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RESUMEN

Campylobacter jejuni es el microorganismo mas comun asociado a diarreas en
nifios, sobretodo en paises en vias de desarrollo, ademés de considerarse la causa mas

comun de enfermedades transmitidas por alimentos en paises industrializados.

Debido al uso indiscriminado de antibidticos, los microorganismos han
desarrollado resistencia a los mismos, por lo que actualmente se buscan alternativas
medicinales para su control. Es por esto que la utilizacion de la medicina natural

desde tiempos muy antiguos ha resultado en una estrategia actual.

En el presente estudio, se determind la accidon antimicrobiana de diversos
extractos de plantas sobre el crecimiento, la actividad citotoxica (produccion de

toxinas) y la capacidad de adhesion a células VERO de C. jejuni 'y C. coli.

Se encontr6 que 27 de los 35 extractos metandlicos analizados tuvieron actividad
inhibitoria contra ambos microorganismos. Se determind la concentracion minima
bactericida (CMB) de los extractos que mostraron mejor actividad los cuales fueron:
Artemisia ludoviciana (Estafiate), Acacia farneciana (Huizache), Opuntia ficusindica
(Nopal) y Synara scolymus (Alcachofa) siendo 0.3, 0.5, 0.4 y 2.0mg/mL

respectivamente.

Se probaron concentraciones subletales (25, 50 75% del CMB) de Nopal,
Alcachofa, Huizache y Estafiate que no inhibieron el crecimiento bacteriano; pero si
disminuyeron la capacidad de adhesion ( nopal y alcachofa) de C. jejuni/coli a lineas
celulares Vero, asi como la produccion de toxinas de C. jejuni/coli (huizache y

estafiate).



ABSTRACT

Campylobacter spp. is recognized in developed countries as the most common
cause of food-borne bacterial gastroenteritis in humans. The illness asociated with this
microorganism is Campylobacteriosis. Epidemiological studies have revealed that
consumption of poultry products is an important risk factor of this disease.
Asymptomatic infections, watery diarrhea and dysentery-type illnesses of human have
been reported as caused by this microorganism. Adherence to and invasion of host
mucosal surfaces were proposed as essential steps in pathogenesis. In adition many
cytotoxic activities have been reported but the significance in human disease are

unclear.

Due to the improper use of antibiotics there are new bacterial strains which are
multi-resistant. Therefore actions must be taken to reduce this problem. Actually the
investigations are searching for new alternatives to controlling this microorganisms

and the use of natural products of plants has been suggested.

In this study, we tested the effect of plants extracts of Acacia farneciana,
Artemisia ludoviciana, Opuntia ficusindica and Synara scolymus against the grow,
adherence and cytotoxicity of Campylobacter jejuni and C. coli. The MBC founded
were 0.3, 0.5, 0.4 and 2.0 mg/mL respectively. We tested the effect of subinhibitory
concentrations (25, 50, 75% of MBC) of the four plants extracts mentioned above and
they did not affect the grow of any strain tested . We found that Acacia farnesiana
and Artemisia ludoviciana inhibit the supernatant cytotoxicity of Campylobacter
Jjejuni against Vero cells. And Synara scolymus reduced in two fold dilutions the
cytotoxity. The adherence of Campylobacter was significativly affected by Opuntia

ficusindica and Synara scolymus.



1. INTRODUCCION

Dentro del género Campylobacter, existen 14 especies de las cuales C. jejuni, C.
coli, y C. fetus, son las mas frecuentemente aisladas en humanos. Estas bacterias, son
bacilos Gram-negativos, con forma espiral y méviles por contar con un flagelo polar 6
en ocasiones bipolar. Crecen Optimamente en atmdsfera microaerofilica, en

temperaturas de entre 37 y 42 °C (Konkel et al., 2001).

Campylobacter jejuni/coli se considera responsable de una enfermedad conocida
como campylobacteriosis cuyos sintomas incluyen: fiebre, nausea, dolor abdominal e
incluso diarrea severa la cual pudiera ser sanguinolenta. La dosis infectiva para
contraer campylobacteriosis se ha reportado de 500 a 800 células, en tanto que el
periodo de incubacion es de 2 a 7 dias y cominmente la enfermedad cede

espontaneamente (Black ez al., 1988).

Como complicacién a una campylobacteriosis en aproximadamente el 1% de los
pacientes, se desarrolla del sindrome de Guillan Barré, el cual se presenta como una
polineuropatia desmielinizante, que causa, una paralisis flacida, que puede derivar en

la muerte (Nachamkin ef al., 1998 ).

Una infeccion por Campylobacter jejuni/coli se adquiere frecuentemente por
manejo insalubre o consumo de pollo mal cocinado, aunque también por consumo de

leche no pasteurizada y agua contaminada (Friedman et al., 2000).

Actualmente se han desarrollado métodos mas innovadores para evitar la
contaminacion microbiana en la industria alimentaria asi como para combatir las

infecciones por microorganismos (Forsythe, 2000).



Debido a la capacidad de adaptacion a condiciones adversas, como los
conservadores en alimentos, y del incremento a la resistencia a antibidticos que ciertas
bacterias han desarrollado, se estan buscando nuevas alternativas para combatirlas

(Nachamkin et al., 1998).

El uso de extractos de plantas como agentes antimicrobianos naturales y como
aditivos en alimentos, recientemente ha tenido un gran impacto debido al interés de la
poblacién por un consumo "todo natural"; es por ello que los esfuerzos se han
enfocado a la busqueda de alternativas para el control de microorganismos tanto en la

industria alimentaria como farmacéutica (Gustafson et al., 1998).

Sin embargo, actualmente no solamente basta con saber que algunos compuestos
naturales son efectivos sino que resulta de suma importancia, conocer el mecanismo
de accion de extractos de plantas sobre la viabilidad de C. jejuni/ coli 1o que permitira
sugerir alternativas viables para el control de estos microorganismos (Fields and

Swerdlow, 1999).

Sabemos que México cuenta con una flora amplia y que desde mucho tiempo
atras se ha utilizado como "remedios" para enfermedades; sin embargo no hay una
validacion cientifica para ello. Debido a lo anterior, en este trabajo, se pretende
encontrar uno o varios extractos de plantas, con capacidad para inhibir el crecimiento,
la adhesion, la produccion de toxinas de C. jejuni y C. coli, asi como evaluar su

posible mecanismo de accion.



2. HIPOTESIS

Los extractos de plantas probados, poseen actividad biologica contra el
crecimiento, la actividad citotoxica y la adhesion a células Vero de Campylobacter

Jjejuni'y C. coli.



3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de extractos de plantas sobre el crecimiento, la actividad

citotoxica y la capacidad de adhesion a células de Campylobacter jejuni y

Campylobacter coli.

1)

2)

3)

4)

5)

4. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar en forma preeliminar la actividad antimicrobiana de extractos de

plantas contra C. jejuni y C. coli.

Establecer la concentracion minima bactericida de los extractos de plantas
que presentaron en los estudios preeliminares actividad antimicrobiana

contra C. jejuniy C. coli.

Determinar el efecto de las concentraciones subletales de los extractos

biologicamente activos sobre el crecimiento de C. jejuni'y C. coli.

Evaluar el efecto de los extractos de plantas sobre la actividad citotoxica
de C. jejuni y C. coli asi como en su capacidad de adhesion a células

Vero.

Caracterizar parcialmente los compuestos responsables de la actividad

bioldgica.



5. ANTECEDENTES

5.1. Importancia de Campylobacter.

Las campylobacterias fueron descubiertas en 1886 por Theodor Escherich,
debido al gran nimero de muertes infantiles que hubo en aquel tiempo y que llamo
"colera infantil"; Sin embargo, no fue sino hasta 1972 cuando Dekyser y Butzler
aislaron a Campylobacter a partir de sangre y heces de una paciente joven con

proceso febril y enteritis hemorragica (Skirrow and Butzler, 2000).

La enfermedad asociada con Campylobacter, conocida como campilobacteriosis,
incluye sintomas que van desde diarrea leve hasta severa, ademds puede incluir

sintomas como fiebre, ndusea y dolor abdominal (Black et al., 1988).

La infeccién se adquiere en forma general, por mal manejo y consumo de pollo
contaminado, aunque también por consumo de leche no pasteurizada y por agua
contaminada (Friedman et al., 2000). Aunque cerca del 90% de los casos son
esporadicos y se presentan durante el verano, Campylobacter es el responsable de la
mayoria de las infecciones intestinales alrededor del mundo afectando anualmente al
1.1% y 1% de la poblacién de Reino Unido y Estados Unidos respectivamente (Hong
et al.,2004).

