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RESUMEN

Escherichia coli patogénica es uno de los principales microorganismos causantes
de enfermedades gastrointestinales capaz de desarrollar biopeliculas (comunidades
de bacterias que viven fijandose a las superficies) en productos como carne de res,
vegetales y agua. Este hecho facilita la contaminacién, sobrevivencia y prevalencia
del patégeno en estos productos. Actualmente se ha visto que E. coli 0157:H7 forma
biopeliculas sobre alimentos en los cuales anteriormente no proliferaba; y debido a
que éstas son dificiles de erradicar y presentan resistencia a la mayoria de los agentes
desinfectantes, los productos alimenticios pueden llegar a los consumidores con un
alto nivel de contaminacion, trayendo consigo un auge en los brotes de infecciones
causadas por este microorganismo. En esta investigacion se evalud la actividad
antimicrobiana de diversos extractos de plantas comestibles y mezclas de los mismos
sobre el crecimiento y la formacién de biopelicula por E. coli O157:H7; se
seleccionaron dos plantas las cuales tuvieron una concentracion minima bactericida
(CMB) de 3 y 1.5 mg/ml respectivamente. Se probaron concentraciones subletales
(25, 50 y 75% del CMB) de estos extractos sobre la viabilidad bacteriana y no
encontramos ningun efecto inhibitorio del crecimiento; sin embargo, produjeron una
disminucion de la formacion de biopelicula. Se analizaron mezclas de estos
extractos, encontrando que la formacion de biopelicula se vio disminuida
dependiendo de la concentracion de extracto utilizada. Entre los grupos quimicos
presentes en los extractos destacaron los flavonoides y taninos, los cuales pudieran
ser los responsables del efecto antimicrobiano e inhibidor de biopelicula producida
por E. coli O157:H7.



ABSTRACT

Pathogenic Escherichia coli are major gastrointestinal disease-causing
organisms capable of developing biofilms (communities of bacteria usually attached
to surfaces) in products such as meat, vegetables and water. Biofilms facilitates the
contamination, survival and prevalence of the pathogen in these products. E. coli
0157: H7 biofilms are difficult to eradicate and are resistant to most disinfectants.
Comsumers adquiring food products with high levels of contamination are at risk of
infections caused by this organism. In this study the antimicrobial activity of
different extracts of edible plants and mixtures was evaluated on the growth and
biofilm formation of E. coli O157: H7. Two plants were selected which had a
minimum bactericidal concentration (MBC) of 3 and 1.5 mg/ml respectively.
Sublethal concentrations were tested (25, 50 and 75% of the MBC) of these extracts
on bacterial viability and no inhibitory effect was found on growth, however, a
decrease in biofilm formation was produced. Mixtures of these extracts were
analyzed, and found that biofilm formation was decreased depending on the
concentration of extract used. Among the principal chemical groups present in the
extracts flavonoids and tannins were detected, which could be responsible for the

antimicrobial effect and inhibition of biofilms produced by E. coli O157: H7.



1. INTRODUCCION

El consumidor juega un importante papel en la demanda de productos
alimenticios. Ultimamente la demanda ha aumentado con respecto a los productos
“naturales”, libres de aditivos sintéticos, lo cual ha llevado a la busqueda de
antimicrobianos naturales a fin de validar cientificamente el uso y aplicacion de

compuestos alternativos para el control de patdgenos contaminantes de alimentos.

Entre este tipo de compuestos se han estudiado a los extractos de plantas, debido
a su bajo costo y mayor disponibilidad en el mercado. En base a esto, el campo de
aplicacion es muy grande, ya que se estima que se han aislado s6lo alrededor de
12,000 compuestos procedentes de organismos vegetales, lo cual constituye
aproximadamente a sélo el 10% de los metabolitos secundarios existentes en plantas
superiores. Los compuestos quimicos mas importantes con actividad antimicrobiana,
obtenidos de plantas incluyen a fenoles simples, quinonas, taninos, cumarinas,

flavonas y alcaloides (Domingo y Lépez, 2003).

E. coli O157:H7 fue el primer patégeno identificado como responsable de dos
brotes de colitis enterohemorragica en 1982 (Ryu and Beuchat, 2005), en los cuales
la carne de res mal cocida fue implicada como vehiculo principal del patégeno. Sin
embargo, otros brotes han sido asociados con el consumo de rabanos, alfalfa,

lechuga y jugo de manzana no pasteurizado (Ryu and Beuchat, 2004).



Se conoce que E. coli O157:H7 forma una biopelicula compuesta de células
embebidas en una matriz de exopolisacéaridos (EPS) y adheridas a una superficie
inerte. Estos EPS son responsables de brindar proteccion a las células contra el estrés
ambiental (Frank, 2003; Weiner et al., 1995). Las biopeliculas se pueden formar en
las superficies de los contenedores usados para cosechar, transportar y vaciar
alimentos a distintos niveles (Costerton, 1995; Blackman and Frank, 1996; Gabis and
Faust, 1988); ademas de crecer sobre las superficies de los alimentos (Carmichael et
al., 1999; Cooley et al., 2003; Fett, 2000).

Existen reportes sobre compuestos naturales con actividad inhibitoria de
biopelicula, entre los que podemos mencionar al extracto acuoso de Ballota nigra y
el extracto etandlico de Junglans regia (nuez), los cuales inhiben la formacion de

biopelicula de S. aureus.

En este estudio se determinaron las propiedades inhibitorias del desarrollo de la
biopelicula producida por E. coli O157:H7 mediante extractos de plantas
comestibles; asi como la identificacion de grupos funcionales que pudieran ser

responsables de la actividad antimicrobiana e inhibitoria de biopelicula.



2. HIPOTESIS

Algunos extractos de plantas son capaces de inhibir la formacion de la
biopelicula de E. coli O157:H7 in vitro.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.
Establecer el efecto inhibitorio de extractos de plantas sobre la formacion de
biopelicula por E. coli O157:H7.



3.2 Objetivos particulares.

1.

Determinar la efectividad de extractos de plantas sobre la viabilidad de E.
coli O157:H7.

Establecer la CMB (Concentracién Minima Bactericida) de los extractos mas
activos contra la E. coli O157:H7.

Determinar el efecto inhibitorio de los extractos de plantas seleccionados
contra la formacion de biopelicula de E. coli O157:H7.

Analizar mezclas de los extractos mas efectivos sobre la viabilidad de E. coli

0157:H7 y la formacidn de biopelicula.

Determinar los principales grupos quimicos presentes en los extractos que

mostraron actividad inhibitoria del crecimiento de E. coli O157:H7.



4.  ANTECEDENTES

4.1 Enfermedades transmitidas por alimentos.

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) de origen microbiano, son
causadas por el consumo de agua o alimentos contaminados por microorganismos
patdgenos, o sus toxinas. La contaminacion de los alimentos puede ser enddgena, o
bien ocurrir en algin punto de su transformacion por tanto, el agente etiologico debe
estar presente en los animales, vegetales o medio ambiente donde se almacena,

maneja o procesa dicho alimento (Parrilla et al., 1993).

Generalmente los microorganismos patdgenos contaminan los alimentos en
pequefias cantidades, y deben de encontrar en ellos las condiciones adecuadas para
sobrevivir y multiplicarse hasta alcanzar los niveles necesarios para ser infectantes o

producir la suficiente toxina para causar la enfermedad (Parrilla et al., 1993).

En los Estados Unidos, los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC/EUA) hicieron un andlisis de la informacion de mdaltiples
sistemas de vigilancia y estimaron que tan solo en ese pais se producen 76 millones
de casos de ETAs, 325,000 hospitalizaciones y 5,020 muertes por afio (CDC, 1999).



4.2 Generalidades de los tipos patogénicos de E. coli.

E. coli es una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, y fue
primeramente descrita hace mas de 100 afios, por Theodore Escherich (Griffin and
Tauxe, 1996). Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, no formador de
esporas. Tiene la habilidad de fermentar una variedad de azlcares, pero la
fermentacién de la lactosa con produccion de acido y gas es caracteristica (Feng,
2001).

E. coli, es un habitante normal del tracto digestivo de todos los animales,
incluyendo a los humanos. Ademas esta bien documentada que su presencia es
benéfica para el cuerpo, ya que ayuda en la sintesis de vitaminas; ademas de que
compite con las bacterias patogenas presentes en el agua y alimentos ingeridos
(Feng, 2001). Sin embargo, existe una pequefia cantidad de cepas que son patdgenas

para el hombre (Nataro and Kaper, 1998).

En relacion con su estructura antigénica, E. coli presentan antigenos somaticos
(O), capsulares (K), flagelares (H) y en las fimbrias (F) (Edwards and Ewing, 1972;
Lior, 1996)). Una combinacién especifica de antigenos O y H definen el serotipo) al

que pertenece el organismo (Whittam et al., 1993).

Las cepas patdgenas estan agrupadas en seis grupos patogénicos: a) E. coli
enterotoxigénica (ECET), b) E. coli enteroinvasiva (ECEI), c) E. coli enteropatdégena
(ECEP), d) E. coli enterohemorragica (ECEH), e) E. coli enteroagregativa (ECEAgQ)
y f) E. coli enteroadherente-difusa (ECAD).

a) E. coli enterotoxigénica (ECET). Este grupo se caracteriza por ocasionar diarrea
en personas que estuvieron en paises en desarrollo (diarrea del viajero). Esta
bacteria se caracteriza por la produccion de enterotoxinas, las cuales inducen la
secrecion de agua y electrolitos dentro del lumen intestinal, de manera similar a

V. cholerae. Las enterotoxinas son del tipo termo labil (LT) y termoestable (ST),



b)

d)

10

y colonizan a nivel del intestino delgado mediante adhesinas fimbriales; por lo

que esta bacteria no es invasiva (Darfeuille-Michaud, 1990).

E. coli enteroinvasiva (ECEI). Esta bacteria causa la disenteria bacilar, con un
cuadro similar al provocado por Shigella, la cual comparte genes de virulencia
con E. coli. ECEI puede invadir y proliferar en las células epiteliales de la
mucosa del colon, llegando a matar las células. Clinicamente se caracteriza por
la presencia de sangre y moco en las heces, acompafiado de calambres
abdominales, vémito, fiebre y malestar general en los pacientes infectados
(Griffin, 1995).

E. coli enteropatdgena (ECEP). Es el grupo causante del mayor indice de casos
de diarrea infantil en los paises en desarrollo. Se caracteriza por la produccion de
la proteina intimina, una adhesina tipo no fimbrial la cual media la adhesion a la
mucosa intestinal. Causa diarrea acuosa o sanguinolenta, la cual se asocia a la
adhesion (Nisa, 1998). Produce caracteristicas histopatoldgicas similar a la
ECEH, conocida como lesion de fijacion y borramiento; la cual es esencial para

una completa patogenicidad (Frankel, 1998; Hartland, 1999).

E. coli enterohemorragica (ECEH). Las caracteristicas clinicas de este grupo
incluyen nauseas, dolor abdominal, diarreas, colitis hemorragica, sindrome
urémico hemolitico y trombocitopenia parpura. Producen verotoxinas las cuales

son el factor de virulencia mas importante.

E. coli enteroagregativa (ECEAQQ). Este grupo se asocia con la diarrea aguda y
persistente en nifios. Esta bacteria no secreta enterotoxinas y se caracteriza por la
produccién de una estructura denominada fimbria de adherencia agregativa, la
cual al adherirse a las células intestinales induce un acortamiento de las
vellosidades, necrosis hemorragica y una respuesta inflamatoria, produciendo
una estimulacion de la secrecion mucosa manifestada por diarrea acuosa con
moco Y fiebre (Griffin, 1995).

E. coli adherente-difusa (ECAD). Estudios recientes involucran a esta cepa

como el agente causal de diarreas en nifios; en donde la susceptibilidad a este
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patdgeno es edad dependiente (Baqui et al., 1992). Este grupo se caracteriza
clinicamente por la presencia de diarrea acuosa sin sangre o leucocitos fecales
(Poitrineau et al., 1995).

4.3 E. coli O157:H7.

E. coli O157:H7 pertenece al grupo de las ECEH, es fenotipicamente Unica, ya
que no fermenta el sorbitol (SOR) en 24 hr y es negativa para la actividad de f-
glucoronidasa (GUD) (Feng, 2001).

E. coli O157:H7 fue primeramente reconocida como un patdégeno entérico en
1982. Desde entonces ha sido bien caracterizada en los laboratorios como el causante
de diarreas, colitis hemorragicas, y complicaciones como el sindrome urémico
hemolitico (HUS) y la trombocitopenia trombotica purpurea en nifios y en otros

grupos de individuos susceptibles (Ryu and Beuchat, 2005).

Durante el 2006, se reportaron multiples brotes en Estados Unidos provocados
por este serotipo, entre los que destacan los reportados en 26 estados de EUA, ligado
al consumo de espinacas, produciéndose 205 casos confirmados, 103 pacientes
hospitalizados, en donde el 30% desarrollaron HUS y 3 muertes. En noviembre de
ese mismo afio, el CDC reporté un nuevo brote ligado al consumo de lechuga que
abarco estados de ese pais, en donde de 71 casos confirmados, 53 (74%) pacientes
tuvieron que ser hospitalizados y 8 (15%) desarrollaron HUS. Una caracteristica de
los serotipos O157:H7 aislados de estos brotes fue que presentaron alta resistencia a
condiciones de estrés y tenian la capacidad de formacion de biopelicula (Uhlich et
al., 2008).
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Desafortunadamente los brotes producidos por este microorganismo son
relativamente frecuentes. En julio del 2008 se reportd la presencia de un multibrote
asociado a E. coli O157:H7, en donde 49 casos fueron confirmados y todos fueron
involucrados al consumo de carne molida de la marca Kroger® Beef (CDC, 2008).
Posteriormente, en junio del 2009 se reportaron 72 personas infectadas por esta
bacteria, las cuales involucraban el consumo de masa para galletas pre envasada y
refrigerada de la marca Nestlé Toll House. Un mes después, fueron reportados 17
casos de infecciones confirmados, en donde el vehiculo de contaminacion fue la
carne de res de la compafiia JBS Swift Beef (CDC, 2009).

