (2009) en donde se reportd una reduccion de la movilidad
tipo swarming del 78% en presencia del aceite de clavo en P. aeruginosa PAOL.
Igualmente, Sibiya et al., (2011) reportaron que la adicion del extracto de Caparis
spinosa (alcaparra) produjo una disminucion dosis dependiente en E. coli, S. marcescens
y P. mirabilis. Este mismo efecto fue observado por extractos de brocoli en E. coli
O157:H7 (Lee et al., 2011).

Nuestros resultados sugieren que los efectos inhibitorios de los extractos en la
formacion de biopeliculas y motilidad tipo swarming estan asociados a la reducida
produccion de Al-2, tal y como lo reportan Kang-Mu Lee et al., (2009). La incapacidad
de las cepas para moverse por la movilidad tipo swarming podria ser el resultado de una
reducida produccion de biosurfactantes (Daniels et al., 2004) o a la inhibicion de la

sintesis de proteinas (Li et al., 1993).

En sintesis, la hipotesis planteada se acepta debido a que los compuestos
naturales analizados fueron capaces de reducir el QS y algunos factores de virulencia

como son formacion de biopeliculas y movilidad tipo swarming.
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9. CONCLUSIONES

Los extractos acuosos de C. limon e H. sabdariffa, y los extractos etanélicos de
T. indica y L. graveolens poseen un efecto contra el crecimiento de S. Typhi y S.

Typhimurium, siendo el extracto de L. graveolens el mas efectivo para ambas cepas.

Concentraciones mas bajas que las CMB encontrados (25 0 50%) de los extractos

no afectaron significativamente el crecimiento de S. Typhi y S. Typhimurium.

La formacion de biopelicula por las cepas de Salmonella fue reducida con los
extractos de plantas utilizados de manera dosis dependiente.

La movilidad tipo swarming de las cepas de Salmonella fue reducida con los

extractos de plantas utilizados de manera dosis dependiente.

Los extractos de C. limon, H. sabdariffa, T. indica y L. graveolens demostraron
la capacidad de reducir la actividad de la molécula autoinductora (Al-2) de ambas cepas

de Salmonella de manera dosis dependiente.
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10. PROSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Purificar e investigar los compuestos activos de los cuatro extractos probados y
su estructura quimica.

Estudiar el efecto de los extractos en la produccion de exopolisacéridos (EPS).
Estudiar los genes de Salmonella que intervienen en el QS 'y factores de
virulencia (formacion de biopeliculas y swarming).

Estudiar la reduccién de la expresion de los genes de QS, la reduccion de las
moléculas sefial y el efecto final en la produccion de factores de virulencia.
Investigar y comparar el efecto de las autoinductores de Salmonella frente a las
furanonas con el efecto de nuestros extractos.

Investigar los mecanismos de inhibicion del QS de cada extracto.

Investigar el efecto antimicrobiano y anti-QS de los extractos utilizados con otras
bacterias patdgenas.

Realizar ensayos clinicos in vivo con organismos huésped (Caenorhabditis
elegans), investigando la toxicidad, para determinar la inhibicion del QS e
infectividad.

Demostrar la efectividad de los extractos purificados o la mezcla de éstos en el
ambito industrial, ambiental y clinico, como conservadores o terapéuticos, para

combatir la patogénesis bacteriana.
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Resultados de viabilidad microbiana de las dos cepas de Salmonella empleando las
concentraciones subletales o subinhibitorias de cada extracto y el control comercial.

APENDICE 1

TRATAMIENTO S. Typhi S. Typhimurium
UFC/ml +DE UFC/ml +DE
Control bacteria 2.38 x10° £ 5.77 x 10° 2.38 x10°+ 4.79 x 10°
CTR agua 2.50 x10°+ 2.04 x 10° 1.60 x10° + 6.52 x 10°
CTR etanol 1.26 x10° + 8.64 x 10° 2.67 x10°+ 2.08 x 10°
Citrus limon 25% 2.79x10°+ 1.78 x 10° 2.19x10°+ 1.13x 10°
Citrus limon 50% 2.50 x10° + 2.04 x 10° 5.00 x10" + 2.18 x 10’
Hibiscus sabdariffa 25% | 2.94 x10°+1.99 x 10° | 3.90 x10°+ 1.52 x 10°
Hibiscus sabdariffa 50% | 1.0 x10° + 3.78 x 10° 2.31 x10° + 1.93 x 10®
Tamaridus indica 25% 7.50 x10°+ 3.78 x 10° 2.06 x10°+ 1.12 x 10°