La incidencia real de casos, debido a los no reportados, se estima al menos 10
veces mayor a los casos documentados (Allos et al, 2001). Debido a esto,
Campylobacter jejuni, es considerada como la principal causa de diarreas a nivel
mundial y aunque C. coli también es patdgena para el humano, su incidencia es menor

(Wassenar et al., 2000).

La variabilidad en la expresion y severidad clinica de Campylobacter ha sido

observada por muchos afios. En un estudio realizado en nifios, los datos clinicos



variaron desde infecciones asintomadticas hasta diarrea secretora y en unos cuantos

casos, diarrea inflamatoria (Carvahlo et al., 2001).

Otras presentaciones clinicas de la infeccion por Campylobacter incluyen,
meningitis, bacteremia, infecciones extraintestinales localizadas, asi como
complicaciones inmuno-reactivas como es el caso de artritis reumatoide y del
sindrome de Guillain Barré (Konkel et al, 1998), éste ultimo se presenta
aproximadamente en el 1% de los pacientes después de la infeccion gastrointestinal,
provocando una pardlisis flacida, que puede derivar en la muerte (Nachamkin et al.,

1998).

Este amplio rango de manifestaciones clinicas, depende de la respuesta del
hospedero y de las caracteristicas del patdogeno. Normalmente la infeccion no requiere
hospitalizacion, Unicamente se ingieren electrolitos para mantener al paciente
hidratado (Peterson, 1994; Allos, 2001), en situaciones especiales como pacientes con
Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida (SIDA) o mujeres embarazadas, se

utilizan antibioticos.

Factores como el abuso de antibidticos en las dietas de aves de engorda, asi como
la automedicacion, han contribuido a la emergencia de cepas de Campylobacter
resistentes a antimicrobianos (Nachamkin, 2002). El incremento en el nimero de
infecciones humanas, por este tipo de cepas de Campylobacter, hace muy importante

a la campilobacteriosis (Fields and Swerdlow, 1999).

5.2. Factores de virulencia de C. jejuniy C. coli

La identificacion y caracterizacion de factores de virulencia resulta de gran
importancia en la investigacion microbioldgica; el conocimiento de la naturaleza, la
regulacion y mecanismo de accion de factores de virulencia es indispensable para la

prevencion y el tratamiento de las enfermedades infecciosas (Wassenaar, 1997).



Campylobacter posee un lipopolisacarido que le confiere cierta resistencia,
endotoxicidad y adhesion (van Vliet and Ketley, 2001). Varios estudios han
demostrado que el LPS de Campylobacter es similar al de Haemophilus y Neisseria

spp (Logan and Trust, 1984; Konkel et a/ 2001).

Se ha establecido que dentro de la célula, Campylobacter jejuni/ coli, se transloca
dentro de vacuolas hacia la superficie basolateral de la misma, donde la exocitosis
puede ocurrir y entonces el microorganismo puede entrar en un estado viable no
cultivable, que resulta de gran importancia para la virulencia del mismo (Forsythe,

2000; Kopecko et al,. 2001).

Para esta bacteria se han reconocido al menos cuatro principales factores de
virulencia: movilidad, adherencia, invasiéon y produccién de toxina (Walker et al.,

1986).

5.2.1. Movilidad.

El rol de la movilidad en la patogénesis esta bien definido (Morooka ef al., 1985).
La motilidad estd ligada a dos proteinas FlaA y FlaB, pero especificamente a la
sintesis de FlaA ya que los niveles de produccion de FlaB son muy bajos. Se ha
establecido que Campylobacter penetra la capa mucosa utilizando su flagelo polar,
que es el responsable del movimiento de sacacorcho del mismo (Szymanski et al.,
1995).

Mutantes carentes de flaA, el principal gen para la sintesis de la proteina FlaA del
flagelo, son incapaces de colonizar pollos de tres dias de nacidos asi como células
intestinales de humano in vitro (Fields and Swerdlow, 1999). Es por ello que se
considera a la adhesion e invasidon, como procesos dependientes de movilidad y

expresion flagelar de este microorganismo (van Vliet and Ketley, 2001).



10

5.2.2. Adherencia e invasion.

La adherencia de Campylobacter jejuni/ coli al tejido, es probablemente
determinante para el desarrollo de la infeccion y podria incrementar la concentracion
de productos secretados por la bacteria (De Melo and Pechere, 1990). Segin Ruiz-
Palacios et al., (1992), la habilidad de esta bacteria para adherirse e invadir células

epiteliales se considera esencial para el desarrollo de la enfermedad.

La adhesion y la invasion de C. jejuni/ coli a lineas celulares, han sido
ampliamente estudiadas (Konkel et al., 1992). La adhesion de la bacteria a mucosas es
necesaria para la colonizacion y subsecuentemente la patogénesis (Mc Swegan and
Walker, 1986). Se ha demostrado que C. jejuni es capaz de adherirse a células
humanas (INT407, Hep-2, HeLa, y 293), asi como a células de origen animal (VERO,
CHO-K1 y MDCK) con la misma eficiencia (Konkel et al., 2001).

Sin embargo, esta habilidad de C. jejuni para invadir cultivos celulares, parece
variar en cada cepa; Everest ef al., (1992), observaron diferencias significativas en el
nivel de invasion entre C. jejuni aislado de individuos con colitis y de individuos con
diarrea no inflamatoria ya que se determind que aquellas cepas que provenian de
individuos con colitis, tenian una mayor capacidad de adhesion (hasta en un 30%),

que aquellas de individuos con diarrea no inflamatoria.

Mc Swegan y Walker (1986), trataron de inhibir la adhesion de Campylobacter a
células epiteliales utilizando 14 aztcares que se afiadieron al medio de cultivo, de los
cuales, la fucosa y manosa, fueron los mas inhibitorios, reduciendo la capacidad de

adhesion hasta en un 47%.
Se ha comprobado que la quimiotaxis o atraccion por agentes quimicos, juega un

papel muy importante en la adhesion de C. jejuni/coli al tejido, ya que se encontrd en

ratones que fueron inoculados con 110 UFC de C. jejuni nativa, una invasion activa,
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no asi cuando se inocularon con una cepa mutante para quimiotaxis. Las mutantes
utilizadas, tenian el mismo tipo de flagelo que la cepa nativa (Takata ef al., 1992; van

Vliet and Ketley, 2001).

De Melo y Pechére (1990), identificaron cuatro proteinas de membrana con una
masa molecular aparente de 28, 32, 36, y 42 kDa, que podrian participar en la
adhesion de C. jejuni a las células del hospedero. Otras moléculas propuestas como

adhesinas son: el LPS, flagelo, asi como la membrana externa (Konkel ez al., 2001).

Konkel y Cieplak (1992) encontraron que diferentes concentraciones en
tratamientos con cloranfenicol (inhibidor especifico de la sintesis de proteinas) no
afectaron la capacidad de adhesion de C. jejuni a células epiteliales. Sin embargo,
redujeron significativamente la internalizacion de las mismas. Por su parte, Ruiz-
Palacios et al en el 2002, encontraron que la adhesion de Campylobacter a células
HEp-2, fue inhibida por leche humana, asi como por oligosacaridos de la misma

leche.

Lee et al (2004) determinaron la capacidad de adhesion e invasion de 42 aislados
de C. jejuni de animales domésticos (perros, gatos, cabras y ovejas), encontrando que
el 50% fueron capaces de adherirse a células epiteliales, y de éstas el 28.6%
invadieron estas mismas células. De la misma manera encontraron que la capacidad

de invasion de C. jejuni se vio disminuida después de varios pasos de €ste in vitro.

Lengsfield et al (2007), investigaron la influencia de extractos acuosos obtenidos
de la fruta de la Okra, enriquecidos con polisacéridos, sobre la adhesion de C. jejuni
en pollo, tanto in vitro como in vivo. Ellos encontraron que in vitro el extracto
completo no tenia un efecto significativo en la inhibicioén de la adhesion, en tanto que
los polisacaridos si. Sin embargo cuando se realizaron los experimentos in vivo no se

encontraron efectos significativos entre ambos.
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5.2.3. Toxinas

5.2.3.1. Enterotoxina.

El mecanismo exacto por el cual C. jejuni/coli produce la enfermedad en
humanos aun se desconoce. Un gran numero de cepas de Campylobacter, incluyendo
C. jejuni, C. lari, C. coli, C. fetus y C. upsaliensis producen varias toxinas, entre las
mas importantes se encuentran la enterotoxina y una toxina citoletal distensora (CDT)

(Mooney et al., 2001);

Seglin Spangler (1992), las enterotoxinas se definen como secreciones proteicas
con la capacidad de unirse a un receptor, entrar a la célula y elevar los niveles de
AMP ciclico intracelular. Los prototipos mas comunes de enterotoxina son: toxina de

Vibrio cholerae (CT) y la toxina termolabil de E. coli (LT) (Tamplin ef al., 1988).