En octubre del 2009, se produjo en Estados Unidos un brote provocado por el
consumo de productos carnicos de la granja Fairbank contaminados con E. coli
0157:H7; el cual afect6 a 25 personas, de las cuales 16 requirieron hospitalizacion, 3
desarrollaron HUS (Sindrome urémico hemolitico) y 2 pacientes murieron (CDC,
2009).

En los Gltimos afios se ha reportado a E. coli O157:H7 como una de las bacterias
méas frecuentes aisladas de muestras de rutina, incluso mas que Shigella spp.,
ocupando el segundo de los tres mas frecuentes patdgenos aislados después de

Campylobacter y/o Salmonella spp. (Griffin, 1995; Park et al., 1994).

El principal factor de virulencia, que define al grupo de E. coli
enterohemorragica es la produccion de Shiga-toxinas, de la cual existen dos tipos
Stx; y Stx, (Beutin et al., 2004; Smith and Fratamico, 2005); estas citotoxinas son
esencialmente idénticas tanto genética como proteicamente a la Stx producida por
Shigella dysenteriae. Se ha establecido que la Stx es el factor detonante que conduce
a cuadros muy severos, complicaciones e incluso la muerte (Calderwood et al., 1996;
Karmali et al., 1996; O’Brien and Holmes, 1987, 1996; O’Brien et al., 1992; Sears
and Kaper, 1996; Tesh and O’Brien, 1991).
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Ademaés, se ha establecido que E. coli O157:H7 es mas sensible al calor que
Salmonella cuando se encuentra en bajos niveles en carne. Su crecimiento éptimo es
de 37°C, sin embargo el rango de temperatura en donde puede crecer varia entre 8 a
10°C (Buchanan and Doyle, 1997).

E. coli O157:H7 se adhiere a los enterocitos de humanos y lesiona sus
microvellosidades. La secuencia del proceso patogénico segun los conocimientos
actuales involucra la adherencia laxa al enterocito mediante la fimbria, seguida de
adherencia intima y finalmente lesion de la pared del enterocito por produccion de la
proteina intimina y posterior liberacion de verotoxina. La dosis infectante minima es

baja; se estima entre 10° y 10 bacterias (Margall et al., 1997).

Las caracteristicas clinicas de la infeccion por E. coli O157:H7 involucra un
cuadro clinico de enteritis hemorragica afebril, asociada con frecuencia a dos graves
complicaciones, el sindrome urémico hemolitico (SHU) y la purpura trombotica
trombocitopenica (PPT) (Margall et al., 1997), provocando también en ocasiones

brotes epidémicos importantes (Griffin et al., 1991).

La infeccion se transmite via fecal —oral y el vehiculo més frecuente es la carne
de bovino, fundamentalmente cuando estdn mal cocidas. También se han
documentado como vehiculos de este patogeno la carne de pavo, salami, leche,
yogurt, mayonesa, ensaladas, vegetales crudos y agua (Griffin et al., 1991). Puede
ocurrir contaminacion cruzada en las plantas procesadoras de alimentos y durante el
subsecuente manipuleo y preparacion de éstos, resultando en un alto rango de

alimentos que han sido implicados en brotes de infeccion (Mead et al., 1999).

E. coli O157:H7 es resistente a las temperaturas extremas y a los acidos débiles.
La atomizaciébn de 4cidos calientes ha demostrado ser inefectiva para la
descontaminacion de carnes. EI mecanismo de tolerancia a los acidos parece estar
asociado con las proteinas que pueden ser inducidas por la pre-exposicion de la

bacteria a condiciones acidas (Doyle et al., 1997).



14

4.4 Produccion de biopelicula.

Una biopelicula puede ser definida como una comunidad bacteriana de células y
polimeros extracelulares que viven fijandose una a otra y a superficies (Costerton,
1995). La fijacion y formacién de biopelicula por patdgenos y microorganismos
esporulados en plantas procesadoras son importantes para la salud pdblica y estan
relacionadas con contaminacion cruzada de alimentos (Holah et al., 1990; Jones,
1994; Sommer, 1999).

Las superficies en las que se puede desarrollar la biopelicula en las plantas de
alimentos incluyen el acero inoxidable, aluminio, vidrio, materiales de nylon y teflon
(Deibel; 2000). La capacidad de unirse depende de las proteinas especificas de su

cubierta y de los apendices motrices (Pederson, 1990)

Las biopeliculas bacterianas son estructuras complejas de una arquitectura
dinamica, las cuales se desarrollan en algunas superficies bioticas y abidticas. Pueden
estar formadas por organismos de la misma especie o especies diferentes. Ambas son
consideradas la forma de vida ubicua mas abundante en la naturaleza (Cordula et al.,
2006).

La biopelicula bacteriana comienza a formarse cuando una célula individual se
une inicialmente a una superficie. La capacidad de la célula para realizar este
contacto inicial depende de factores ambientales como la temperatura y el pH, y de
factores genéticos que codifican para funciones motrices, sensibilidad ambiental,
adhesinas y otras proteinas (Piera Serra, 2003). Reportes previos han demostrado que
el flagelo juega un papel importante en la formacién temprana de biopelicula en

diversas bacterias Gram negativas (Lemon et al., 2007).

Después de la union inicial, la célula empieza a crecer y a esparcirse sobre la
superficie formando una monocapa, compuesta de microcolonias. Mientras tanto, las
células cambian su comportamiento y dan lugar a una compleja arquitectura de la

biopelicula madura. EI més evidente de estos cambios es la produccion de una matriz
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de exopolisacéridos (EPS) que adhiere a todo el conjunto. Mientras la biopelicula va
creciendo suceden otros cambios. Si las condiciones ambientales lo permiten, se
puede extender hacia areas no infectadas o liberar algunas células, que recuperan las
cualidades planctonicas originales (Costerton, 1995; O’Toole, 2000; Kraigsley et al.,
2002).

Se han identificado cinco fases en la formacion de biopeliculas: 1) Adsorcion
reversible de la bacteria a la superficie, 2) Union irreversible, 3) Primera fase de
maduracion con crecimiento y division de las células individuales, 4) Segunda fase
de maduracion con produccion del exopolimero, y 5) Desarrollo final de la colonia
con dispersién de células colonizadoras (Figura 1. Danese et al., 2000).

Figura 1. Etapas en el proceso de formacion de una biopelicula bacteriana.

La composicion del exopolimero es poco conocida, pero consta de polisacaridos
o glicoproteinas de diversos azlcares, como glucosa, fructosa, manosa, N-
acetilglucosamina y otros. También puede contener proteinas libres, fosfolipidos y

acidos nucléicos o teicoicos (Chmielewski and Frank, 2003).

Algunos factores son criticos para la formacion de biopelicula, entre ellos
podemos mencionar al flagelo, la motilidad y/o quimiotaxis (Tabla 1. Lawrence et
al., 1987; Korber et al., 1989; 1994; DeFlaun et al., 1994; Graf et al., 1994; Mills
and Powelson, 1996; Vidal et al., 1998), fimbias (Donlan, 2002), etc.
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TABLA 1.

Variables importantes en el ataque celular y la formacion de biopelicula

Propiedades del Propiedades del fluido Propiedades de la célula
substrato
Textura o rugosidad Velocidad del flujo Hidrofobicidad de la superficie

celular

Hidrofobicidad pH
Fimbria

Temperatura
Flagelo
Condiciones de la Cationes
pelicula Sustancias poliméricas
Presencia de agentes extracelulares
antimicrobianos

E. coli O157:H7 tiene la capacidad de producir EPS, los cuales le sirven de
barrera fisica para proteger a las células contra el estrés ambiental. Estos EPS se
encuentran involucrados en el proceso de adhesion celular y formacion de
biopelicula (Frank, 2003; Weiner et al., 1995).

Las propiedades que tienen las biopeliculas que contribuyen a su resistencia a
los antimicrobianos incluyen la dificultad mecanica del antimicrobiano para penetrar
la biopelicula, la actividad metabdlica de las células de la biopelicula y la
composicion de la biopelicula (Parsek and Fuqua, 2004). Sin embargo, existen
métodos reportados como efectivos para lograr la remocidén de estas, tales como una
limpieza larga y exhaustiva con detergentes alcalinos formulados con agentes

quelantes, (Dunsmore, 1981).

Para facilitar el estudio de las biopeliculas, se han desarrollado una variedad de

métodos de observacidn directa e indirecta (An and Friedman, 2000).
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Los métodos indirectos incluyen sonicacion y conteo estandar en placa; que
consisten en separar a los microorganismos de las superficies para posteriormente
contarlos. Otros métodos indirectos (radiomarcaje bacterial, ensayos de
inmunoabsorcidn con enzimas ligadas, y procedimientos de microtitulacion) estiman

el nimero de organismos que atacan in situ (An and Friedman, 2000).

Los métodos que involucran la observacion directa, incluyen las técnicas de
microscopia (luz, escaneo con laser confocal, transmision de electrones, y escaneo
por microscopia electrénica), que permiten observar directamente la colonizacion
microbial. Se ha reportado que la técnica de microscopia epifluorescente, muestra
datos por subestimacion de los niveles de biopelicula, dado que el grosor no es
medido, y sobreestima las areas cubiertas por células, ya que algunos polimeros

extracelulares son tefiidos (Blackman and Frank, 1996).

La tincion con cristal violeta (CV), es un método colorimétrico el cual se basa en
la medicion Optica de la cantidad de colorante requerido para tefiir la biopelicula. Se
han reportado multiples aplicaciones para esta técnica, incluyendo ensayos de
busqueda para mutantes deficientes en la adhesion a la superficie (O Toole and
Kolter, 1998; Pitts et al., 2003; Pratt and Kolter, 1998).

Asi como se ha estudiado los factores que influyen en la formacion de las
biopeliculas, investigadores han estado trabajando en la busqueda de compuestos
antibiopeliculas presentes en aceites esenciales de plantas con actividad inhibitoria
del crecimiento microbiano. En estos casos, el ensayo de CV ha sido modificado, a
fin de medir el conjunto relativo de biopelicula formada con respecto al total de
crecimiento, ya que el CV se une proporcionalmente a la biomasa. Sin embargo, se
ha reportado que existen algunos factores fisicos y biolégicos que pueden influenciar
la union del colorante a la biopelicula, tales como factores estructurales que afectan
la difusion en seco, diferencias morfoldgicas y fisioldgicas en células individuales
que influencian la unién en seco, e interacciones quimicas entre los componentes de

los aceites esenciales y el CV (Niu and Gilbert, 2004).
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4.5 Motilidad “swarming”.

Swarming es una forma de motilidad bacterial flagelo-dependiente que facilita la
migracion de bacterias en substratos viscosos, como las superficies de agares

semisdlidos (Harshey, 2003).

Existe para ambos tipos de bacterias, Gram positivas y Gram negativas, y
muchas especies han mostrado exhibirla (Allison and Hughes, 1996).

El orden para que se produzca consiste primeramente en una diferenciacion de
las células a un estado especializado (células swarming); caracterizado por un
incremento en el ndmero de flagelos y la elongacion de las células; las cuales
realizan un movimiento de rafaga multicelular a traves de superficies (Fraser and
Hughes, 1999; Harshey and Matsuyama, 1994; Harshey, 2003).

El swarming consta de tres estados (Figura 2):

i) Reconocimiento de sefiales ambientales apropiadas dando como resultado la
formacién de células swarming elongadas e hiperflageladas. Cuando las células
son inoculadas en la superficie del agar, inicialmente se forman colonias
regulares. Después, las células de la periferia de las colonias se diferencian en una
forma alargada, multinucleada, septada e hiperflagelada (célula swarm), debido a
la activacion de la produccion de flagelos y la represion de la septacion celular
(Allison and Hughes, 1991; Eberl et al., 1999).

i) Movimiento coordinado de células swarming. Este proceso envuelve el
movimiento de células swarm altamente flageladas y elongadas como grupos de
balsas en la superficie del agar; el contacto célula-célula es esencial para este tipo
de migracién (Eberl et al., 1999).

iii) Consolidacién de células vegetativas e iniciacion de un nuevo grupo de
swarming. Después del periodo de migracién, las células swarm bajo

consolidacion presentan una reversibn a células vegetativas pequefias y
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normalmente flageladas. Estas células son capaces de reiniciar fuertes ciclos de
diferenciacion swarming y migracion, subiendo a las zonas concéntricas de la
superficie del agar (Williams and Schwarzhoff, 1978; Allison and Hughes,
1991).

Colonia en

placas Petri Céh‘l?
vegetativa

1) Formacién de colonia en el punto de inoculacién

Colonia 333_5_5/./

estendida —~JTCTI% ;&\
Célula swarm
hiperflagelada

i1) Célula en el borde dela colonia sometida a
diferenciacidn, seguida dela migracién coordinadadela
poblacidn.

Patrones de
zonas

b3 ) 7
b o T S

Reversidén a célula vegetativa
pequefiay normalmente
flagelada

111) Formacién de zonas consolidadas.

Figura 2. Estados de comportamiento multicelular swarming.

Las células swarming presentan un cambio morfolégico, en el cual se produce
un material extracelular (agentes humectantes), como surfactantes vy
exopolisacaridos, que incrementan la humedad de la superficie y facilitan el
movimiento (Harshey, 2003). En algunos organismos el estado de células swarming

puede estar asociado con la patogénesis (Otterman and Miller, 1997).