Tamaridus indica 50%

1.79 x10%+ 1.29 x 108

8.14 x10° + 4.73 x 10’

Lippia graveolens 25%

Lippia graveolens 50%

1.00 x10%+ 7.75 x 10°
2.93x10%+1.79 x 108

6.29 x10°+ 2.56 x 10°
2.00 x10% + 7.07x 10’

CITROL K-Ultra 25%
CITROL K-Ultra 50%

1.43 x10° + 4.21 x 10°
4.15 x10%+ 2.04 x 108

5.06 x10%+ 2.11 x 10°
3.06 x10% + 1.98 x 108

CTR: control

+DE: desviacién estandar
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APENDICE 2

Resultados de porcentaje de inhibicion de la formacion de biopeliculas de las cepas de
Salmonella, empleando las concentraciones subletales de los extractos naturales y el

control comercial.

TRATAMIENTO S. Typhi S. Typhimurium
% Inhibicion £ | % Inhibicion +
DE DE

de biopeliculas de biopeliculas
CTR agua 3.33+2.89 418 +2.70
CTR etanol 471 +3.64 542+17
Citrus limon 25% 16.18 + 3.34 11.60 + 2.10
Citrus limon 50% 49.51 +4.89 25.57 +£3.80
Hibiscus sabdariffa 25% 25.60 £3.70 17.37 £ 5.00
Hibiscus sabdariffa 50% 59.20 £3.33 52.92 £5.30
Tamaridus indica 25% 26.53 £4.76 20.28 £5.00
Tamaridus indica 50% 49.26 + 4.49 52.38 £ 6.50
Lippia graveolens 25% 24.61 + 3.53 20.64 + 4.40
Lippia graveolens 50% 46.53 + 3.82 49.60 + 6.00
Citrol K-Ultra 25% 69.54 + 3.90 54.87 + 3.00
Citrol K-Ultra 50% 94.79 + 3.69 91.94 +5.10

CTR: control

+DE: desviacién estandar
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APENDICE 3

Resultados de porcentaje de inhibicion del swarming de las cepas de Salmonella,
empleando las concentraciones subletales de los extractos naturales y el control

comercial.
TRATAMIENTO S. Typhi S. Typhimurium
% Inhibicion * % Inhibicion £
DE DE
del swarming del swarming
CTR agua 0.71 £ 0.65 0.59 £ 0.69
CTR etanol 1.65+1.34 2.36 + 0.02
Citrus limon 25% 93.84 £1.01 93.18 £ 0.53
Citrus limon 50% 94.31+1.02 94.66 + 0.67
Hibiscus sabdariffa 25% 92.66 + 0.87 93.47 £1.53
Hibiscus sabdariffa 50% 93.46 + 0.96 94.06 + 1.00
Tamaridus indica 25% 0.95+0.99 6.50 + 2.46
Tamaridus indica 50% 89.81+1.10 81.03 £ 3.85
Lippia graveolens 25% 92.84+1.00 92.88 + 1.68
Lippia graveolens 50% 93.60 £ 0.64 93.18+1.13
Citrol K-Ultra 25% 92.89+£1.43 88.52 £ 0.98
Citrol K-Ultra 50% 94.78 +£ 0.68 90.30 £ 2.20

CTR: control

+DE: desviacién estandar
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APENDICE 4

Resultados de porcentaje de inhibicion de la actividad de las moléculas Al-2 de las cepas
de Salmonella, empleando las concentraciones subletales de los extractos naturales y el

control comercial.

TRATAMIENTO S. Typhi S. Typhimurium
% Inhibicion £ % Inhibicion £
DE DE

actividad de Al-2 | actividad de Al-2
CTR agua 760+21 39014
CTR etanol 11.91+45 8.60 £ 3.2
Citrus limon 25% 40.59 £ 3.5 38.06 +2.1
Citrus limon 50% 98.92+0.8 99.08 £ 0.3
Hibiscus sabdariffa 25% 51.56 + 4.6 57.05+5.2
Hibiscus sabdariffa 50% 99.22+0.6 97.91£ 0.3
Tamaridus indica 25% 26.73 £ 4.7 30.78 £4.9
Tamaridus indica 50% 4281 +4.1 39.42+16
Lippia graveolens 25% 36.27 £5.1 42.17+2.8
Lippia graveolens 50% 97.09+1.3 95.13+1.3
Citrol K-Ultra 25% 94.13+2.3 93.51+23
Citrol K-Ultra 50% 9450+1.38 95.07£ 2.4

CTR: control

+DE: desviacién estandar
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