La actividad de la enterotoxina de C. jejuni / coli fue documentada por primera
vez en 1983, encontrandose evidencias de que las enterotoxinas y citotoxinas pudieran
estar involucradas en la patogénesis de la enteritis producida por Campylobacter
(Ruiz-Palacios et al., 1983). Se encontré que los sobrenadantes de cultivos de C.
Jjejuni causaban una secrecion intraluminal en los modelos RILT (Rat Ileal Loop
Test), ademas de causar elongacién y muerte (efecto citotdoxico) en las células de

ovario de hamster (CHO) asi como aumento intracelular del AMP ciclico in vitro.

Posteriormente se determind que la enterotoxina de C. jejuni podia neutralizarse
con anticuerpos contra la toxina de V. cholerae (CT) asi como la toxina termolabil de
E. coli (LT), lo que sugiri6 una similaridad inmunolodgica con estas dos toxinas

(Klipstein et al., 1986; Ruiz- Palacios ef al., 1983; Goossens et al., 1985).
Debido a esto, es posible aplicar un método alternativo independiente de cultivo

celular para la identificacion de la enterotoxina, basado en la propiedad de la misma

para adherirse al receptor celular gangliosido GM1 (Klipstein et al., 1986).

12



13

Este método llamado ELISA GM1, puede realizarse con anticuerpos antiCT o antiLT

utilizando el gangliésido GM1 como fase solida.

Johnson y Lior (1984) observaron el efecto de la enterotoxina en células CHO y
en Y-1 donde determinaron que las condiciones del cultivo afectaron la produccion de
enterotoxina. Por ejemplo suplementos como el IsoVitale X, incremento la
produccion de la misma, debido posoblemente al hierro que contiene. Esto concuerda
con Mc Cardell et al., (1986) quienes comprobaron que cuando se variaba la cantidad

de hierro en el medio, también variaba la cantidad de enterotoxina producida.

Klipstein y Engert (1985), demostraron que la enterotoxina, podia ser
concentrada por precipitacion con sulfato de amonio y ser parcialmente purificada en
columna de galactosa-agarosa o por cromatografia de afinidad con ganglidsidos o
utilizando anticuerpos anti CT. Con ello obtuvieron una fraccion que al ser separada
en gel de poliacrilamida bajo condiciones disociantes (SDS- PAGE), se evidenci6 una
banda de 70 kDa. Cuando estos ensayos fueron repetidos por Daikoku et al., (1989),
se obtuvieron tres bandas (68, 54 y 43kDa) por lo que a la enterotoxina se le atribuyd

un peso de entre 68-70 kDa.

Kawaguchi et al, (1989) encontraron que el efecto citotoxico de los
sobrenadantes obtenidos a partir de un cultivo de C. jejuni sobre células CHO o
modelos RILT, aumentd cuando éste se sometio a un tratamiento con polimixina B,
sin embargo si el tratamiento se prolongaba, la actividad disminuia. Este ultimo efecto
se observo cuando se sonicaba a la célula, debido probablemente a la liberacion de

proteasas.
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5.2.3.2. Citotoxinas.

Las citotoxinas son definidas como proteinas que matan blancos celulares; éstas
pueden actuar intracelularmente o desde los poros en la célula. Tienen actividad
intracelular, generalmente se adhieren a la célula blanco y son procesadas antes de
que lleguen al citoplasma. Existen diferentes mecanismos de toxicidad entre los
cuales predominan la inhibicion de la sintesis de proteinas y la inhibicion de la
formacion de filamentos de actina. Ejemplos de las citotoxinas mas comunes son:
Toxina de Shigella disenteriae (Shiga-toxin o Stx) y E. coli Shiga-Like toxin, también

conocida como verotoxina (Obrig, 1994).

A pesar de las investigaciones realizadas en este campo, la literatura sobre la
deteccion de la actividad citotoxica en Campylobacter es muy confusa. En cada
estudio, varia la linea celular utilizada, asi como las condiciones de cultivos y los
tipos de cepas. En base a la comparacion de pesos moleculares, se propone la
existencia de seis citotoxinas: (i) citotoxina de 70 kDa activa en lineas celulares como
HelLa (células humanas de cancer cervico-uterino), CHO (células de ovario de
hamster) y otras, e inactiva en Vero (células de rifion de mono verde); (ii) Citotoxina
activa en Vero y HeLa; (iii) Citotoxina Citoletal Distensora (CDT); (iv) citotoxina
neutralizable con antitoxina —Stx; (v) una citotoxina con actividad hemolitica; (vi) y

una hepatotoxina (Wassenaar, 1997).

La toxina citoletal distensora (CDT) producida por Campylobacter spp. fue
descrita por primera vez en 1988. Las lineas celulares CHO, Vero, He-La y HEp-2

son sensibles a ésta, mientras que las células Y-1 no lo son (Wassenaar, 1997).
La actividad de CDT en cultivos celulares se hace evidente por la distension

celular caracterizada por elongacion e hinchazoén de casi cinco veces su tamafio

normal, lo cual refiere un efecto citotonico (Johnson and Lior 1988; Konkel, 2001).
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Esta citotoxina, causa una distension celular progresiva debida al arresto
irreversible en la transicion de las fases G2/M del ciclo celular y por consiguiente

inducir la muerte celular del hospedero (Kopecko et al., 2001; Newel, 2001).

En el afio de 1996, Pickett et al., clonaron y secuenciaron los genes productores
de CDT; encontrando que los genes responsables de la produccion de esta toxina, eran
cdtA, cdtB, cdtC. Determinaron que estas toxinas estaban relacionadas con las de E.

coli y que ademas C. jejuni producia mas concentracion de toxina que C. coli.

Dang et al., (2001), relacionaron la presencia del gen cdt y la capacidad de
Campylobacter para producir CDT. Ellos evaluaron la produccion de la misma en
c€lulas Vero y determinaron la presencia del gen por una técnica de biologia
molecular, encontrando que el gen estaba presente tanto en C. jejuni como en C. coli,
y ambas presentaban efectos citotoxicos sobre la linea celular antes mencionada. Sin
embargo, C. coli produjo una menor cantidad de toxina y en dos casos niveles no

detectables de la misma.

Durante las primeras 24h de incubacion, los efectos de la enterotoxina y la CDT
son indistinguibles, ya que se ha observado que ambas incrementan el AMPc
intracelular (Manal-AbuOun et al., 2005); sin embargo, las diferencias entre ambas
después de la inoculacion en cultivos celulares, son evidentes desde las 72h (Johnson

and Lior, 1988).

Jonson y Lior (1986) encontraron que una cepa de Campylobacter puede tener
tanto efecto citotonico (CYTON, inflamacion celular) asi como citotoxico (CYTOX,
destruccion celular). Ellos probaron los sobrenadantes de C. jejuni sobre varias lineas
celulares (Y-1, Vero, CHO). De acuerdo a los cambios morfologicos de estas,
determinaron que las células mas sensibles a los efectos citotoxicos fueron las VERO

y las células CHO lo fueron a los efectos citotonicos.
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En el 2003, Nadeau et al., compararon las propiedades de virulencia in vitro de
Campylobacter spp. aisladas de pollos y humanos, encontrando que todas las cepas
tenian capacidad de adhesion, asi como efecto citotoxico en células INT-407 y CHO;
mientras que las células VERO presentaron una sensibilidad variable. Ademas se
encontrd que aquellas cepas aisladas de humanos presentaron mayor invasividad y

toxicidad sobre estas células que las aisladas a partir de pollo.

Engberg et al, (2005), evaluaron la produccion de CDT en cepas de
Campylobacter aisladas a partir de pacientes con diarrea y asintomadticos. De estas
cepas aisladas, se obtuvieron sobrenadantes para observar los efectos citotoxicos de
las mismas sobre la linea celular Vero, encontrando que el 90% de las cepas aisladas

de ambos tipos de pacientes producian efectos citotoxicos hasta en titulos altos (1:64).

5.3. Compuestos de plantas

Las plantas superiores han servido desde los inicios de la humanidad, como
fuente de compuestos fitoquimicos con actividad bioldgica (Kinghorn y Balandin,
1993). Sabemos que muchas plantas que contienen compuestos biologicamente
activos, ain no han sido estudiadas biologica ni fitoquimicamente, y de las que si se
han estudiado, s6lo pocos compuestos han sido caracterizados de una forma adecuada

(Duke, ef al., 2000).