Ciertas propiedades fisicas contribuyen al contexto de swarm: la masa del swarm
que ejerce estrés en el substrato del agar, el cual puede ser censado por las células,
respondiendo a la elasticotaxis (capacidad bacteriana de sentir y responder a las

fuerzas elasticas de un gel de agar sobre el que se encuentran; la célula reorienta su
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eje de manera perpendicular a la fuerza de tension, Dworkin, 1983; Fontes and
Kaiser, 1999); la matriz de EPS generada por el swarm, la cual es requerida para una
motilidad normal (Kaiser, 2004; Shimkets, 1990); y el quérum sensing y el contacto
de sefializacién célula-célula que necesita un grupo de células en cercana
proximidad, donde se conoce que se altera la conducta celular individual (Kaiser,
2004).

Diferentes estudios se han realizado a través del tiempo para determinar los
factores responsables del swarming. Se ha encontrado que el flagelo, la quimiotaxis
y los compuestos extracelulares (limo) juegan un rol importante en este tipo de
comportamiento (Allison et al., 1992; Jessica et al., 1992).

Papel del flagelo. La motilidad swarming es dirigida por un movimiento de
flagelos arreglados peritricamente, los cuales funcionan como hélices dirigidos por

un motor rotatorio (Hazelbauer et al., 1993).

Papel de la quimiotaxis. El sistema funcional de quimiotaxis es esencial para el
movimiento en remolino que es caracteristico del swarming. Lominski y Lendrum
(1947) establecieron el término “teoria de quimiotaxis negativa”, en la cual las
células crecen activamente y se dividen en la colonia central produciendo y
excretando un metabolito toxico que se difunde en el agar, estableciéndose una
disminucion gradual de la concentracion fuera de la colonia. Cuando la
concentracion del metabolito alcanza un nivel critico, ocurre la estimulacion de la
formacidn de células swarm, por inhibicién de la division celular y simultaneamente
la sintesis flagelar. Las células swarm una vez formadas, son habiles para detectar el
producto toxico y moverse lejos de la colonia central y debajo del gradiente en una

respuesta quimiotactica negativa (Williams and Schwarzhoff, 1978).

Rol del compuesto extracelular. Varias especies bacterianas tienen la habilidad
de producir un compuesto extracelular que ayuda en la migracion de las células
swarm sobre la superficie del agar. Se ha establecido que las células swarm de P.

mirabilis producen una gran cantidad de material extracelular (polisacaridos acidos)
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que forman una matriz entre las células adyacentes y los encapsulados de agregados
celulares (Stahl et al., 1983; Lindum et al., 1998).

El factor critico para que las células nadadoras se diferencien en células swarm o
en colonias de forma regular es la concentracion y viscosidad del agar en donde se
encuentran. En un medio que contenga una baja concentracion de agar (menos del
0.4%), los organismos exhiben una motilidad swimming, mientras que un medio
solidificado con 0.4-1.2% de agar (6ptimo 0.7%), el organismo muestra swarming
solo en la parte superior del agar. Un fuerte incremento en la concentracion de agar
en el medio resulta en la inhibicion de la migracion de los organismos (Eberl et al.,
1999).

Cuando E. coli es inoculada cercanamente al centro de una caja de Petri
conteniendo agar nutritivo semisolido, se produce swarm en bandas concentricas.
Esta forma de bandas es debida a la respuesta quimiotactica al gradiente espacial

generado por el transporte y el metabolismo bacteriano (Adler, 1966).

Se ha encontrado que la comunicacion celular, basada en inductores quimicos
densidad-dependientes denominado quérum sensing, es importante para el

comportamiento multicelular como el swarming (Eberl et al., 1996).

Las células swarm tienen la habilidad de promover la infeccion en el hospedero
(Alberti and Harshey, 1990). Muchas lineas de investigacion soportan la idea de que
la virulencia y la motilidad estan cercanamente relacionadas con la patogenicidad
bacteriana (Ottemann and Miller, 1997); el sistema flagelar/quimiotactico y su
mecanismo molecular envuelven la secrecidn de factores de virulencia (Ghelardi et
al., 2002).

El aceite esencial de clavo ha mostrado ser eficaz para inhibir la motilidad
swarming de P. aeruginosa dependiendo de la concentracién empleada (Khan et al.,
2009).
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Recientes estudios han mostrado que las furanonas aisladas del alga Delisea pulchra
afectan la formacion de swarming en Proteus mirabilis (Gram et al., 1996). Este
mismo compuesto inhibe completamente la formacion de swarming en B. subtilis a

una concentracion de 52 pg/cm? (Ren et al., 2002).

El resveratrol (fitoalexina de origen natural producida por las plantas bajo
condiciones de estrés ocasionadas por el ataque por patdgenos) inhibe
completamente el swarming de P. mirabilis a una concentracion de 60 pg/ml (Wang
et al., 2006).

4.6 Importancia de los genes con respecto a patogenicidad.

En la mayoria de las interacciones entre patégeno y hospedero, el desarrollo de
la enfermedad requiere de la expresion coordinada de un grupo de genes en
respuesta a varias sefiales ambientales (Cotter and Miller, 1998); pudiendo ser

regulados sélo a nivel transcripcional y post-transcripcional (Liaw et al., 2003).

Diversos estudios han mostrado que una variedad de procesos microbianos como
el crecimiento, esporulacion, produccién de toxinas, virulencia, sintesis de
antibioticos y motilidad en las células bacterianas, son coordinadamente regulados a
nivel de expresion genética por una variedad de moléculas autoinductoras en un
proceso denominado qudérum sensing (Sperandio et al., 2003; Xavier and Bassler,
2003; Pillai and Jesudhasan, 2007).

Existen varios tipos de moléculas autoinductoras, de las cuales la Al-2 ha sido
considerado como la molécula universal de sefalizacién (Xavier and Bassler,
2003). Del genoma completo de E. coli solo del 5 al 10% de los genes son

controlados por moléculas Al-2 (DeLisa et al., 2001; Sperandio et al., 2001).

En E. coli la sintesis y secrecion de hemolisina son determinados por el operon

hly, mientras que el gen hha esta involucrado en la produccién de la proteina que
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regula la hemolisina (Jubete et al., 1995). La hemolisina es el producto celular que

incrementa la virulencia de las cepas de E. coli ECEH (Brauner et al., 1995).

El gen yadK estd involucrado en las funciones de movilidad, secrecion y
adhesion (Welch et al., 2002). También existen otros genes que se encuentran
relacionados con las proteinas que codifican para el exoesqueleto (fimbria, flagelo y
curli), como los genes yadN, crl, yehA, fliP, y flgN (DeLisa et al., 2001).

Actualmente, se han publicado trabajos relacionados con el quérum sensing
(QS) a nivel molecular (Waters and Bassler, 2005; Walters and Sperandio 2006). Sin
embargo, apenas comienza a reconocerse la importancia del QS en alimentos (Bruhn
et al., 2004; Lu et al., 2004, 2005; Widmer et al., 2007); esto debido a que se ha
observado que la comunicacion entre bacterias pueda ser potencializada o reprimida

dependiendo de la composicion tipica del alimento (Pillai and Jesudhasan, 2007).

Es por esta razon, que actualmente se trata de elucidar la magnitud en la que los
productos naturales pueden influenciar la regulacion genética de la virulencia en

microorganismos patdgenos.

4.7 Métodos de control de microorganismos.

En la actualidad existe un interés considerable en encontrar alternativas que
ayuden a frenar la tendencia creciente de las enfermedades transmitidas por
alimentos. Sin embargo, un problema real que la industria alimentaria ha enfrentado,
es el hecho de la formacion de biopeliculas por algunos microorganismos, lo cual los
vuelve més resistentes a los meétodos convencionales de control. Durante el
procesamiento de alimentos, las bacterias son removidas, destruidas o controladas,

usando diferentes tratamientos entre los que se encuentran:

a) Hipoclorito de sodio. Se ha utilizado para controlar la diseminacién de
patdgenos y prevenir la acumulacién de microorganismo sobre las superficies de

trabajo y equipo, (Keener et al., 2004). Concentraciones de 0.1 mg/ml con
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calentamiento a 65°C por 5 min 0 a 72°C por 1 min son requeridos para inactivar
la biopelicula de Listeria monocytogenes (Mittelman; 1998). Los niveles mas
comunmente usados son de 0.05 a 0.2 mg/ml, sin embargo, el cloro es
rapidamente inactivado por material organico y puede reaccionar formando

compuestos organoclorados carcinogénicos (cloraminas, Komulainen, 2004).

Fosfato trisdico (TSP): posee un efecto antimicrobiano superior comparado con
otros fosfatos. Una solucién mezclada de TSP tiene un pH de 12 a 13; su alta
alcalinidad aparentemente remueve la capa de triglicéridos de la membrana
celular provocando que las bacterias drenen su liquido intracelular (Oyarzabal,
2006). El TSP es reconocido como sustancia GRAS (Generally Recognized As
Safe) por el US Food and Drug Administration (USA).

Plata ionica. Posee un efecto antimicrobial de amplio espectro. Su efectividad ha
sido reportada contra un gran rango de bacterias Gram positivas y negativas,
incluyendo E. coli y S. aureus. Los iones de plata se unen y reaccionan con
proteinas y enzimas, provocando un cambio estructural en la membrana y pared
celular; culminando con la desintegracion celular y muerte bacterial. También se
le ha encontrado efectividad contra la biopelicula producida por P. aeruginosa a
concentraciones de 10 a 100 veces mayor que la concentracion de plata

necesaria para erradicar las células plancténicas (Bjarnsholt et al., 2007).

Antibidticos. El consenso general sugiere que ciertos antibioticos como las
fluoroquinolonas penetran la biopelicula rapidamente mientras que otros
antibidticos, como los aminoglicdsidos, penetran mas lentamente mientras se
unen al polimero extracelular como el alginato (Parsek and Fuqua, 2004). Sin
embargo, los antibioticos mas usados en el tratamiento de infecciones por
biopeliculas son el acido fusidico y la rifampicina por ser igualmente efectivos

contra células plancténicas y biopeliculas (Saginur et al., 2006).

Radiacion. La descontaminacién de alimentos por radiacion ionizante es segura,

eficiente, medioambientalmente limpia y es un proceso eficiente en cuanto a
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energia. Se puede usar como un proceso de descontaminacion de producto
terminado sin afectar las cualidades nutricionales, sensoriales y técnicas del

producto en cuestion (Farkas; 1998).

La luz UV ha mostrado ser eficaz en la reduccién de 5 a 6 log de E. coli en sidra
de manzana a dosis UV de > 6 500 pW-s/cm’ (Basaran et al., 2004; Quintero et
al., 2004).

La luz pulsada, es un tratamiento que ha emergido en los Gltimos afios como un
tratamiento alternativo de inactivacidbn de microorganismos patogenos y
esporulados. Su uso esta aprobado por la FDA para la descontaminacion de
alimentos y superficies en contacto con ellos, con la restriccion de que las
lamparas de destello de Xendn se usen como fuente de luz, con pulsos de
duraciones de < 2 ms y un tratamiento acumulativo que no exceda los 12 J/cm?
(FDA, 1996).

Agentes oxidantes. Soluciones sanitizantes con peroxidos han mostrado ser
efectivos para la remocion de biopeliculas. Esta reaccion es muy répida (1-2

min) y es relativamente no corrosiva (Deibel, 2000).

El ozono representa una promesa para la desinfeccion de superficies en contacto
con los alimentos. Este es un poderoso agente oxidante, que afecta la membrana
lipidica bacterial, los carbohidratos y las proteinas (Mittelman, 1998). EI ozono
es el sanitizante mas reactivo conocido, tiene un potencial oxidante de -2.07 V,
inactivando rapidamente a los patdégenos con baja demanda de ozono en el
medio (Khadre et al., 2001). Su uso es permitido en los Estados Unidos (Kim et
al., 2003). Su aplicacién en forma acuosa sobre lechuga fresca cortada, ha
mostrado inactivar de 1.4 a 4.6 log UFC/g de microflora natural (Achen and
Yousef, 2001).

El agua acida electrolizada es generalmente reconocida como segura, y se ha

reportado su efectividad en contra de patdgenos en productos, siendo
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econdmicamente alternativa para sustituir al agua clorada (Koseki et al., 2003;
Sharma and Demirci, 2003).

Otros. El quitosan (poli-p-1,4-glucosamina) es preparado comercialmente por
deacetilacion alcalina de la quitina obtenida del exoesqueleto de crustaceos
marinos. Es un producto no toxico, biodegradable y de origen renovable. Tiene
propiedades antibacteriales y antifungicas; consecuentemente ha sido estudiado
como un potencial agente antimicrobiano natural para alimentos, cosméticos y
medicinas. Ha mostrado inhibicion del crecimiento de bacterias patdgenas entre
las que se encuentran S. entérica sv. Typhimurium, S. aureus y B. cereus
(Knowles and Roller, 2001).

Recientemente se ha reportado una modalidad capaz de reducir la carga bacterial
en productos frescos mediante el uso de bacteriéfagos especificos. Los
bacteriofagos (fagos) son virus que invaden las células bacteriales causando
subsecuentemente su lisis (Sulakvelidze et al., 2001). Estos se encuentran de
manera ubicua en la naturaleza (Campbell, 2003). Son comensales presentes en
varios alimentos (han sido aislados de pollo, salchichas de puerco, carne, agua
fresca, pescado salado, leche cruda desnatada, queso, etc.) (Greer, 2005;
Kennedy et al., 1984; 1986; Sulakvelidze and Barrow, 2005). Bacteri6fagos
especificos para L. monocytogenes han sido aprobados como ‘“generalmente
reconocidos como seguros” especificamente para usarse en embutidos

(Anonymous, 2006; 2007).

Dentro de las tecnologias utilizadas para el control o eliminacion de
contaminacién microbioldgica de las superficies en industrias de alimentos se
encuentra el uso de bacteriocinas (péptidos antimicrobiales producidos por
bacterias) y cocultivo con bacterias productoras de bacteriocinas (Foulquie-
Moreno et al., 2003; Leriche et al., 1999). Estos péptidos pueden ser activos
contra bacterias patogenas, esporuladas y formadoras de biopeliculas como L.
monocytogenes. Nisina, una bacteriocina producida por muchas cepas de L.
lactis, es la Unica bacteriocina con aplicacién comercial en la industria de
alimentos (De Martinis et al., 2001; Leriche et al., 1999).
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h) Mezclas de agentes antimicrobianos.
Actualmente las investigaciones se han orientado hacia la busqueda de
compuestos eficaces para inhibir el crecimiento bacteriano asi como de remover
las biopeliculas bacterianas, los cuales tengan la caracteristica de ser de bajo
costo (DeQueiroz and Day, 2007).

La combinacion de hipoclorito de sodio y peroxido de hidrégeno (Ox-B) ha
mostrado un efecto sinérgico efectivo para eliminar la biopelicula de P.
aeruginosa (DeQueiroz and Day, 2007).

Formulaciones hechas en base al efecto sinérgico presentado por la combinacion
del 5% de perdxido de hidrogeno, 5-15% acido acetico y peracético y 50% de
perdéxido de hidrogeno con 0.05% de iones de plata han reportado ser efectivas
en contra del crecimiento de las bacterias Gram negativas y la formacion de
biopelicula de B. subtilis (Wirtanen et al., 2001).

4.8 Uso de plantas, generalidades.

Se estima que existen aproximadamente 300,000 especies de plantas
comestibles; de las cuales, historicamente el ser humano ha comido 2500 con cierta
regularidad, pero solamente 150 han entrado al moderno mundo del comercio.
Tempranamente, el ser humano debié escoger las plantas que les pareciera mas
atractivas en color, olor o sabor. Los seres humanos han sido capaces de establecer

nuevos usos para muchos productos de las plantas (Simpson and Ogorzaly, 2001).

México tiene una extensa variedad de plantas, es el 4° pais mas rico del mundo
en este aspecto. Algunas 25,000 especies han sido registradas, y se cree que
alrededor de unas 30,000 no han sido descritas (Adame and Adame, 2000).

Los productos naturales no toxicos, compatibles con los alimentos, son una
fuente potencial de antimicrobianos Utiles para reducir o eliminar microorganismos

patdgenos en las superficies de frutas y vegetales, carne roja y carne de aves,
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utilizadas para minimizar la contaminacion de estos alimentos durante su

almacenamiento comercial y en el hogar (Friedman et al., 2003).

Plantas, hierbas, y especies, asi como sus aceites esenciales derivados y
compuestos aislados, contienen un gran nimero de sustancias que retardan o inhiben
el crecimiento de bacterias, levaduras y hongos. (Alzamora et al., 2003; Davidson,
2001; Davidson and Naidu, 2000; Kong et al., 2007; Lopez-Malo et al., 2000, 2005;
Naidu, 2000; Nevas et al., 2004; Nychas et al., 2003; Raybaudi et al., 2006;
Santiesteban-Ldpez et al., 2007; Sofos et al., 1998).

La actividad biologica de los aceites esenciales depende de su composicion
quimica, la cual es determinada por el genotipo de la planta, y es muy influenciada
por ciertos factores como el origen geografico, medio ambiente, y de las condiciones
agronomicas (Jordan et al., 2003; Marino et al., 1999; Sotomayor et al., 2004).

Los aceites volatiles de las plantas son mezclas variables de ciertos
componentes, principalmente terpenoides, especificamente monoterpenos (C10) y
sesquiterpenos (C15), y algunos diterpenos (C20). Una variedad de hidrocarburos
alifaticos de bajo peso molecular, &cidos, alcoholes, compuestos fenolicos, esteres
aciclicos, o lactonas pueden ser encontradas. Los aceites esenciales con componentes
fendlicos, como el carvacrol y timol, han sido reconocidos como altamente activos
contra varios microorganismos (Davidson and Naidu, 2000; Falcone et al., 2007,

Juneja and Friedman, 2007).

Miembros de esta clase de compuestos son bactericidas o bacteriostaticos,
dependiendo de la concentracién, y son fuertemente activos dependiendo de su
relativa baja capacidad de disolverse en agua. Estos compuestos atacan la membrana
citoplasmica, destruyendo su permeabilidad lo que ocasiona la liberacion de los
constituyentes intracelulares, y causando una disfuncion de la membrana con su
respectivo transporte de electrones, toma de nutrientes, sintesis de acidos nucleicos y
actividad de la ATPasa (Davidson 2001; Gill and Holley, 2006; L6pez-Malo et al.,
2000, 2005; Sofos et al., 1998).
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1. Extractos de plantas con actividad antimicrobiana.

Se han analizado metabolitos secundarios de numerosas plantas de los cuales se
han encontrado compuestos con gran actividad antimicrobiana, de los cuales
Chondria oppositiclada significativamente inhibe a bacterias Gram negativas; y
Laurencia pacifica mostrd actividad contra bacterias Gram positivas (James et al.,
1975).

El ajo (Allium sativum L.) también se ha descrito que posee actividad
antimicrobiana. Esta propiedad ha sido atribuida a la presencia del acido 2-
propenesulfénico, que produce la allicina (Persson et al, 2005).

El nopal (Opuntia ficus) mostro tener actividad inhibidora del crecimiento de C.
jejuni y C. coli a una concentracion de 0.3-0.4 mg/ml (Castillo, 2008).

El jugo de limon (Citrus limon Burm. F. y Citrus aurantifolia Swingle) posee
actividad antibacterial contra algunas especies del genero Vibrio, incluyendo V.
cholerae, V. parahaemolyticus, y V. vulnificus (Tomotake et al., 2005), E. coli
0157:H7, L. monocytogenes, Salmonella (Enache and Chen, 2007; Nogueira et al.,
2003), C. coliy C. jejuni (Valtierra, 2008).

La ciruela posee actividad antimicrobiana sobre S. typhi, S. typhimurium, C. coli

y C. jejuni a concentraciones de entre 2 y 36 mg/ml (Valtierra, 2008).

El té verde (Camellia sinensis L.) es un brebaje popular y ha sido reportado su
efecto benéfico como quimiopreventivo, antioxidante y antimicrobial (Cooper et al.,
2005; McKay and Blumberg, 2002; Rietveld and Wiseman, 2003; Tsai et al., 2008).
Su extracto ha mostrado tener actividad bactericida contra E. coli (Friedman, 2007),
siendo también activo contra una variedad de bacterias Gram positivas y Gram

negativas (Lee et al., 2009).

La cascara de naranja agria mostro tener actividad bactericida sobre S. typhi, S.
typhimurium a concentraciones de 34 mg/ml y sobre C. jejuni y C. coli a

concentraciones de 2 mg/ml (Valtierra, 2008).
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El alb&car (Ocimum basilicum) presenta actividad antimicrobiana sobre C. coli y C.

jejuni a una concentracion de 4-5 mg/ml (Castillo, 2008).

El romero (Rosmarinus officinalis L.), pertenece a la familia Lamiaceae, se
utiliza en la industria de los alimentos como agente saborizante. Esta planta posee
actividad antioxidante, antibacterial, antimutagénico; ademas de tener propiedades
quimiopreventivas (Rietveld and Wiseman, 2003). El extracto de romero al 1% ha
mostrado ser efectivo para inhibir el crecimiento de B. cereus y S. aureus (Lee et al.,
2009)

2. Extractos de plantas con actividad antibiopelicula e inhibidora del QS.

Algunas plantas marinas han sido estudiadas con el objetivo de observar su
capacidad para inhibir biopeliculas producidos por ciertas bacterias. Un ejemplo de
esto son los compuestos halogenados de furanona, encontrados en el alga roja
Delisea pulchra, los cuales tienen propiedades antimicrobianas y anti-biopeliculas.
Esta alga, originalmente atrajo la atencidn de los biélogos marinos, porque disminuia
la colonizacién de microorganismos y biopeliculas en otras plantas del mismo

ambiente (Hentzer and Givskow, 2003).

Laminaria digitata, es un alga que ha mostrado cierta estrategia de inactivacion
de sefiales del quorum sensing involucrado en la formacién de biopelicula bacterial.
Este proceso consiste en secretar compuestos halogenados oxidados como el &cido
hipocloroso e hipobromoso. Estos compuestos han sido usados extensamente para
erradicar bacterias en sistemas industriales, ya que su forma de accién radica en la
oxidacion de las moléculas sefiales de AHL (Homoserin lactonas) y blogueando el

quérum sensing (Rasmussen and Givskov, 2006).

El ajo (Allium sativum L.) contiene tres diferentes compuestos inhibidores del
quorum sensing, uno de los cuales contiene un heterociclo de cuatro carbonos y dos
atomos de sulfuro. Estos compuestos son fuertemente inhibidores del quorum

sensing de P. aeruginosa (Rasmussen and Givskov, 2006).
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Diospyros dendo también ha sido probada como agente antimicrobiano. Esta especie
se conoce que produce triterpenos, de los cuales, cuatro de ellos inhiben la formacién
de biopelicula de P. aeruginosa PAO1 (Hu et al., 2004). Entre estos triterpenos se
encuentra el acido ursolico, el cual es un agente con actividad relativamente no
toxica presente en muchas plantas. Tiene un rango de efectos farmacologicos entre
los que destacan la inhibicion de mutagénesis en bacterias, actividad antitlceras,
antiinflamatorias, entre otros. Este compuesto ha mostrado inhibicion de la
biopelicula de E.coli aunque no afecta su grado de crecimiento (Ren et al., 2005).

La planta del chicharo (Pisum satavium) es habil para inhibir la produccién de
pigmentos, actividad de proteasas extracelulares y la actividad exoquitinasa en C.
violaceum; ademas se ha reportado que es capaz de interferir con el quérum sensing

(Rasmussen and Givskov, 2006).

3. Compuestos naturales aislados.

Se han realizado estudios para medir la actividad inhibitoria de biopeliculas de
los compuestos naturales contra patdgenos presentes en los alimentos. Por ejemplo,
se ha encontrado que el carvacrol (C10H140) es el mayor componente presente en el
aceite esencial de orégano. Este compuesto esta reconocido como seguro, Yy es usado
como agente saborizante en productos como dulces y bebidas, entre otros. Su
actividad antimicrobial esta documentada contra hongos y bacterias, entre los cuales
se encuentran E. coli, L. monocytogenes, S. entérica sv. Typhimurium, S. aureus y B.
cereus. Por ejemplo tratamientos con carvacrol 2 mM reducen el conteo de células

viables en biopeliculas de Listeria y Salmonella (Knowles and Roller, 2001).

Las furanonas pueden inhibir ciertas actividades de bacterias Gram negativas sin
afectar su grado de crecimiento. Entre estas actividades se incluye el swarming de
Proteus mirabilis (Gram et al., 1996), la formacion de biopelicula de E. coli (Ren et
al., 2001), y la bioluminiscencia (Defoirdt et al., 2006)

4. Mezclas de plantas.
Aunque la gran mayoria de los estudios realizados sobre validacion cientifica del

uso de las plantas se ha realizado analizando a las plantas en forma individual, existe
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una tendencia actual de analizar la capacidad antimicrobiana de los extractos cuando
se encuentran en mezclas. En relacion con esto, se ha reportado la existencia de
sinergismo entre la vainillina y el sorbato de potasio, y una actividad aditiva entre

carvacrol y timol (Lépez-Malo, et al., 2006).

Existen otros reportes sobre la existencia de efectos sinérgicos entre plantas
como el reportado por Venegas (2007), en donde utilizé al extracto de palo de Brasil
como base debido a su mayor potencial antimicrobiano y lo combiné con huizache,

mezquite y ébano.

Valtierra (2008) reportd la indiferencia existente entre los extractos de limon,

ciruela y naranja agria.

La mezcla de Scutellaria, campanita china (Forsythia), canela (Cinnamomum
verum) y madre selva (Lonicera caprifolium), a una concentracion de 0.5 mg/ml

mostré un efecto sinérgico bactericida contra E. coli (Kong et al., 2007).

Mau y cols. (2001) reportaron la accién sinérgica de los extractos de cebollin
chino (Allium tuberosum) y canela (Cinnamomum verum), contra el crecimiento de
E. coli. También encontraron que el efecto de esta mezcla se mantenia frente a

condiciones externas de calor, pH extremo y almacenaje prolongado.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Las cepas utilizadas en este estudio fueron E. coli O157:H7 ATCC 43890,
43894 y 43895, proporcionadas por la Dra. Lynne A. McLandsborough del
Departamento de Ciencias de los Alimentos de la Universidad de Massachusets,
Amherst, MA, E. U. La cepa ATCC 43890 GFP (utilizadas unicamente para el
ensayo de CMB en un coctel bacteriano) fue proporcionada por el Dr. Peter Feng de
la Division de Microbiologia del Departamento de Farmacos y Alimentos de E.U.
Estas se mantuvieron a 4°C en Agar Infusion Cerebro Corazon (ICC, Difco) con

siembras periodicas cada tres meses.

Para la activacion de las cepas se tomo una alicuota del cultivo de reserva y se
inoculd en 5 ml de caldo ICC. Los tubos se incubaron a 37° C durante 24 hr. El
inoculo se ajusté al 0.5 del Nefelémetro de McFarland (1 x 108 UFC/ml) (Luciano et
al., 2008).