A lo largo del siglo XIX y en la primera mitad del siglo XX, se descubrieron
muchos compuestos bioactivos al analizar los ingredientes de las plantas (Duke, et al.,
2000). Con ello se evidencid que las plantas son una fuente invaluable de un amplio
rango de metabolitos secundarios los cuales son usados como farmacéuticos,
agroquimicos, saborizantes, fragancias, colores, biopesticidas y como aditivos en los
alimentos (Rao ef al., 2002; Ravishankar et al., 2008). Esta estrategia hasta la fecha

se mantiene, a pesar de que hace algunas décadas el interés en este tipo de compuestos
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se vio disminuido, debido al desarrollo de la industria quimica, farmacéutica y
agricola; por lo que los nuevos productos disponibles se basaron uUnicamente en

desarrollos sintéticos (Duke, et al., 1992).

Desde hace algunos afios se ha resurgido el interés en las plantas debido, por una
parte, a la tendencia actual de consumo de lo més natural; y por el otro a que las
plantas continuan siendo una excelente fuente de productos nuevos, como
antimicrobianos y otros compuestos bioactivos (Duke, et al., 1985; Rao and

Ravishankar, 2002).

Dentro de los principales grupos de compuestos que pueden encontrarse en las
plantas que han mostrado actividad bioldgica, se encuentran los compuestos fenolicos
y polifenolicos, donde se incluye un grupo muy amplio de familias quimicas como lo
son las quinonas, las flavonas, los flavonoides, los flavonoles y las cumarinas
(Mendoza, et al., 1997). De la misma manera se encuentran compuestos terpenoides y
aceites esenciales, alcaloides, lectinas, polipéptidos y también otros compuestos
menos estudiados como poliaminas, isotiocianatos, tiosulfinatos y glucésidos (Cowan,

1999).

Recientes estudios epidemioldgicos, indican que las dietas ricas en frutas y
vegetales, estan asociadas con baja incidencia de enfermedades cardiovasculares,
cancer y diabetes. Estos efectos protectivos, estan ligados a la presencia de
antioxidantes, vitaminas y fitoquimicos fenolicos que, se ha reportado, tienen dicha
actividad (Dixon, et al., 1983; Vattem et al., 2005). Por ejemplo el ajo (Allium
sativum), es uno de los productos naturales con efectos protectivos. Esta planta se
utiliza tradicionalmente en dietas alimenticias y ahora se conoce su aplicacion como
agente anti-infectivo. Ademdas se ha comprobado la actividad antimicrobiana del

extracto fresco del mismo (Ross ef al., 2001). Por otro lado las fitoalexinas extraidas
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comunmente de la zanahoria, presentan actividad fungicida en contra de hongos
fitopatogenos (Hoult ef al.,1996). Y aunque se ha visto la actividad antimicrobiana de
este grupo de compuestos, el modo de accion de ellos no se ha esclarecido por
completo. Otros fitoquimicos como la proflavina pueden actuar sobre ribosomas
afectando el proceso de traducciéon del RNA mensajero (Miall et al., 1967) o

inhibiendo la sintesis de polinucleotidos en E. coli (Kadohama et al., 1971).

Los grupos trifenilmetano y las acridinas se han considerado potencialmente
antimicrobianos ya que se ha establecido que las segundas compiten con protones por
sitios anidnicos en la superficie de la célula y se combinan con muchos sitios dentro

de la célula bacteriana, entre ellos, el DNA (Porkorny et al., 1983; Haslam, 1996).

Otros fitoquimicos son fenoles, alcoholes y bisbiguanidas los cuales son
pequefias moléculas y se ha visto que pueden penetrar a la célula con facilidad, donde
las bacterias Gram-positivas son generalmente muy sensibles a esta clase de agentes
antimicrobianos (Rusell, ef al., 1999; Walsh and Bartolo, 2003). En forma particular
los compuestos fenolicos son hidrofobicos por naturaleza y activos contra membranas

(Geissman, 1963; Hugo, 1978).

Se ha demostrado que los aceites esenciales de plantas como el orégano, tomillo
y arbol del t¢ (Cox, 2000) o bien, sus constituyentes fenolicos (carvacrol, eugenol y
timol) actuan contra patdgenos bacterianos y levaduras, debido a que estos
compuestos perturban la membrana celular generando una pérdida en el control

quimiosmotico y finalmente la muerte celular (Lambert, ef al., 2001).
Los taninos son compuestos polifendlicos que segun se ha reportado poseen

propiedades astringentes, y que se encuentran en casi todas las partes de las plantas

como ramas, tallo, fruto y raiz (Scalbert et al., 1991).
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Las catequinas han captado gran interés por presentar una fuerte actividad
antimicrobiana. Estos compuestos pueden encontrarse en extractos de algunas plantas
como Camellia sinensis, en la cual se encuentran epicatequinas, galato de

epigalocatequinas y otros mas (Nagayama et al.,, 2002; Tada et al., 1988).

Asi mismo, los alcaloides incluyen otro tipo de compuestos, comunmente
aislados de las plantas de la familia Ranunculaceae y que presentan fuerte actividad

antimicrobiana (Atta-ur-Rahman et al., 1995; Jones et al., 1986).

Otro grupo de compuestos considerados fitoquimicos con actividad
antimicrobiana, incluyen las poliaminas (Flayeh ef al, 1987), isotiocianatos,
tiosulfinatos y glucosidos (Iwu et al., 1991; Murakami ef al., 1993; Tada et al., 1988).

Sin embargo, no se ha elucidado completamente su actividad antimicrobiana.

Meéxico es uno de los paises con mas riqueza en especies vegetales y es por ello
que no sorprende que las plantas medicinales aparezcan como uno de los recursos mas
sobresalientes del arsenal del terapeuta tradicional. El estudio de compuestos activos,
su purificacion y utilizacion ha ido en aumento, sin embargo ain falta mucho por

conocer (Rao and Ravishankar, 2002). De ahi el presente trabajo.

5.4. Actividad de plantas sobre Enteropatogenos.

En nuestro pais, la Secretaria de Salud ha demostrado que uno de los principales
problemas de salud que atafien a la poblacion son las enfermedades gastrointestinales,
que son debidas principalmente al consumo de agua y alimentos contaminados con
microorganismos. Una de las alternativas actuales para la conservacion de los
alimentos o el control de la proliferacion de microorganismos patdgenos o
deteriorantes es el uso de antimicrobianos naturales, los cuales van acordes con la
tendencia mundial de volver a lo natural, asi como la necesidad de encontrar nuevas
alternativas a las cuales los microorganismos no hayan establecido mecanismos de

resistencia (McDevitt ef al., 2002).
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Se han reportado datos importantes sobre el efecto antimicrobiano de diferentes
compuestos. Entre ellos mencionaremos el realizado por Vanhoof et al, (1980)
quienes probaron el efecto bacteriostatico y bactericida de 24 agentes antimicrobianos
(penicilina G, ampicilina, amoxicilina, entre otros) contra Campylobacter jejuni
aislada de heces humanas. En el trabajo se encontrd un alto grado de resistencia
(23%) a estos antimicrobianos y la eritromicina fue la que presentd menor resistencia
contra estos microorganismos. Con este antecedente se discutido la necesidad de

nuevas alternativas para el control de estos microorganismos.

Con respecto a los compuestos antimicrobianas de plantas, Ferndndes de Celaya,
et al., (1972), demostraron que la fabitina (un péptido aislado del frijol que es muy
semejante a la tionina) inhibid el crecimiento de E. coli, P. aeruginosa y
Enterococcus hirae. Posteriormente, algunos experimentos mostraron que los
extractos de Prosopis juliflora, poseian actividad inhibitoria contra de

Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacteium 'y Bacillus (Aqeel et al., 1989)

Asi mismo Paulo et al. en 1994, demostraron la actividad antimicrobiana del
extracto alcohdlico de Cryptolepis sanguinolenta (una planta utilizada en la medicina
tradicional del este de Africa), contra Campylobacter spp. y Vibrio cholerae. Un afio
después Tassou et al., (1995) encontraron efecto antimicrobiano del aceite de menta
(Menta piperita) contra Salmonella enteritidis y Listeria monocytogenes. Asi mismo
Jones et al., (1997) reportaron que la capsaicina, compuesto extraido del chile, tenia

efecto inhibitorio contra Helicobacter pylori asi como contra Candida albicans.

En otro estudio se demostrd la actividad antimicrobiana de una planta medicinal
utilizada en Guinea llamada Terminalia marcoptera, la cual mostré actividad
antimicrobiana contra el crecimiento de Candida albicans, Escherichia coli, Shigella

dysenteriae y Campylobacter spp. (Silva et al., 1997).
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Smith —Palmer et al., (1998), reportaron la actividad antibacteriana de aceites
esenciales de canela, clavo y tomillo contra Campylobacter spp, Salmonella
enteritidis, E. coli, S. aureus y Listeria monocytogenes, siendo Campylobacter el més
resistente. Se encontrd también que el clavo y tomillo fueron los aceites que
ofrecieron mayor inhibicion teniendo una concentracion bacteriostatica al 0.075%

contra todas las bacterias mencionadas.