Para la obtencion de un coctel bacteriano, compuesto de cuatro cepas, se
procedi6 a partir de las cepas activadas. Posteriormente se realizd un subcultivo
inoculando 50 pl en 5 ml de caldo Mueller Hinton (Difco). Los tubos se incubaron a
37°C hasta la mitad de la fase logaritmica (DOg1onm= 0.5), aproximadamente a 10°
UFC/ml. Volimenes iguales de cada una (5 ml) fueron combinadas en un matraz
estéril (Vijay and Friedman, 2008).
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5.2 Plantas utilizadas
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El material vegetal en este estudio fue colectado en centros comerciales del area

metropolitana de la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn y se describen en la tabla

Tabla 2.

Tabla 2.

Nombre comun y cientifico asi como partes de las plantas utilizadas.

Nombre comun

Nombre cientifico

Parte utilizada

Anacua Ehretia anacua Hojas

Betabel Beta vulgaris var. Conditiva Cascara y pulpa
Bracoli Brassica oleracea italica Tallo y hoja
Cebolla Allium cepa Bulbo

Cebolla cambray Allium schoenoprasum Hoja y bulbo
Chile poblano Capsicum sp Fruto

Cilantro Coriandrum sativum Tallo y hoja
Ciruela pasa Prunus domestica Fruto

Comino Cuminum cyminum Semilla (fruto)
Guayaba Psidium spp. Céscara y fruto

Jamaica

Hibiscus sabdariffa

Flor




Tabla 2 (Continuacion).

35

Nombre comun

Nombre cientifico

Parte utilizada

Jicama Pachyrhizus erosus Caéscara y fruto
Limon Citrus limén Céscara, pulpay jugo
Mango Magnifera sp Céscara y fruto
Mejorana Origanum majorana Tallo y hoja
Melon chino Cucumis melo Cascara y fruto
Mezquite Prosopis spp Hojas

Mora Morus Fruto

Mostaza Brassica juncea Semilla
Naranja valencia Citrus sinensis Cascara y fruto
Nopal Opuntia ficus Tallo

Orégano Lippia graveolens Tallo y hoja
Papaya Corica papaya Céscara y fruto
Pimienta gorda Piper nigrum Fruto
Pimiento rojo Capsicum annuum Fruto

Pifia Anana comosus Céscara y fruto
Rabano Raphanus sativus var. sativus | Fruto

Romero Rosmarinus officinalis Hojas

Sandia Cutrullus lanatus Céscara y fruto
Tamarindo Tamarindus indica Céscara y fruto
Té negro Camellia sinensis Hojas

Té verde Camellia sinensis Hojas

Tomillo Thymus vulgaris Hojas

Uva pasa Vittis sp. Fruto

Zacate de limén Cymbopogun citratus Hoja




36

5.3 Obtencién de los extractos.

Se colocaron 20 g de material vegetal seco en un vaso de licuadora a la que se
agregaron 100 ml del solvente (etanol al 96% y metanol) y se trituré durante 2 min.
Los extractos obtenidos fueron macerados durante 48 h a temperatura ambiente
(Cho et al., 2008). Posteriormente, se filtrd utilizando papel filtro Whatman No. 1.
El filtrado se colocd en platos de vidrios y el solvente se evapor6 a temperatura
ambiente. Una vez seco, el extracto se resuspendié en los solventes probados (agua,
etanol al 96% y metanol). El extracto se colocé en viales estériles de color ambar, y

se mantuvo a 4° C hasta su uso, durante un maximo de 6 meses.

5.4 Determinacion del peso seco.

Para determinar la concentracion de los extractos obtenidos, se tomo 1 ml de
cada extracto y se colocd en un tubo de ensayo previamente tarado, estos se
colocaron en una estufa a 50°C hasta obtener un peso constante. La diferencia de
peso del tubo antes y después de colocar el extracto correspondié a la concentracion
del extracto (Alarcon, 2000).

5.5 Ensayo preliminar de susceptibilidad antimicrobiana.

Se utiliz6 el método de difusion en pozo en agar (Garcia et al., 2005). Por lo que
se sembrd por extension con un asa de Driglalsky 100 ul de las cepas activadas en

placas de agar Mueller Hinton.

Posteriormente, se realizaron pozos en el agar, utilizando un tubo Durham

invertido (5 mm de didmetro) en los cuales se agregaron 100 ul de los extractos
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probados; como blanco se adicion6 a uno de los pozos etanol al 96%. Las placas se
incubaron a 37°C por 24 h en condiciones de aerobiosis.

El efecto del extracto se observd mediante la presencia o ausencia de un halo de

inhibicién del crecimiento alrededor del pozo.

5.6 Determinacion de concentracién minima bactericida (CMB).

La determinacion de la CMB se realizé a aquellos extractos que presentaron el
mayor halo de inhibicion. La determinacion de la CMB se llevo a cabo por el método
de microdilucion (PROY-NOM-059-PESC-2004), el cual esta basada en los
estandares establecidos por la NCCLS (National Comittee for Clinical Laboratory
Standards); sin embargo, se realizaron ciertas modificaciones. Se utilizaron
microplacas de poliestireno de 96 pozos estériles (Buck y Kelly, 1982). Los pozos
fueron llenados con 150 ul de caldo Mueller Hinton. Posteriormente se agregaron los
extractos en diferentes concentraciones, tal como lo muestra la Tabla 3 (Luber et al,
2002).



38

Tabla 3.

Uso de microplacas. Contenido de los pozos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12

A - > <
— — — — — — — —

+ - > <
— — — — — — — —

C + - > <
— — — — — — — —

D | + | - ]> <
— — — — — — — —

E | + | - | > <
— — — — — — — —

F + - > <
— — — — — — — —

G | + | - | > <
— — — — — — — —

H + - > <
— — — — — — — —

+ : Control positivo. 150 pl de medio de cultivo.
- : Control negativo. 150 ul de medio de cultivo + 1.5 pl de solucidn salina.

> : Concentracion maxima. 150 pl de medio de cultivo + 150 pl del
extracto concentrado.

- : Concentraciones intermedias. 150 pul de medio de cultivo + 150 pl
del pozo anterior.

< : Concentracion minima. 150 pul de medio de cultivo + 150 pl del pozo
anterior y se descartan 150 pl.

Las placas se inocularon con 1 % v/v de las cepas ATCC 43894 y 43895
activadas (Olasupo et al, 2003) y ajustadas a una concentracion de 10° células/ml,
con excepcion del pozo de control negativo, al cual se le agregd agua estéril. Se
incubaron las placas a 37° C por 24 h. Después de la incubacién, se tomaron 100 pl
de cada pozo y se sembraron en agar Mueller Hinton por difusion. Una vez ubicado
el rango de concentraciones entre las que se produjo inhibicion, concentraciones

puntuales fueron colocadas en una microplaca de poliestireno de 96 pozos, y se
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prosiguio a la inoculacién, incubacion y siembra como se menciond anteriormente;
estableciéndose asi la Concentracion Minima Bactericida (CMB), la cual se definid
como la concentracién minima de extracto que inhibié completamente el crecimiento

microbiano.

5.7 Determinacién de la concentracién minima bactericida de un coctel
bacteriano.

La determinacién de la concentracion minima bactericida de un coctel
bacteriano se realiz6 igual que en el punto anterior, solamente que en este caso, se
prepard previamente el coctel de cepas, como estd especificado en la seccion
anterior. Después de la incubacion, se tomaron 20 ul de cada pozo y se sembraron
por el método de Miles y Mishra (Miles and Mishra, 1932) en agar Mueller Hinton.

5.8 Determinacién de la concentracibn minima bactericida de un
antimicrobiano natural comercial (Citrol K-Ultra).

Se realiz6 como en los puntos anteriores, solamente que en este caso, en vez de
colocar el extracto de planta se agrego6 Citrol K-Ultra a concentraciones de 400, 200

y 100 mg/I. El resto del procedimiento se realizd como en el punto anterior.

5.9 Determinacién del efecto de las concentraciones subletales de los extractos
activos sobre el crecimiento microbiano.

Determinamos si concentraciones inferiores de la CMB (25, 50 y 75%) de los
extractos que resultaron mas activos tenian un efecto sobre la viabilidad de las cepas
de E. coli O157:H7 ATCC 43894 y 43895. Para esto, se afiadieron 12, 9, 6 y 3ul de
Citrus limon y 11, 8, 5 y 2ul de Lippia graveolens los cuales correspondian a las
concentraciones mencionadas a pozos de una microplaca estéril de poliestireno que

contenian previamente 300 ul de caldo Mueller Hinton y la cepa previamente
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ajustada (1 x 10® UFC/ml). El sistema fue incubado por 24 h a 37°C. Se realizé un
recuento de las células viables tomando alicuotas de 200ul, realizando diluciones
decimales y sembrando 25l por el método de Miles y Mishra en placas con agar
Mueller Hinton. Las placas se incubaron a 37°C por 24 h. Pasado el tiempo de
incubacion se determind el nimero de células obtenidas. Como controles se
utilizaron las cepas que no tuvieron contacto con el extracto (control de crecimiento)
y las cepas incubadas con el solvente utilizado para los extractos (control con
solvente).

5.10 Determinacion de combinaciones efectivas de los extractos activos (Citrus
limon y Lippia graveolens).

Se analizaron combinaciones de los extractos que presentaron mejor actividad, a
fin de establecer un posible efecto sinérgico de inhibicion de crecimiento contra las
cepas de E. coli analizadas. La determinacion se realizd mediante el método de
tablero descrito por Orhan y colaboradores (2005); con ciertas modificaciones. Se
colocaron 50 pl de caldo Mueller Hinton en los pozos de las siete filas centrales de
una microplaca estéril de 96 pozos. En la fila A de la microplaca se afiadio la CMB
del extracto de Citrus limon y en la columna 8 la CMB del extracto de Lippia
graveolens. Posteriormente se realizaron diluciones dobles seriadas del extracto de
C. limon de arriba hacia abajo y del extracto de L. graveolens de derecha a izquierda.
Posteriormente se inocularon los pozos con el 1% v/v de la cepa ajustada a 1 x 10°
UFC/ml de las cepas individuales (Tabla 4). Los sistemas se incubaron a 37°C por 24
h. Posteriormente se realizé el plaqueo de cada uno de los pozos por el método de

Miles y Mishra en placas con agar Mueller Hinton.
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Ensayo de mezclas de extractos de plantas. El esquema corresponde a la manera en la

que se realizaron las combinaciones entre los extractos de Citrus limon y Lippia

graveolens.

Al [A] A | A | Al [A] [A] A B
Al | < L=l =]l |l |l <]l <] Be
Bl | « L=l =]l |l |l <]l <] Be
Cl | « L=l =]l |l |l <]l <] Be
Dl | « L=l 1=l |l |1l <]l <] Be
El | < L=l =]l |l |l <]l <] Be
FI 1 < L=l 1l ]|l |l <]l <] Be
G| | « L=l 1l ]|l |l <]l <] Be
Hi | < L=l 1l |l |l <]l <] Be

A: CMB del extracto de Citrus limon.

B: CMB del extracto de Lippia graveolens.

AB: Combinacion de las CMBs de los extractos Citrus limon y Lippia graveolens.

|: Dilucion del extracto A hacia abajo.

<« Dilucion del Extracto B hacia la izquierda.

El efecto de las combinaciones se evalu6 por el indice de concentracién

fraccionaria bactericida (FBC). Los FBCs fueron calculados como la CMB de los

extractos combinados divididos entre la CMB de los extractos individuales; el indice

YFBC se obtuvo sumando las FBCs de los dos extractos.
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FBC A= CMB A en combinacion/ CMB A solo
FBC B= CMB B en combinacién / CMB B solo
YFBC=FBCA + FBCB

Los indices FBC se interpretaron de la siguiente forma: cuando la XFBC fue
cercana a 1 significaba existencia de un efecto aditivo; ZFBC < 1 significo
sinergismo y XFBC >1 significo existencia de antagonismo entre los extractos

probados (Lépez-Malo et al., 2005).

5.11 Efecto de los extractos de C. limon y L. graveolens sobre la formacion de
biopelicula de E. coli O157:H7.

Para evaluar el efecto de los extractos de plantas sobre la formacion de
biopeliculas en las cepas de E. coli O157:H7 analizadas se utilizd el método de
tincion con safranina y medicion de Densidad Optica, reportados por Moretro y col.
(2008). Las cepas de E. coli individuales (43894 y 43895) previamente activadas (1 X
10® UFC/ml) se inocularon (1% v/v) en pozos de una microplaca conteniendo 300 pl
de caldo Soya Tripticasa (TSB, DIFCO) suplementado con 0.1% de sacarosa
(FERMONT), y los extractos de plantas en las concentraciones establecidas (25, 50
y 75 % de la CMB). Se incubaron por 48 h a 37°C. Para cuantificar la masa de la
biopelicula se elimind el medio con la bacteria (succidn con micropipeta en
condiciones de esterilidad), y posteriormente se lavo tres veces con 200 ul de agua
destilada (mediante succion por micropipeta) con el fin de eliminar todas las células
que no formaban parte de la biopelicula. La microplaca fue secada durante 24 h a
37°C (en incubadora). Posteriormente se adicion6é safranina acuosa al 1% (p/v,
Analytyka) para tefiir la masa adherida. Después de 20 min se eliminé el colorante
(mediante una micropipeta) y se lavaron tres veces los pozos con agua destilada. A
este punto, la biopelicula fue visible como un anillo rojo en el fondo del pozo. El
colorante se solubiliz6 con 200 ul de etanol al 96%. Por ultimo se midi6 la
absorbancia a 450 nm con un lector de ELISA (modelo 550 Bio-Rad Laboratories, T.
Moretro et al., 2008; Djordjevic et al., 2002).
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La biopelicula se defini6 como el porcentaje de formacion en base a las lecturas de

absorbancia de los tratamientos con sus controles.