Satish ef al., (1998) probaron el efecto de extractos acuosos de 30 plantas contra
Xantomonas campestris, bacteria que ocasiona manchas en las hojas o caida de éstas y
que se refleja en pérdidas econdmicas importantes en los cultivos de algunas plantas.
Ellos reportaron que ocho de las plantas probadas mostraron mejor actividad
destacando entre ellas: Acacia arabica, Achras zapota, Lawsonia inermis y Viscum
orientale. Alin cuando la suceptibilidad de esta bacteria vari6 con cada planta, ésta fue

similar al efecto causado por antibidticos (bacteriomicina y estreptociclina).

Asi mismo se comprobo la suceptibilidad antimicrobiana de algunas bacterias
como Pseudomonas spp. hacia el extracto crudo de Myrtus communis, planta
tradicional Irani (Manssouri et al., 2001). Por otro lado, Lambert et al., (2001),
reportaron la accion bactericida del aceite esencial de orégano contra P. aeruginosa y

S. aureus encontrando que la primera fue mas susceptible.

En el afio de 2002, Nagayama y su grupo de colaboradores, examinaron la
actividad bactericida de algunos compuestos (fluorotaninos) extraidos de algas café en
contra de Staphylococcus meticilina-resistente, Streptococcus pyogenes y algunas

otras bacterias causantes de enfermedades gastrointestinales.
Estos compuestos se compararon con el efecto producido por las catequinas,

donde se determind que los fluorotaninos presentaron mayor efectividad que las

catequinas, siendo Campylobacter spp. el mas sensible a concentraciones de
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0.003umol/ml mientras que las otras bacterias, aunque también presentaron
suceptibilidad, lo hicieron a concentraciones mayores. Estos estudios se suman a los
resultados reportados por Tsuchya et al., (1996), en donde se encontrd actividad

antimicrobiana de flavonolas contra S. aureus meticilina-resistente.

Friedman et al., (2003), evaluaron la actividad de 35 benzaldheidos, 34 &cidos
benzoicos y un 4cido benzoico-metil-ester contra C. jejuni, E. coli, L. monocytogenes,
vy S. enterica. Ellos encontraron que de los 70 agentes probados, 24 mostraron una
muy buena actividad antimicrobiana contra las cuatro bacterias. En el caso de C.
Jjejuni, se evidenci6 que fue cien veces mdas susceptible que las otras bacterias.
Ademas se determin6 que el grupo aldehido fue mas activo como antimicrobiano que

el grupo carboxilo.

Ziwei y Gauri (2003) probaron los efectos de algunos extractos de plantas contra
microorganismos que pueden contaminar a la sidra de manzana, entre ellos E. coli
O157:H7. Encontraron que el clavo y la menta disminuian la cantidad de estos
microorganismos hasta en 2 y 3 logaritmos. Notaron una disminucion de hasta 6
logaritmos, cuando la sidra tuvo un tratamiento previo de 45°C. Se concluyo, de
acuerdo a los resultados, que el clavo fue el que poseia el mayor efecto
antimicrobiano y cuando se sometia la muestra a un tratamiento previo se

incrementaba la actividad antimicrobiana de todos los extractos.

Fitzgerald et al., ( 2004) comprobaron que la vainillina (compuesto fenolico de
la vainilla) posee actividad inhibitoria contra el crecimiento de E. coli, Lactobacillus

plantarum y Listeria innocua.
Por su parte, Dadalioglu y Akademir (2004) evaluaron los efectos bactericidas de

los aceites esenciales del orégano, laurel y lavanda sobre E. coli O157:H7, L.

monocytogenes, S. Typhimurium y S. aureus, los estudios revelaron que el orégano
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presentd una fuerte actividad antimicrobiana en concentraciones de Sul/ml para
Salmonella, 80pl/ml para Listeria, y 80ul/ml para E. coli. En esta mismo estudio, se
determind por cromatografia de gases, que los componentes principales de estos
aceites eran carvacrol (68.23%), cinolona (60.72%), fencona (55.79%), y trans-

anetola (85.63%).

Kisko y Roller (2005) evaluaron la capacidad antimicrobiana de los compuestos
puros carvacrol y p-cymeno (tanto en forma individual como combinados) en muy
bajas concentraciones (0.25-1.25mM) adicionandolos en jugos frescos de manzana
(no pasteurizados) para medir su efecto sobre E. coli O157:H7 y asi poder contar con
una alternativa natural para eliminar a este patdgeno sin que el jugo sea sometido al
proceso normal de pasterizacion, ya que este puede afectar las propiedades nutritivas
del mismo. Se encontr6 que la combinaciéon de ambos compuestos redujo
significativamente la carga microbiana e inhibi6 al patogeno mencionado, y con ello

aumento la vida de anaquel del producto.

5.5. Actividad de plantas sobre la produccion de toxinas

Con respecto al efecto de extractos de plantas sobre la produccion de toxinas de
microorganismos, Sakagami et al., (2001), probaron el efecto de varios extractos de
plantas sobre el crecimiento y la produccién de verotoxina de E. coli O157:H7,
encontrando que cuatro plantas (Limonium californicum, Cupressus lustanica, Salvia
urica y Jusiaea peruviana) fueron efectivas aun en concentraciones mas bajas que la

CMB inhibiendo la produccion de toxina, y no afectando el crecimiento de la bacteria.

Por otro lado Smith y Palmer (2004), investigaron la habilidad de las
concentraciones subinhibitorias de aceites esenciales de plantas, para inhibir la
produccion de enterotoxinas A, B y o-toxina de S. aureus. Los aceites probados

fueron canela, clavo, tomillo, nuez moscada y laurel.
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De acuerdo a los resultados, no se encontraron efectos significativos en la
inhibicion de la produccion de toxina pero si en la capacidad para producir hemolisis
(o-toxina). La inhibicion de la misma pudo deberse a un efecto en algiin punto de la
sintesis de proteinas: transcripcion, traduccion, transporte o incluso una inactivacion

directa.

Desde hace tiempo se ha trabajado en nuestro laboratorio en la buisqueda de
extractos de plantas con actividad contra bacterias enteropatdogenas. A la fecha se han
analizado mas de 500 plantas, habiendo encontrado resultados satisfactorios con
varias de éstas, sin embargo, en 3 de ellas, los resultados han sido muy alentadores. Se
ha determinado que extractos de Haematoxylon brasiletto, Acacia farnesiana y
Artemisia ludoviciana acthan inhibiendo el crecimiento de Vibrio cholerae y

Clostridium perfringens (Alarcon, 2002; Araiza, 2001).

Aln mas, se estableci6 que cuando concentraciones menores a la CMB de estos
extractos se pusieron en contacto con los microorganismos, provocaron la inhibicion
de la produccion de sus toxinas (Garcia ef al., 2004a y Garcia et al., 2002) y en el
caso de V. cholerae también provocan una disminucion estadisticamente significativa
de la adhesion de la bacteria a la linea celular Vero (Garcia ef al., 2004a y Garcia et
al., 2004b). Para el caso de H. brasiletto se ha establecido que el compuesto
responsable de tal actividad es un dimero de brasileina, el cual es de caracteristica
polifendlica. Debido a todo lo anterior, resulta de gran interés la busqueda de
extractos de plantas activos, lo mismo que la determinacion del mecanismo de accion
de los fitoquimicos en la viabilidad o en los factores de virulencia de estos

enteropatogenos (Toda ef al.,1989; Sato ef al.,1996).
Las investigaciones deben centrarse en desarrollar nuevos métodos y productos

para reducir la presencia de Campylobacter en pollos de crianza y alimentos asi como

alternativas terapéuticas para el tratamiento de pacientes (Snelling et al., 2005).
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Por lo que la realizacion de este trabajo, contribuye con las investigaciones centradas
en desarrollar una validacion cientifica del uso de plantas medicinales, y mediante la
elucidaciéon del modo de accidn, sugerir alternativas para el control de estos

microorganismos de ahi el presente trabajo.
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6. METODOS

6.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Las cepas que se utilizaron en este estudio fueron: Campylobacter jejuni NADC
5653 proporcionada por la Dra. Irene Wesley del Centro Nacional de Enfermedades
Animales del USDA, Ames, lowa; C. jejuni 180 ip (Donada por el Dr. Guillermo
Ruiz Palacios del Departamento de Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional
de Ciencia Médica y Nutricion “Salvador Zubirdn” México D.F.); y C. coli 1 (nativa,
aislada de ave) del Laboratorio de Bioquimica y Genética de Microorganismos de la

Facultad de Ciencias Biologicas, U.A.N.L.

Los cultivos se mantuvieron en alicuotas en ultracongelacion a -80°C en medio
infusion cerebro y corazon (ICC) adicionado con 0.6% de extracto de levadura y
glicerol como crioprotector (Garcia y Uruburu, 2000). Para la activacion de las cepas
se tomd una asada del medio de reserva y se sembré en placas de agar Mueller Hinton
(Bioxon) adicionado con 5% de sangre hemolizada. Las placas se incubaron a 42°C

por 48h bajo condiciones de microaerofilia (10%CO;) (Ravishankar et a/.,2008).

Una vez activadas, las cepas fueron ajustadas en un espectrofotometro (Sequoia
Turner mod.) a 620nm hasta alcanzar una absorbancia de 0.45-0.5 que equivalia a una

concentracion celular aproximada de 5-9 X 107 células (Friedman ef al., 2002).

6.2. Linea celular
En este estudio se utiliz6 la linea celular Vero (rifion de mono verde) donada por
el Dr. Juan Francisco Contreras del Departamento de Microbiologia e Inmunologia

de La Facultad de Ciencias Biologicas de la U.A.N.L.
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Las monocapas celulares se mantuvieron en medio D-MEM (Invitrogen)
suplementado con 3% de suero fetal de bovino (Invitrogen) y 1% de L- glutamina
(Invitrogen) y fueron incubadas con 5% de CO, a 37°C. Una vez obtenido el
crecimiento en confluencia, las células fueron disgregadas por tripsinizacion,
utilizando tripsina (Invitrogen) al 0.25mM; éstas se depositaron en placas de 96 y/o 24

pozos para ensayos posteriores.

6.3. Plantas utilizadas

Las plantas utilizadas en este estudio (Tabla 1) fueron colectadas en
supermercados de Monterrey N.L y su area metropolitana; a excepcion del Huizache
el cual fue colectado en los jardines de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
U.AN.L. y el Nopal que fue proporcionado por el jardin botanico de la Facultad de
Agronomia de la U.A.N.L.

Tabla 1. Nombre comun y cientifico asi como partes de las plantas utilizadas en
nuestros ensayos.
Parte utilizada

Nombre comun Nombre cientifico

Albahaca Ocimum basilicum Toda la planta
Alcachofa Cynara scolymus Toda la planta
Blue Berrie Vaccinum angustifolia Fruto
Cacahuate Arachis sp. Fruto
Cacahuate c/c Arachis sp. Fruto y cascara
Calabaza Curcurbita pepo Fruto

Camote Ipomea batata Raiz
Chicosapote Manilkara zapota Fruto

Chile morrén Capsicum sp. Fruto

Chile piquin Copsicum frutescens Fruto

Chile poblano Capsicum sp. Semilla
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Parte utilizada

Chile poblano
Cilantro
Ciruela
Ciruela pasa
Coco
Cranberry
Durazno
Esparrago
Estafiate
Frambuesa
Hierbabuena
Huizache
Kiwi

Mango
Melon Chino
Nabo

Nopal
Orégano
Pina

Uva pasa
Vaina mezquite
Yerbaniz
Yuca

Zacate limon

Capsicum sp.
Coriandrum sativum
Prunus domestica
Prunus domestica
Cocus nucifera
Vaccinium macrocarpum
Prunus sp.

Asparagus officinalis
Artemisia ludoviciana
Rubus idaeus

Menta virdis

Acacia farneciana
Actinidia chinensis
Magnifera sp.
Cucumis melo
Brassica napus
Opuntia ficus
Poliomintha longiflora
Anana comosus

VIttis Sp.

Prosopis glandulosa
Tagetes filifolia
Yucca filifera
Cymbopogun citratus

Fruto

Tallo y hoja
Fruto

Fruto

Fruto

Polvo

Fruto

Tallo y hoja
Tallo y hoja
Fruto

Toda la planta
Tallo y hoja
Fruto

Fruto

Fruto

Raiz

Tallo

Tallo y hoja
Fruto

Fruto

Fruto

Toda la planta
Flor

Tallo y hoja
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6.4. Obtencion del extracto.

Se pesaron 20g de la planta utilizada y se trituraron en una licuadora (Osterizer
mod. Classic) después se agregaron 100 ml de metanol absoluto como solvente de
extraccion. Se dejo macerando por 48h a temperatura ambiente, se filtro utilizando
papel Whatman #1 y se dejoé secar en platos de vidrio a temperatura ambiente hasta
sequedad, una vez evaporado totalmente el solvente, los extractos fueron

resuspendidos en 10 ml de metanol y/o PBS pH 7.2 (Garcia et al., 2004a).

6.5. Determinacion del peso seco.

Para obtener el peso seco de cada extracto, se tom6 1ml de cada uno de ellos y se
colocaron en tubos de ensaye previamente tarados; estos fueron colocados en una
estufa a 50°C hasta obtener de nuevo un peso constante. Después se hicieron los
calculos correspondientes para determinar la concentracion del extracto (Garcia et al.,

2004b) en mg/ml segun la siguiente formula:

Peso seco = [Peso del tubo + Peso del extracto] — peso del tubo

6.6. Ensayos preeliminares de Susceptibilidad Antimicrobiana.

Para evaluar en forma preliminar el efecto antimicrobiano de los extractos de
plantas obtenidos, se utilizé el método de difusion del pozo en agar (Alarcon, 2002).
El cual consistié en inocular 100 pl de las cepas bacterianas activadas, sobre placas
Petri con agar Mueller Hinton adicionado con 5% de sangre hemolizada. Se sembro
por extension con una asa de Driglasky para posteriormente realizar pozos en el agar,
utilizando un tubo Durham invertido (5 mm de diametro). En cada pozo se agregaron
100 pl de los extractos a probar; como blanco se adiciond a uno de los pozos metanol
o PBS. Las placas se incubaron a 42° C por 48 h en condiciones de microaerofilia
(10% COy). El efecto del extracto se determind mediante la presencia o ausencia de
un halo de inhibicion del crecimiento alrededor del pozo. De todas las plantas
probadas se seleccionaron aquellas que presentaron dicha inhibicidn, para realizar los

ensayos posteriores.
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6.7. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Para determinar la concentraciéon minima bactericida (CMB) se utiliz6 el método
propuesto por Garcia ef al., (2004 a, b) en el cual se utilizaron tubos con 5 ml de caldo
ICC (infusion cerebro y corazéon, BBL) suplementado con 0.6% de extracto de
levadura, a los cuales se les agregaron diferentes concentraciones de los extractos con
actividad biologica, mas 50 pl del microorganismo ajustado a una concentracion
aproximada de 1x10’ células/mL. Los cultivos se incubaron a 42°C / 48h en
condiciones de microaerofilia. Trascurrido este tiempo, se tomaron 100 ul de cada
tubo y se realizo una siembra por extension en placas de agar Muller Hinton con 5%
de sangre hemolizada. Las placas se incubaron a 42°C /48h en condiciones de
microaerofilia. Pasado el tiempo de incubacion se determind la CMB la cual se
defini6 como la concentracion mas baja del extracto que inhibié completamente el

crecimiento microbiano.

6.8. Determinacion del efecto de las concentraciones subletales sobre el

crecimiento microbiano.

Para determinar el efecto de la aplicacion de concentraciones subletales de cada
extracto sobre el crecimiento microbiano se utilizaron concentraciones del 25, 50 y
75% de la CMB. Dichas concentraciones se sembraron en tubos con ICC adicionado
con 0.6% de extracto de levadura. Una vez sembrado el cultivo bacteriano con las
concentraciones subletales se incubaron por 48h a 42°C en microaerofilia. Para el
conteo microbiano se tomd una alicuota de 200ul y se realizaron diluciones decimales
seriadas con solucion salina fisioldgica estéril (0.85% NaCl) (Ravishankar et al.,
2008), de cada dilucion se tomd una alicuota y se sembrd por extension en placas de
agar Muller Hinton suplementado con 5% de sangre hemolizada. Las placas se
incubaron a 42°C por 48h en microaerofilia. Pasado el tiempo de incubacion se
determind el conteo de unidades formadoras de colonias. Como controles de
crecimiento se utilizaron las cepas que no tuvieron contacto con el extracto (control) y

las cepas incubadas con el solvente utilizado para los extractos (blanco).
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6.9. Obtencion de sobrenadantes para ensayos de citotoxicidad.

Las cepas activadas se cultivaron en caldo ICC adicionado con 0.6% de extracto
de levadura enriquecidos con 1% de IsoVitaleX (BBL Microbiology System) a 42°C
en condiciones de microaerofilia, y se les adicion6 el extracto de planta a probar en la
concentracion subletal del 75% de la CMB; las cepas se incubaron en agitacion (118
rpm) a 42°C con 10% de CO,. El crecimiento bacteriano fue evaluado a las 48h,
tiempo en el cual, se le adicionaron 2 mg/ml de polimixina B y se incubaron durante
10 minutos mas en las mismas condiciones (esto con el fin de que se produzca la
mayor cantidad de toxina posible).