5.12 Determinacion de swarming de E. coli O157:H7 en presencia de Citrus
limon y Lippia graveolens.

Para el ensayo de swarm se siguieron los protocolos descritos por Vattem y col.
(2007) y Li y col. (1993), con algunas modificaciones. Con el fin de determinar la
CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) del swarming en presencia del extracto, se
prepararon placas de poliestireno de 6 pozos (4 cm de diametro) con caldo Mueller
Hinton conteniendo 0.3% (p/v) de agar bacteriologico; a cada pozo se le afiadio el
extracto seleccionado a la concentracion deseada (100, 75, 50 y 25% de la CMB; y
mezclas de Citrus limon - Lippia graveolens a concentraciones de 0.023-0.375,
0.046-0.375 y 0.023-0.1875 mg/ml). El volumen final del medio y extractos fue de
5ml (Vattem et al., 2007). En el centro de las placas se inoculdé 2ul de la cepa
activada (crecidas toda la noche en caldo Mueller Hinton vy ajustada a una
concentracion de 108 UFC/mI o 0.5 Deonm) Y posteriormente incubadas por 48 h a
37°C (Vattem et al., 2007). La CMI se definié como la concentracion mas baja que

inhibié completamente el swarming después de la incubacion (Li et al., 1993).

5.13 Determinacion colorimétrica de grupos quimicos.

A los extractos de C. limon y L. graveolens que mostraron tener actividad
biologica, se les realizaron ensayos quimicos con las metodologias reportadas
(Dominguez, 1988), para determinar en forma general los grupos quimicos que

poseen.

5.13.1 Hidrocarburos insaturados.
Para determinar insaturaciones se utilizé la prueba de Bayer en donde se
colocaron 2 gotas del extracto en una placa de porcelana y se agregaron 1-2ml de

acetona (CTR SCIENTIFIC), posteriormente se le agregd gota a gota una solucion
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acuosa de permanganato de potasio (FERMONT) al 1%. La apariciéon de un
precipitado café indicdé la presencia de hidrocarburos insaturados (Dominguez,
1988).

5.13.2 Saponinas.

Para determinar saponinas, se colocd un mililitro del extracto concentrado en
una placa de porcelana, posteriormente se agitd vigorosamente con un vortex. La

aparicion de abundante espuma indic6 la presencia de saponinas (Dominguez, 1988).

5.13.3 Flavonoides.

Para determinar flavonoides se utilizd la Prueba de Shinoda donde el extracto
fue mezclado en un fragmento de limadura de magnesio (CTR SCIENTIFIC) y
cuatro gotas de acido clorhidrico concentrado (CTR SCIENTIFIC). La prueba fue
positiva cuando se presentaron coloraciones: naranja (flavonas), roja (flavonas), roja

azulosa (flavonoles) 6 violeta (xantanas o flavonoles) (Dominguez, 1988).

5.13.4 Sesquiterpenlactonas.

Para determinar los grupos de sesquiterpenlactonas se utilizo la prueba de Legal.
En este caso, se depositaron 2 gotas del extracto en una placa de porcelana, se
agregaron 3 gotas de piridina (BAKER) y una gota de nitroprusiato de sodio (CTR
SCIENTIFIC) al 0.5% Yy después se afiadieron gota a gota, 4 gotas de hidréxido de
potasio 2N. Una coloracion rosa fue indicio de lactonas o y [ insaturadas

(Dominguez, 1988)

5.13.5 Carbohidratos.

Se determinaron carbohidratos mediante la prueba de la Antrona. Se coloc6 una
gota de la muestra disuelta en agua con 1 gota de antrona (FERMONT) al 0.2% en
acido sulfarico concentrado (EM SCIENCE) sobre una placa de porcelana. La
prueba se consideré positiva al formarse un anillo-verdoso en la interfase
(Dominguez, 1988).



45

5.13.6 p-benzoquinonas.

Para determinar p-benzoquinonas se mezcl6 una gota de la muestra sobre una
placa de porcelana, con una gota de solucion etandlica al 0.2% de p-
nitrofenilacetonitrilo (ALFA AESAR) y 1 gota de hidroxido de sodio (CTR
SCIENTIFIC). La prueba fue positiva al observarse una coloracion azul o violeta
(Dominguez, 1988).

5.13.7 Alcaloides.

Se utiliz6 la prueba de Dragendorff para determinar alcaloides. Para esto se
realizaron dos soluciones. La solucién A se prepardé mezclando 8 g de nitrato de
bismuto (FERMONT) con 20 ml de &cido nitrico (CTR SCIENTIFIC) al 30%, y la
solucion B mezclando 27.2g de yoduro de potasio (TECNICA QUIMICA) en 50ml
de agua. Se mezclaron las soluciones A 'y B y se dejaron reposar 24 h. Esta mezcla se
filtro y se aford a 100 ml con agua bidestilada. Se agregaron unas cuantas gotas de
este reactivo a la muestra que se habia colocado en una placa de porcelana. La
prueba fue positiva cuando se presentd un precipitado de color naranja-marron
(Dominguez, 1988).

5.13.8 Cumarinas.

Se determinaron cumarinas con la prueba de Emerson. Se mezclaron 0.5% de
carbonato de calcio (MERCK), 0.9% de 4-aminoantipirina (SPECTRUM), 5.4% de
ferrocianuro de potasio (CTR SCIENTIFIC) en agua, una gota de esta mezcla se
agreg0 a una gota de la muestra sobre una placa de porcelana. La prueba fue positiva
al observarse una coloracion amarilla. Por otro lado también se mezclo la muestra
con una gota de hidréxido de sodio (CTR SCIENTIFIC) al 10%; una coloracion

amarilla indico la presencia de cumarinas (Dominguez, 1988).

5.13.9 Aldehidos y cetonas.

Para la determinacion de aldehidos y cetonas, sobre una placa de porcelana, a
una gota del extracto se le agregaron 2 gotas de etanol (DEQ) y 1 gota de 2,4-
dinitrofenilhidracina (SPECTRUM), para lo cual se disolvio en caliente 5 g de 2.4-
dinitrofenilhidracina en 60 ml de acido fosférico (CTR SCIENTIFIC) al 85%, se

diluyeron con 39.5 ml de etanol y después se filtrd. La presencia de un precipitado
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rojo indicd positivo para carbonilos aromaticos, un precipitado anaranjado indicd
carbonilos o y B insaturados y/o un precipitado amarillo fue positivo para carbonilos

saturados (Dominguez, 1988).

5.13.10 Cloruros.

Para detectar cloruros, en una placa de porcelana se colocd una gota de extracto
y se disolvid en agua bi-destilada (3 ml) y se le afiadieron 2 o 3 gotas de una solucion
de nitrato de plata, la cual se prepar6 disolviendo 10 mg de nitrato de plata (CTR
SCIENTIFIC) con 20 ml de agua bi-destilada. Para la presencia de cloruros se

presentd un precipitado blanco (Dominguez, 1988).

5.13.11Taninos.

En la determinacion de taninos, se disolvio 1 ml de la muestra en 1 ml de agua y
1 ml de etanol (DEQ), se afadieron unas gotas de cloruro férrico (CTR
SCIENTIFIC) al 5% etanol (p/v); una coloracion verde oscuro o negra fue indicativo

de hidroxilos fendlicos (Dominguez, 1988).

5.14 Analisis estadistico.

Los resultados se analizaron mediante el programa estadistico SPSS version 17.0
y SigmaPlot version 11.0. Se utiliz0 estadistica descriptiva: media, desviacion
estandar y ANOVA. Se realizé una prueba de comparacion de medias de Tukey para
evaluar las diferencias entre los valores promedio obtenidos del porcentaje de
formacién de biopelicula (basado en las lecturas de absorbancia del ensayo de

formacién de biopelicula con safranina) y la formacion de swarming.



6. RESULTADOS

6.1 Ensayo de susceptibilidad antimicrobiana.

Se estudiaron en total 36 plantas, las cuales se dividieron de acuerdo a su forma
de extraccion (etanolica, metandlica y/o acuosa), obteniéndose un total de 50
extractos; los cuales fueron probados con las cepas ATCC 43894 y ATCC 43895. De
estos extractos sélo 10 presentaron actividad inhibitoria del crecimiento de E. coli
0157:H7 (Tabla 6).

Los halos de inhibicion de los extractos con actividad fueron de entre 0.2 a 1.2
cm de diametro, y correspondieron a extractos etandlicos y metandlicos, siendo los
etanolicos los de mayor actividad y los acuosos los que no presentaron actividad
(Tabla 5).

Las plantas seleccionadas para estudios posteriores fueron las que presentaron
un halo mayor a 1.0 cm de didmetro cuya extraccion fue a base de etanol; esto con el
fin de obtener una cantidad significativa de compuestos activos en un solvente y que

no fuera téxico para el consumo humano.
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Efecto sobre el crecimiento de E. coli O157:H7 por extractos acuosos, etandlicos y

metandlicos de diferentes plantas (Resultados en cm de diametro de inhibicion)

Cepas utilizadas
Planta ATCC 43894 ATCC 43895

Ac EtOH MetOH | Ac EtOH MetOH
Anacua NP NI NP NP NI NP
Betabel NI NP NP NI NP NP
Brocoli NP 0.410.2 NP NP 0.410 NP
Cebolla NI NI NP NI NI NP
Cebolla morada NP NI NP NP NI NP
Cebolla cambray | NP NI NP NP NI NP
Chile poblano NP NI NP NP NI NP
Cilantro NP 0.2+0 NP NP | 0.2+0.05 NP
Ciruela pasa NP NI NP NP NI NP
Comino NP NI NP NP NI NP
Guayaba NP NP NI NP NP NI
Jamaica NP | 1.1+0.1 NP NP | 1.1+0.1 NP
Jicama NI NI NP NI NI NP
Limoén Clc NP | 1.10+0.14 NP NP | 1.05+0.07 NP
Mango NP NI NP NP NI NP
Mejorana NP NP 0.9+0.2 | NP NP 0.8+0.2

Ac: Extraccion etandlica con resupension acuosa

EtOH: Extraccidn etandlica con resuspension etandlica
MetOH: Extraccion metanolica con resuspension metandlica
NI: No Inhibicion

NP: No probado

C/c: Con cascara

Resultados + desviacion estandar



Continuacion de la Tabla 5.

Microorganismos y solventes analizados
Planta ATCC 43894 ATCC 43895
Ac EtOH MetOH | Ac EtOH MetOH
Melén chino NI NI NP NI NI NP
Mezquite NP | 1.0+0.09 NP NP | 0.93+0.1 NP
Mora NP NP NI NP NP NI
Mostaza NP 0.3+0.1 NP NP | 02+0 NP
Naranja valencia | NP NI NP NP NI NP
Nopal NP NI NP NP NI NP
Orégano NP | 1.20£0.14 NP NP | 1.07+0.1 NP
Papaya NP NI NP NP NI NP
Pimienta gorda NI NI NP NI NI NP
Pimiento rojo NP NI NP NP NI NP
Pifia NI NI NP NI NI NP
Rabano NP 0.2+0 NP NP | 0.2+0.07 NP
Romero NP NI NP NP NI NP
Sandia NP NI NP NP NI NP
Tamarindo NP NI NP NP NI NP
Té negro NP NI NI NP NI NI
Té verde NP 0.4+0 NI NP | 0.5+0.1 NI
Tomillo NP NP NI NP NP NI
Uva pasa NP NI NP NP NI NP
Zacate de limon NP NI NP NP NI NP

Ac: Extraccion etandlica con resuspension acuosa

EtOH: Extraccidn etandlica con resuspension etandlica
MetOH: Extraccion metanolica con resuspension metandlica
NI: No Inhibicion

NP: No probado

C/c: Con cascara

Resultados + desviacion estandar




6.2 Determinacion de concentracion minima bactericida (CMB).
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Se seleccionaron sélo los extractos de Citrus limon (c&scara de limén) y Lippia

graveolens (orégano); ya que fueron los que presentaron el mayor halo de inhibicién

y que el solvente no fuera de naturaleza toxica para el consumo humano.

Se determino la Concentracion Minima Bactericida del extracto de C. limon y L.

graveolens la cual varié entre 1.5 y 3 mg/ml en ambas cepas. Cuando analizamos la

mezcla comercial Citrol-K Ultra el CMB obtenido para ambas cepas fue de 0.1

mg/ml (Tabla 6).

Tabla 6.

Determinacion de la concentracién minima bactericida (mg/ml).

Extracto Nombre Cientifico Escherichia coli Escherichia coli
0O157:H7 ATCC | O157:H7 ATCC
43894 43895
Cascara de limén Citrus limon 3+0 3+0
Oregano Lippia graveolens 15%0 15%0
Citrol-K Ultra 01+0 01+0

Resultados + desviacién estandar
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6.3 Determinacién de concentracién minima bactericida (CMB) de un coctel de

cepas de E. coli O157:H7.

Se determind la concentracion minima bactericida del extracto de C. limon y de
L. graveolens en un coctel de cepas (43890, 43890 GFP, 43894 y 43895). La CMB
obtenida vari6 de 1 a 8 mg/ml (Tabla 7). Se observd que las CMBs obtenidas fueron

mayores con respecto a las CMBs obtenidas por las cepas individuales, por lo que no

se observo un efecto sinérgico de los extractos contra las cepas analizadas.

Tabla 7.

Determinacion de la concentracion minima bactericida (mg/ml) de los extractos
elegidos sobre un coctel de cepas de E. coli O157:H7 (ATCC 43890, 43890
GFP, 43894 Y 43895)

Extracto Nombre Cientifico Mezcla de cepas de E.
coli
Cascara de limon Citrus limon 80
Orégano Lippia graveolens 1+0

Resultados + desviaciéon estandar

6.4 Determinacion del efecto de concentraciones subletales de los extractos de

plantas sobre el crecimiento microbiano.