Posteriormente los cultivos fueron centrifugados a 4000 rpm por 20 min a 5°C.
El sobrenadante fue esterilizado a través de un filtro de nitrocelulosa de 0.22 um, se
liofilizd y se almacend a -20°C para su posterior analisis de citotoxicidad. Los
sobrenadantes se utilizaron en un periodo no mayor a dos semanas (Klipstein, 1985;
Johnson and Lior 1988; Bag et al., 1997).

Para evaluar el efecto citotoxico per sé de cada cepa, éstas se cultivaron de la
misma manera antes mencionada pero sin la adicion de los extractos. Para asegurar
que la citotoxicidad no fue producida por el extracto o componentes adicionados, se
utiliz6 como control, el medio ICC adicionado con IsoVitaleX, polimixina B y el
extracto probado (liofilizados y resuspendidos de la misma manera antes

mencionada).

6.10. Ensayo celular para determinar citotoxicidad.

El método utilizado fue de acuerdo a Klipstein et al, (1985) con algunas
modificaciones. Se utilizaron monocapas de la linea celular Vero (Rifion de mono
verde) las cuales fueron cultivadas en medio D-MEM (Invitrogen) suplementado con
3% de suero fetal bovino (Invitrogen), 1% L-glutamina (Invitrogen) y se incubaron
con 5% de CO, a 37°C hasta alcanzar confluencia. La monocapa fue disgregada por
tripsinizacién. La suspension celular fue ajustada a una concentracion de 10° cel /ml

aproximadamente; de esta suspension se tomaron 150pul los cuales fueron agregados a
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placas de 96 pozos para microtitulacion. Las células fueron incubadas por 24-48 h
con 5% de CO, a 37°C, para permitir la adherencia y confluencia de las mismas antes
de agregar los sobrenadantes. Después del tiempo de incubacidn, se agregaron 100ul
de los sobrenadantes liofilizados (resuspendidos en 600ul de agua miliQ estéril), se
hicieron diluciones dobles seriadas y se incubaron de nuevo en las mismas
condiciones antes mencionadas. Transcurridas 24 h y 48 h, las células se observaron
bajo microscopio invertido y se compararon los efectos producidos tanto por los
sobrenadantes de Campylobacter, como por los obtenidos de cultivos de
Campylobacter més 75% de la CMB. Después de la incubacion, se determino si se
presentd muerte celular (células redondeadas) o en su defecto distension celular
(inflamacion), de ser asi, se contaron 100 células por pozo, y si el 50% o mas se
encontraba redondeada, se consider6 efecto citotdxico positivo, por lo tanto, presencia
en el sobrenadante de al menos una toxina (Gun Britt et al., 1989).

El titulo de un ensayo dado se reporté como el reciproco de la dilucién mas alta
que causara al menos el 50% de destruccion celular (Engberg et al., 2005). Los
ensayos se realizaron en tres ocasiones con su respectivo duplicado. Como control
positivo, se utilizd la toxina pura de V. cholerae (SIGMA) (Johnson and Lior 1988) y
como blanco agua miliQ estéril y medio ICC mas 0.6% de extracto de levadura con su
respectivo extracto. Para evaluar la produccion de citotoxicidad de las tres cepas
utilizadas (C. jejuni 5653, 180ip y C. coli 1) se agregaron los sobrenadantes obtenidos

de los cultivos sin adicion de los extractos.

6.11. Ensayo para determinar la adhesion.

Este ensayo se realizo en la linea celular Vero de acuerdo al método mencionado
por Lee et al, (2004). Las células Vero se cultivaron de la misma forma ya
mencionada, pero en este caso se agregaron 400ul de células en placas de poliestireno
de 24 pozos (Costar, Corning Incorporated). Cuando las células presentaron
confluencia, 100ul (aprox. 10’ UFC) de C. coli y C. jejuni tratadas previamente con

concentraciones subletales (por 48h) de extractos de las plantas seleccionadas, se
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agregaron en cada pozo. Como control positivo, se utilizaron las cepas sin adicion de
extractos de plantas y como blanco se utilizaron las cepas adicionadas con el solvente
en el que se resuspendieron los extractos (metanol). Las placas se incubaron a 37°C
por tres horas, pasado este tiempo, los pozos se lavaron dos veces con PBS 1M, pH
7.2 para remover las bacterias no adheridas. Las bacterias adheridas se recuperaron
por la adicion de desoxicolato al 0.5%, y se realizaron diluciones seriadas (solucion
salina 0.85%) para contar las bacterias adheridas en placas con agar Muller Hinton

mas sangre hemolizada (5%).

6.12. Determinacion colorimétrica de grupos quimicos en los extractos
seleccionados.
A los extractos de plantas que presentaron actividad bioldgica, se les realizaron
ensayos quimicos con las metodologias reportadas por Dominguez, (1988) para

determinar en forma general qué grupos quimicos poseen.

6.12.1. Insaturaciones.

Se utilizo la prueba de Bayer en donde se colocaron 2 gotas del extracto en una
placa de porcelana y se agregaron 1-2 ml de acetona (CTR SCIENTIFIC),
posteriormente se le agregd gota a gota una solucidon acuosa de permanganato de
potasio (FERMONT) al 1%. La aparicion de un precipitado café indico la presencia

de hidrocarburos insaturados (Dominguez, 1988).

6.12.2. Saponinas
Se coloc6 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).
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6.12.3. Flavonoides

Se utiliz6 la Prueba de Shinoda donde el extracto fue mezclado con un fragmento
de limadura de magnesio (CTR SCIENTIFIC) y cuatro gotas de 4cido clorhidrico
concentrado (CTR SCIENTIFIC). La prueba fue positiva cuando se presentaron
coloraciones: naranja (flavonas), roja (flavononas), roja azulosa (flavonoles) 6 violeta

(xantanas o flavonoles) (Dominguez, 1988).

6.12.4 Sesquiterpenlactonas.

Se utilizé 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% y después se afiadieron gota a
gota, 4 gotas de hidroxido de potasio 2N. Una coloracion rosa fue indicio de lactonas

oy B insaturadas (Dominguez, 1988).

6.12.5. Carbohidratos.

Se determinaron carbohidratos mediante la prueba de la Antrona. Se colocd una
gota de la muestra disuelta en agua con 1 gota de antrona (FERMONT) al 0.2% en
acido sulftrico concentrado (EM SCIENCE) sobre una placa de porcelana. La prueba

se considero positiva al formarse un anillo azul-verdoso en la interfase (Dominguez,

1988).

6.12.6. p-benzoquinonas

Se mezcld 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).

6.12.7. Alcaloides
Se utiliz6 la prueba de Dragendorff. Para esto se realizaron dos soluciones. La

solucion A se prepard mezclando 8 gr de nitrato de bismuto (FERMONT) con 20 ml

34



35

de 4cido nitrico (CTR SCIENTIFIC) al 30%; y la solucion B mezclando 27.2 gr de
yoduro de potasio (TECNICA QUIMICA) en 50 ml de agua. Se mezclaron las
soluciones A y B y se dejaron reposar 24 hr. Esta mezcla se filtré y se aforo 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-marrén (Dominguez, 1988).

6.12.8. 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
agreg6 a una gota de la muestra sobre una placa de porcelana. La prueba fue positiva
al observarse una coloracion amarilla (Dominguez, 1988). Por otro lado también se
mezcld la muestra con una gota de hidréxido de sodio (CTR SCIENTIFIC) al 10%;

una coloracion amarilla indicé la presencia de cumarinas (Dominguez, 1988).

6.12.9. 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-dinitrofenilihidracina (SPECTRUM), para lo cual se
disolvio en caliente 5 gr de 2,4-dinitrofenilhidracina en 60 ml de acido fosforico (CTR
SCIENTIFIC) al 85%, se diluyeron con 39.5 ml de etanol y después se filtro. La
presencia de un precipitado rojo indicd positivo para carbonilos aromadticos, un
precipitado anaranjado indicé carbonilos o o B insaturados y/o un precipitado amarillo

fue positivo para carbonilos saturados (Dominguez, 1988).

6.12.10. Cloruros.
En una placa de porcelana se colocod 1 gota de extracto y se disolvid en agua bi-

destilada (3 ml) y se le anadieron 2 o 3 gotas de una solucién 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 present6 un precipitado blanco

(Dominguez, 1988).
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6.12.11. Taninos

Se disolvié 1 ml de la muestra en 1 ml de agua y 1 ml de etanol (DEQ), se
afiadieron unas gotas de cloruro férrico (CTR SCIENTIFIC) al 5% en etanol (p/v);
una coloracion verde oscuro o negra fue indicativo de hidroxilos fenolicos.