Cuando analizamos el efecto de concentraciones menores a la CMB de los

extractos C. limon y L. graveolens sobre la viabilidad de dos cepas de E. coli

0157:H7 (ATCC 43894 y ATCC 43895), encontramos que no se presento (p > 0.01)

efecto inhibitorio del crecimiento, al analizar concentraciones equivalentes al 25, 50

y 75% de la CMB (Figura 3).
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Efecto de concentraciones subletales del extracte de Citrus limon y Lippia graveolens sobre
el crecimiente de E.coli O157:H7 ATCC 43894

9.5
Tratamiento
B Cidrus Emon
m Cirl crecangenio ATCC
9.0 43894 (sfe y sfs)
O Cirl solvente + cepa
(a/Cifrus Emon)
Cirl solvenfe + cepa
= (s lippa gi':zveo!fn.sj
8.5 W Lippa graveolens
E
2
o 5.0
=]
—
7.5
7.0
6.5

50 75 100
Concentracion de extracto (% CNEB)
Barras Error: +/- 1 DeavEst

Efecto de concentraciones subletales del extracto de Citrus limon y Lippia graveolens
sobre el crecimiento de E. coli O157:H7 ATCC 43895

9 50=
Tratamiento
B Cirus Emon
0 Cirl crecimgenio ATCC
9.00 43895 (sfe y afs)
Cirl solvenfe + cepa
0 (s Cifrus Emon)
m Cirl solvenfe + cepa
i (= Lpma graveolens)
2 8.50 W Lippia graveolens
E
on 8.00-
=]
=
.50
700
5.50— T

25 50 7S5 100
Concentracion de extracto (% CNE)

Barras Error: +/- 1 DesvEst

Figura 3. Efecto de concentraciones subletales de C. limon y L. graveolens sobre el
crecimiento de E. coli O157:H7 (s/: Sin, s/e: Sin extracto y s/s: Sin solvente).
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6.5 Determinacion de efecto de combinaciones de los extractos de C. limony L.
graveolens sobre la viabilidad de E. coli O157:H7.

La prueba para la determinacion de la existencia de un posible efecto sinérgico o
antagonico entre los extractos de C. limon — L. graveolens indico la existencia de un
efecto sinérgico entre los extractos a las concentraciones de 0.19-0.75, 0.9-0.75 y
0.02-0.75 mg/ml (Fig 4); siendo la combinacién méas efectiva la correspondiente al
0.02-0.75 mg/ml. Al analizar los FBCs, encontramos que la mezcla correspondiente
a la concentracion de 1.5-0.75 mg/ml indic6 aditividad (Tabla 8).

Tabla 8.

indice Fraccionario de Concentracion Bactericida (FBCingice) para E. coli O157:H7
usando una mezcla de Citrus limon y Lippia graveolens.

CEPA Citrus limon Lippia graveolens FBCindice
(mg/ml) (mg/ml)
0.02 0.75 0.5+0(S)
43894 0.18 0.75 0.6 £0(S)
0.09 0.75 0.8+0(S)
0.02 0.75 0.5+0(S)
43895 0.18 0.75 0.6 £0(S)
0.09 0.75 0.8+0(S)
1.5 0.75 1+0(A)

Resultados + Desviacién estandar.
(A): Aditividad
(S): Sinergismo
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Figura 4. Concentracion Fraccionaria Bactericida (FBC) de la combinacion de C.
limon y L. graveolens que inhiben a E. coli O157:H7 en caldo Mueller Hinton

después de 24 h de incubacién a 37°C.
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6.6 Efecto de los extractos de C. limon y L. graveolens sobre la formacion de
biopelicula de E. coli O157:H7.

Este ensayo se realizd utilizando los extractos de C. limon y L. graveolens. Se
observd que los extractos probados afectaron de manera similar, inhibiendo
significativamente (p > 0.01) la formacion de biopelicula de las cepas analizadas. Se
analizaron diferentes concentraciones de los extractos correspondientes al 25, 50 y
75% de la CMB, encontrando un efecto inhibitorio estadisticamente significativo (p
< 0.01) de formacién de biopelicula, el cual fue dependiente de la concentracion de
extracto utilizada. Al utilizar el 100% de la CMB, no hubo formacion de biopelicula
debido a la ausencia de células viables, mientras que en los controles de solvente
(cepa mas solvente sin extracto) la formacion de biopelicula se mantuvo en el mismo
nivel (p > 0.01) que el control de crecimiento (cepa sin solvente y sin extracto) a 48 h
(Figura 5).

Cuando analizamos la mezcla de los extractos encontramos una disminucion
significativa (p < 0.01) en la formacion de biopelicula en ambas cepas (Figura 6).
Ademas se encontrd que esta disminucion de formacion de biopelicula fue semejante
al utilizar diferentes combinaciones de los extractos (0.023-0.19, 0.023-0.38 y 0.4-
0.38 mg/ml). El control positivo utilizado (cepa con Citrol K-Ultra, sin extracto y sin
solvente) resultd ser significativamente efectivo (p < 0.01) en ambas cepas para

inhibir la formacion de biopelicula comparado con los extractos analizados.
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Efecte de concentraciones subletales del extracte de Citrus limon vy Lippia graveolens sobre
la fermacion de biopelicula de E. coli Q157:H7 ATCC £3894
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Efecto de concentraciones subletales del extracte de Citrus limon v Lippia graveolens sobre
la fermacion de biopelicula de E. coli O157:H7 ATCC 43895
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Figura. 5. Formacion de biopelicula de E. coli O157:H7 a concentraciones subletales
de C. limony L. graveolens (s/: Sin, s/e: Sin extracto y s/s: Sin solvente).
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Efecto de la mezcla de los extractos Citrus limon y Lippia graveolens sobre la formacion de
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Figura. 6. Formacion de biopelicula de E. coli O157:H7 en presencia de una mezcla
de C. limony L. graveolens (s/: Sin, s/e: Sin extracto y s/s: Sin solvente).
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Figura 7. Fotografia de la biopelicula de E. coli O157:H7 ATCC 43895 (control de
crecimiento sin extracto y sin solvente) en tincién con safranina acuosa al 1%.
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6.7 Determinacion de swarming.

El ensayo de formacién de swarming en las dos cepas de E. coli O157:H7
mostrd inhibicion significativa (p < 0.01) entre los tratamientos con extractos y sus
respectivos controles con solvente (bacteria con solvente sin extracto) y control de
crecimiento (bacteria sin solvente ni extracto) después de 24, 48 y 72 h de incubacién
(Figura 8). Los controles (bacteria con solvente sin extracto y bacteria sin solvente ni

extracto) no presentaron diferencia significativa entre si (p > 0.01)

Los controles mostraron formacion de swarm caracteristico a partir de las 24 h;
mientras que los tratamientos con extractos mostraron inhibicion completa del
swarm. Entre las 48 y 72 h, los controles (bacteria con solvente y bacteria sin
solvente ni extracto) alcanzan el doble del swarm obtenido a las 24 h de incubacion.

Con respecto a las mezclas, se observo una inhibicion del swarming (p < 0.01)
entre los tratamientos y sus respectivos controles (bacteria con solvente sin extracto y
bacteria sin solvente ni extracto) a las 24 h de incubacion. Sin embargo no se observo
diferencia significativa (p > 0.01) entre los controles con solvente y controles de
crecimiento, manteniendo la misma distancia de migracion de swarm. La mezcla de
C. limon - L. graveolens mostré inhibicion del swarm (p < 0.01) al compararlo con
los tratamientos controles (bacteria con solvente sin extracto y bacteria sin solvente

ni extracto) después de 48 h de incubacion (Figura 9).
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Efecto de concentraciones subletales del extracto de Citrus limon y Lippia graveolens sobre
la fermacion de swarmning de E. coli Q157 H7 ATCC 43894

4,00
Tratamiento
Wl Citreas Timeon
O Cirl crecimiento ATCC
43894 (sle y 5/5)
Ctrl solvente + cepa
—_ 3.00 (] (s Cifrus limen)
= = Ctrl solvente + cepa
= (s/Lippia graveclans)
g ] Lippia graveclens
o 2.007
=2
:
a8
1.00=
0.00—

25 50 75 100
Concentracion de extracto (%o ChWE)

Baras Error: +- 1 DesvEst

Efecte de concentraciones siubletales del extracte de Citrus limon vy Lippia graveeolens sebre
la formacion de swarming de E. coli QIS7T:H7 ATCC 43894

4.00-
Tratamiento
B Citreas limen
| Cirl crecimiento ATCCT
43894 (sl y 5s)
] Cirl solvente + cepa
—_ 3.00 . (s Cifrus limon)
= = Ctrl solvente + cepa
= (s/Lippia graveclens)
£ M rippia graveslens
= 2.00-
=
17}
2
=
1.00=]
0.00—

25 s0 75 100
Concentracion de extracto (%o CHEB)
Bairas Error: +- 1 DesvEst

Figura 8. Efecto de los extractos de C. limon y L. graveolens sobre la formacion de
swarming de E. coli O157:H7 ATCC 43894 y ATCC 43895 en medio semisdlido
Mueller Hinton después de 24 h de incubacion a 37°C (s/: Sin, s/e: Sin extracto y s/s:
Sin solvente).
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Efecto de la mezcla de los extractes Citrus limon v Lippia graveelens sobre la formacion de
swarming de E. coli OI57:-H7
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Figura 9. Efecto de la combinacion de C. limon y L. graveolens sobre la formacion
de swarming de E. coli O157:H7 ATCC 43894 y ATCC 43895 en medio semisélido
Mueller Hinton después de 24 h de incubacién a 37°C.
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Swarming en presencia
del control de crecimiento 38
(sin extracto y sin solvente)

Swarming en
presencia de C. limon

Swarming en
presencia de L. graveolens

Figura 10. Formacion de swarming de E. coli O157:H7 ATCC 43894 en presencia
del control de crecimiento (sin extracto y sin solvente) y de los extractos de C. limon
y L. graveolens después de 72 h de incubacion a 37°C.



6.8 Caracterizacion parcial de compuestos quimicos.
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Se encontraron diversos grupos quimicos presentes en los extractos activos

analizados. Se determind que C. limon presentd aldehidos y cetonas, alcaloides,

carbohidratos, flavonoides, hidrocarburos insaturados y p-benzoquinonas; mientras

que L. graveolens present6 aldehidos y cetonas, alcaloides, carbohidratos, cumarinas,

flavonoides, p-benzoquinonas y taninos (Tabla 9).

Tabla 9.

Caracterizacion parcial de compuestos quimicos presentes en los extractos elegidos.

Grupos quimicos

Extractos analizados

. limon L. graveolens | Citrol K-Ultra

Aldehidos y cetonas + + —
Alcaloides + + +
Carbohidratos + + —
Cloruros — — _
Cumarinas — + _
Flavonoides + + —
Hidrocarburos insaturados + — —
p-benzoquinonas + + +
Saponinas — — —
Sesquiterpenlactonas + — —
Taninos + + —

+ Positivo

- Negativo
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Figura 11. Caracterizacion parcial de compuestos quimicos presentes en los
extractos de A) C. limon y B) L. graveolens; en donde +: presencia y -: ausencia.
Los nimeros corresponden a 1: Aldehidos y cetonas, 2: Alcaloides, 3: Carbohidratos,
4: Cloruros, 5: Cumarinas, 6: Flavonoides, 7: Hidrocarburos insaturados, 8: p-
benzoquinonas, 9: Sesquiterpenlactonas y 10: Taninos.



7. DISCUSION

Desde 1970, los microbidlogos se han dado cuenta que las bacterias crecen
predominantemente en forma de biopeliculas en una diversidad de ambientes (Hall-
Stoodley, 2004). Es en estas formas de crecimiento es donde encuentran una
proteccion externa hacia factores de estrés como los agentes antibacterianos
comunmente usados (Davies, 2003); esta es una de las razones por las que es

necesario el estudio de sustancias capaces de inhibir su formacion.

Las plantas han sido ampliamente utilizadas como conservadores de alimentos,
esto en base a la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana. La
susceptibilidad de un microorganismo hacia una planta depende de muchos factores,
como las propiedades de la planta y del microorganismo en si (Kalemba and
Kunicka, 2003).

Grosvenor (1995) establecié que las bacterias Gram positivas eran mas
susceptibles contra extractos de plantas en comparacion con las Gram negativas. Esta
propiedad puede deberse a las caracteristicas morfoldgicas tipicas de cada bacteria,
ya que las Gram negativas poseen una membrana externa compuesta de
lipopolisacéaridos, la cual las hace mas impermeables a molécula lipofilicas como
antibioticos hidrofobicos, detergentes, sales biliares y tritdbn X-100. Ademas de que

la membrana externa actla como una barrera selectiva a moléculas hidrofilicas.
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En nuestro trabajo se encontrd que los extractos de Citrus limon (limén) y Lippia
graveolens (Orégano) fueron capaces de inhibir el crecimiento de Escherichia coli
0157:H7 ATCC 43894 y 43895.

El extracto etandlico de C. limon (limon) obtuvo una CMB de 3 mg/ml,
confirmando la actividad antimicrobiana del extracto, como lo reporta Conte et al.
(2006), al probar el extracto contra Bacillus licheniformes, Saccharomyces cerevisiae
y Pichia subpelliculosa. La actividad antimicrobiana de las céscaras de citricos
contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus ya ha sido reportada por Johann et
al. (2007). Valtierra (2008) reporté una CMB para el extracto etanélico de C. limon
de 8 mg/ml para Salmonella typhi y S. typhimurium y de 2 mg/ml para

Campylobacter jejuni y C. coli.

Por otra parte, la CMB de L. graveolens (Orégano) fue de 1.5 mg/ml para ambas
cepas de E. coli O157:H7. Estudios realizados por Friedman et al. (2002, 2003) con
el orégano, demostraron que esta planta tiene la capacidad de inhibir el crecimiento
de patogenos de alimentos como C. jejuni, E. coli O157:H7 y S. entérica teniendo
unos CMI en términos de reduccién del 50% de las UFC de 0.19 mg/ml, 1.1 mg/ml y
1.9 mg/ml respectivamente, siendo la CMI de E. coli O157:H7 aproximadamente la
mitad de la correspondiente a la CMB encontrada en nuestros estudios, que equivale
a la eliminacion del 100% de las UFC, por lo que nuestros resultados concuerdan con

esos estudios.

Sin embargo, se ha reportado que una serie de factores pueden influenciar los
resultados obtenidos en nuestro trabajo con respecto a los ya reportados, entre estos
podemos mencionar la variabilidad en el contenido de compuestos activos de las
plantas resultantes de la historia agronémica, asi como diferencia en la variedad de la
planta, estado de maduracion, técnica de extraccion (Holley et al., 2005; Jordan et
al., 2003; Marino et al., 1999; Sotomayor et al., 2004), caracteristicas fisicas y
quimicas de su propia actividad antimicrobiana (hidrofobicidad, volatilidad o
compatibilidad con el sistema), la concentracion del indculo, especie de
microorganismo y diferencias de susceptibilidad de las cepas (Davidson and
Harrison, 2002; Davidson and Naidu, 2000; Hao et al., 1998).
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Para poder establecer el efecto de los agentes antimicrobianos es recomendable una
evaluacion de los extractos solos asi como en combinacion, para determinar la
existencia de una relacion sinérgica entre ellos. Una de las principales razones por las
que se busca la existencia de sinergismo es para lograr potenciar la actividad
bactericida de un agente que no sea muy efectivo; por lo que algunas veces se
requiere la combinacion de dos o mas compuestos (Kiri et al., 2000). Las
combinaciones de antimicrobianos pueden ser seleccionadas para proveer un amplio
espectro de conservacion (Alzamora et al., 2003) u utilizacion de concentraciones

menores, que cuando estan individualmente.

En nuestro trabajo se realiz6 una mezcla de los extractos etandlicos de C. limon
y L. graveolens la cual resulté ser efectiva en la inhibicion del crecimiento de E. coli
0157:H7. Las combinaciones que resultaron ser efectivas presentaron un FBC entre
0.5 y 0.8, los cuales corresponden a la existencia de un efecto sinérgico. Este efecto
pudiera deberse a la presencia de diferentes compuestos activos en la mezcla en
comparacion con su actividad individual. Mau et al (2001) reportaron que la mezcla
de extractos de Allium tuberosum (cebollin chino), canela (Cinnamomum verum), y
Cornus officinalis (cornel japonés) tenian amplia actividad antimicrobial que era
estable frente al calor, pH extremos y un almacenaje prolongado. Lopez-Malo (2006)
reportd la actividad sinérgica entre la vainillina y el sorbato de potasio; y una
actividad aditiva entre el carvacrol y el timol sobre la inhibicion de A. flavus.
Azzous and Bullerman (1982) reportaron el efecto sinérgico entre el clavo y el

sorbato de potasio frente a A. flavus, A. parasiticus y A. ochraceus.

El Citrol-K-Ultra es un producto comercial utilizado como conservador y
desinfectante natural. Este producto es obtenido a partir de los extractos de citricos
como toronja, naranja y limén, y es altamente efectivo para inactivar
microorganismos a una concentracion de 0.4 mg/ml. En nuestros ensayos, este
control (inoculo mas Citrol) resulto ser efectivo para inactivar a E. coli O157:H7 a
una concentracion de 0.1 mg/ml, incluso mas baja de la recomendada. Este resultado
puede deberse a que el microorganismo utilizado en este estudio es mas sensible que

los organismos en donde se determinaron las CMB del producto.
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Las bacterias planctdnicas tienen la habilidad de atacar las superficies, creando una
compleja comunidad bacteriana conocida como biopelicula, la cual esta envuelta en
una matriz de exopolisacaridos. Existen muchos factores ambientales que promueven
la formacion de exopolisacarido, entre ellos se encuentran alto nivel de oxigeno
(Bayer et al., 1990), limitada disponibilidad de nitrégeno (Jarman et al., 1978; Mian
et al., 1978), desecacién (Williams and Wimpenny, 1977; Ophir and Gutnick, 1994),
baja temperatura (Troy, 1979; Junkins and Doyle, 1992) y disminucion de nutrientes
(Dewanti and Wong, 1995; Mao et al., 2001).

En nuestra investigacion, tomamos en cuenta algunos factores que pudieran
influenciar la formacién de biopelicula. Utilizamos condiciones adecuadas de
oxigeno, temperatura, nutrientes y tiempos de incubacién. También se utilizé un
control que consistia tnicamente de la cepa en estudio (sin tratamiento alguno), esto
para poder verificar si existia 0 no una disminucion estadistica en la formacion de

biopelicula.

Cuando analizamos el efecto de concentraciones subletales de los extractos
sobre la formacion de biopelicula encontramos que a 2.25 mg/ml de C. limon y 1.13
mg/ml de L. graveolens (correspondientes al 75% de CMB) se disminuyé
significativamente la formacion de biopelicula en ambas cepas, estos resultados
indican la presencia de compuestos quimicos que pudieran estar afectando a la célula
en algunos de los mecanismos involucrados especificamente en la formacion de
biopelicula; ya que a estas concentraciones no afectan el crecimiento bacteriano in
vitro. Quave (2008) reportd que 0.13 mg/ml del extracto acuoso de Leopoldia
comosa previene el 90% de la formacion de biopelicula de S. aureus. Ryu y Beuchat
(2005) observaron que el tratamiento con cloro a concentraciones superiores a los 0.2
mg/ml no eliminaba la biopelicula de E. coli O157:H7. Nuestros resultados difieren
de los ya reportados debido a la diferencia de cepas utilizadas, tipo de planta (origen
comestible), facilidad de empleo a altas concentraciones, asi como su bajo costo de

obtencién.
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Se han realizado algunos estudios que demuestran la inhibicion de la formacion de
biopelicula de E. coli O157:H7 a través del uso de furanonas provenientes de algas
marinas (Delisea pulchra) (Ren et al., 2001).

En nuestro trabajo probamos mezclas de los extractos contra el desarrollo de
biopelicula de E. coli O157:H7 utilizando para esto combinaciones inferiores a las
que encontramos que tenian un efecto sinérgico (FBC menor 1). Los tratamientos
mostraron una reduccion de biopelicula de las cepas en estudio que fue
estadisticamente significativa. No existen reportes acerca de mezclas de extractos de
plantas comestibles con actividad inhibidora de biopelicula bacteriana, por lo que
nuestro trabajo es novel en este aspecto.

El swarming es un proceso bacterial colectivo de asociacion a las superficies;
como forma de migracion facilita la rapida colonizacién de las superficies por
poblaciones bacterianas. Este tipo de motilidad ha sido asociada con la formacion de
biopeliculas, resistencia a antibioticos y produccién de factores de virulencia. Branda
et al. (2001) encontraron que cepas silvestres de B. subtilis tenian defectos en la
estructura de sus biopeliculas, esto se debia a la deficiencia de produccion de
surfactina la cual es requerida para un swarming eficiente. Es por esto que en nuestro
trabajo investigamos el efecto de los extractos etandlicos de C. limon y L. graveolens
sobre la formacion de swarming. Los ensayos fueron realizados a distintos tiempos
de incubacion 24, 48 y 72 h, esto con el fin de observar efectos tempranos sobre la

bacteria.

Encontramos que la formacion de swarming de las cepas EHEC varié con
respecto al tiempo. El extracto inhibid la formacion de swarm a las 24 y 48 h de
incubacion, mientras que para las 72 h las cepas mostraban formacién de swarm,
aungue en menor proporcion comparada con sus controles. Estos resultados indican
que para la cepa analizada las concentraciones subletales de C. limon y L. graveolens
actan como inhibidores temporales bajo las condiciones probadas. Wang et al.
(2006) encontraron que las isoflavonas (derivados de soya) inhibieron el swarming

pero no el crecimiento de P. mirabilis. Los resultados obtenidos pueden deberse a lo
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mencionado por Li et al. (1993), quienes indicaron que la pérdida de motilidad bajo

condiciones adversas es debida a la inhibicion de la sintesis de proteinas.

Givskov et al. (1996) y Gram et al. (1996) mencionaron que las furanonas
brominadas producidas como metabolitos secundarios del alga Delisea pulchra,
inhibieron la motilidad swarming de S. liquefaciens y P. mirabilis. Wang et al.
(2006) encontraron que el resveratrol, un compuesto fitoalexinico producido por las
plantas durante el estrés por ataque de patdgenos, inhibieron completamente el

swarming de P. mirabilis a una concentracion de 0.06 mg/ml.

Con respecto al efecto de las mezclas de limon-orégano sobre la formacion de
swarming encontramos la misma tendencia que cuando los extractos individuales
fueron probados. Encontramos que las concentraciones utilizadas (inferiores a la
mezcla sinérgica, ya que ésta inhibio completamente el crecimiento de la bacteria)
inhibieron completamente el swarm a las 24 h, pero con el transcurso del tiempo el
extracto perdia actividad permitiendo asi la migracion de la cepa. Estos resultados
indican que la mezcla se encuentra afectando el mecanismo de migracion celular
aungue no afecta el crecimiento bacteriano. Hasta la fecha, no existen reportes acerca
de la actividad de extractos de plantas comestibles sobre la formacion de swarming,

por lo que este trabajo es innovador en este ambito.

Un posible mecanismo por el cual los extractos de limén y orégano pudieran
inhibir el swarming de E. coli O157:H7 y la expresion de sus factores de virulencia,
pudiera ser debido a que actlan mimetizando las sefiales de quérum sensing (QS).
Existe creciente evidencia que sugiere que las plantas pueden producir una variedad
de sefiales mimetizadas que inhiben o regulan el QS (Bauer and Robinson, 1998;
Teplitski et al., 2000).

Las plantas tienen la habilidad de sintetizar una ilimitada variedad de
compuestos entre los que se encuentran los metabolitos secundarios. Los compuestos
quimicos que presentaron los extractos de limén y orégano fueron aldehidos y
cetonas, alcaloides, flavonoides, hidrocarburos insaturados, p-benzoquinonas y

taninos; los cuales poseen diferentes mecanismo de accion. EIl orégano es usado



71

botanicamente y es generalmente reconocido como seguro (GRAS), es utilizado
como saborizante de alimentos, y su potencial contenido de ingredientes funcionales,
conocidos por su actividad antimicrobiana, estan ligados al contenido de fenoles (Lin
et al., 2005).

De acuerdo a Stern (1996), las quinonas acttan sobre la célula microbiana, las
adhesinas expuestas a la superficie, los polipéptidos de la pared celular y las enzimas
unidas a la membrana. Segun Cushnie y Lamb (2005), los flavonoides actlan
inhibiendo las enzimas. Cowan (1999) indic6 que los taninos inactivan adhesinas

microbianas, enzimas y proteinas de transporte.

Existen muchos reportes acerca de la actividad antimicrobiana de compuestos
naturales sobre E. coli O157:H7; la mayoria de ellos indican que la actividad de los
extractos parece estar ligada a la presencia de compuestos fendlicos, los cuales estan
involucrados con la disrupcién de la membrana citopldsmica, la fuerza protdn
motriz, el flujo de electrones, el transporte activo, ademas de causar coagulacion del
contenido celular (Burt 2004; Delaquis et al., 2002). EI mecanismo de accion de la
actividad antimicrobiana de compuestos naturales parece ser mas especifica

dependiendo de su concentracion (Friedman et al., 2002).

De acuerdo con nuestros resultados, existe evidencia que algunos extractos de
plantas contienen un perfil de compuestos inhibitorios del desarrollo de biopelicula
de E. coli O157:H7. Sin embargo el mecanismo molecular por el cual nuestros
extractos inhiben el desarrollo de biopelicula y la formacion de swarming no esta
completamente claro, por lo que se abre una oportunidad de desarrollo para elucidar

los mecanismos de accion de los extractos sobre nuestra bacteria.

En sintesis, los resultados encontrados en este trabajo de investigacion revelan
que dos de las 36 plantas usadas en este estudio tuvieron efecto inhibitorio sobre el
desarrollo de biopelicula de E. coli O157:H7 y algunos de sus procesos relacionados,
como el crecimiento bacteriano y la formacion de swarm; por lo que se acepta la

hipétesis planteada en este proyecto.



8.  CONCLUSIONES

Los extractos etandlicos de Citrus limén y Lippia graveolens probados poseen
un efecto antimicrobiano contra Escherichia coli O157:H7 con valores de CMB de 3

y 1.5 mg/ml respectivamente.

Las concentraciones subletales de la CMB (25, 50 y 75%) de los extractos de
Citrus limon y Lippia graveolens no afectaron significativamente la concentracion
bacteriana de Escherichia coli 0157:H7.

La mezcla de Citrus limon y Lippia graveolens present6 una actividad sinérgica,

inhibiendo completamente el crecimiento de Escherichia coli O157:H7.

Los extractos etandlicos de Citrus limén y Lippia graveolens y la mezcla de

éstos, inhibieron el desarrollo de biopelicula de Escherichia coli O157:H7.

Los extractos etandlicos de Citrus limon y Lippia graveolens y la mezcla de
éstos inhibieron la formacion del swarming de Escherichia coli O157:H7 después de
24 h de incubacion a 37°C.
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