(Dominguez, 1988).

6.13. Analisis estadistico.

Para determinar la significancia de las variaciones en la poblacion bacteriana, se
realizd un analisis de comparacion multiple de medias por el método de Kruskal-
Wallis.

En los casos en que hubo diferencia significativa se hizo la prueba de diferencia de

medias de Dunn’s.
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7. RESULTADOS.

7.1 Prueba de pozo.

Se estudiaron un total de 33 plantas con las cuales se realizaron extractos
metanolicos y acuosos. De los 33 extractos metandlicos probados, 27 presentaron
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de C. jejuni/coli analizadas (Tabla 2).

Los halos de inhibicion mostraron un rango de 1.0 a 4.0 cm de didmetro (Fig. 1).
Ademas encontramos que, ninguno de los extractos acuosos presento inhibicion del
crecimiento.

Las plantas que se seleccionaron para estudios posteriores fueron las que

presentaron un halo mayor a 2.5cm de diametro (Fig. 1).

Figura 1. Efecto antimicrobiano del extracto de alcachofa (A), huizache (H), kiwi
(K) sobre el crecimiento de C. jejuni 5653. (C) solvente utilizado (metanol) como
control negativo.
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Tabla 2. Efecto sobre el crecimiento de C. jejuni/coli por extractos metanolicos de

inhibicién en centimetros).

Cepas analizadas

diferentes plantas. (Se muestran los didmetros de los halos de

Halos de inhibicion (cm)

Extracto Nombre Cientifico C. jejuni C. coli C. jejuni 180ip
Albécar Ocimum basilicum 4+ 0.05 4.1+ 0.1 43+0.3
Alcachofa Synara scolymus 4.2+0.2 3.240.4 3.5¢0.3
Blue Berry Vaccinum angustifolia NI NI NI
Cacahuate c/c Arachis sp. 1.8£0.5 3.1£0.3 2.1£0.3
Caacahuate s/c Arachis sp. 1.2+ 0.3 2.5£04 1.3£0.3
Calabaza Curcurbita pepo NI NI NI
Camote Ipomea batata 3.1£0.5 3.2+0.6 3.1+ 0.5
Chicozapote Manilkara zapota 2.1+04 1.5£0.3 1.5£0.3
Chile morron Capsicum sp. 32+ 04 2.5£04 2.5£0.5
Chile piquin Copsicum frutescens 2.1+ 0.3 2.1+ 0.3 24+0.2
Chile poblano Capsicum sp. 33+04 3.240.2 3.240.3
Chile poblano *  Capsicum sp. 1.8+0.2 1.9+0.4 1.84+0.2
Cilantro Coriandrum sativum 3.0+ 0.05 2.8£0.2 2.1£0.2
Ciruela Prunus domestica 4+0.05 3+0.03 3.5£0.3
Ciruela pasa Prunus domestica 3+ 0.04 2+ 0.06 1.5+0.2
Coco Cocus nucifera NI NI NI
Cranberry Vaccinium macrocarpum NI NI NI
Durazno Prunus sp. NI NI NI
Esparrago Asparagus officinalis 1.5+0.3 1.5+0.3 1.8+0.3
Estafiate Artemisia ludoviciana 4+0.04 4.5£0.4 4+ 0.05
Frambuesa Rubus idaeus 2+ 0.02 2+ 0.05 2.5€0.2
Hierbabuena Menta virdis NI NI NI
Huizache Acacia farneciana 4+0.01 3.840.2 3.910.4
Kiwi Actinidia chinensis 2+0.05 1.5+0.3 1.8+£0.3
Mango Magnifera sp. 4+0.01 3+0.05 3.5£0.1
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Tabla 2. (Continuacion)

Cepas analizadas

39

Halos de inhibicion (cm)

Extracto C. jejuni C. coli C. jejuni 180ip
Melén chino Cucumis melo NI NI NI
Nabo Brassica napus NI NI NI
Nopal Opuntia ficus 3+0.02 2.9+0.1 3+0.05
Oregano Poliomintha longiflora 3+0.06 3+0.05 3.2+0.1
Pifia Anana comosus 2.2+0.2 2.5+0.2 2.5+¢0.3
Uva pasa Vittis sp. 3+0.05 1.8+0.2 2+0.05
Vaina de mezquite Prosopis glandulosa 1.5+0.2 1.2+0.1 1.8+0.3
Yerbaniz Tagetes filifolia 1.8+0.3 1.5£0.4 1.3+0.3
Yuca Yucca filifera 2+0.05 1.8+0.3 2+0.06
Zacate limon Cymbopogun citratus 3.24+0.3 3+0.06 3.5+0.4

c¢/c.- con cascara.
s/c.- sin cascara.

NI.- no present6 inhibicion.
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7.2. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Se determind la concentracidon minima bactericida (CMB) de 11 extractos
metandlicos seleccionados ya que mostraron un halo de inhibiciéon mayor de 2.5 cm.
Como se puede observar (Tabla 3) la CMB obtenida vari6é desde 0.2 a >10mg/ml. Sin
embargo por cuestiones practicas, fueron seleccionados aquellos en los que el CMB
no fuera mayor a 2 mg/ml que en este caso corresponden a los extractos de nopal (0.3-
0.4 mg/ml), huizache (0.2-0.75mg/mL), estafiate (0.5-0.6 mg/mL) y alcachofa (1.0-
2.0 mg/ml).

Tabla 3. Concentracion Minima Bactericida (CMB) en mg/ml sobre Campylobacter.

CMB (mg/ml) + desviacion estandar

Extracto C. jejuni C. coli C. jejuni 180ip
Albacar 4+0.516 5+0.516 4+0.516
Alcachofa 2+0.03 1.5+0.5 1+0.35
Chile morron >10 >10 >6
Chile poblano 4+0.837 3+1.10 3+0.823
Ciruela 6+1.10 4+ 0.516 4+ 0.516
Estafiate 0.6+0.083 0.60+0.09 0.525+0.179
Frambuesa >10 >10 >10
Huizache 0.75+0.092 0.39+0.04 0.2+0.103
Mango >5 >5 >5
Nopal 0.4+0.07 0.4+ .0.07 0.3£0.07
Zacate limon >5 >5 >5
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7.3. Determinacion del efecto de las concentraciones subletales sobre el

crecimiento microbiano.

El analisis estadistico realizado mostré que el efecto de las concentraciones
subletales de los extractos de plantas sobre el crecimiento bacteriano, no fue
significativo (p > 0.05), ya que durante los tratamientos con diferentes
concentraciones de los extractos (25, 50 y 75% de la CMB) la poblacion bacteriana se
mantuvo siempre en el mismo logaritmo, equivaliendo aproximadamente a 1 x10’
UFC/ml (Figuras 2-4). Lo mismo podemos observar en el control (cultivo bacteriano
sin tratamiento) y en el blanco (metanol); sin embargo, al utilizar el 100% de la
CMB, las cuentas bacterianas disminuyeron drasticamente hasta no detectar células
viables, mientras que en los controles sin extracto, se mantuvieron siempre en el

mismo logaritmo después de 48h de incubacion.

1.00E+09
1.00E+08 -
Ex T Ea Ea L
1.00E+07 — — — —
_ O Estafiate
§ 1.00E+06 - [ | [ | [ | [ | | @ Huizache
5 1.00E+05 - [ | | | |ONopal
O Alcachofa
1.00E+04 -
1.00E+03 -
1.00E+02 + ‘
25% 50% 75% 100% Metanol Control
porcentaje de la CMB aplicada

Figura 2. Efecto de las concentraciones subletales de extractos metandlicos sobre el

crecimiento de C. jejuni 5653.
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Figura 3. Efecto de las concentraciones subletales de extractos de plantas sobre el
crecimiento de C. coli 1.
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Figura 4. Efecto de las concentraciones subletales de extractos de plantas sobre el
crecimiento de C. jejuni 180ip.
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7.4 Ensayo de citotoxicidad de sobrenadantes.

7.4.1. Evaluacion de la citotoxicidad de los sobrenadantes de Campylobacter.

Para esto, se obtuvieron sobrenadantes de cultivos de las cepas bacterianas: C.
jejuni 5653, 180ip y C. coli 1. Dichos cultivos no fueron sometidos a ningin
tratamiento con extractos de plantas. Los sobrenadantes liofilizados y resuspendidos
en 600ul de agua miliQ estéril, fueron agregados a placas de 96 pozos que contenian
células Vero en monocapa confluente. Como control negativo se agregé el medio de
cultivo ICC adicionado con extracto de levadura (0.6%), IsoVitaleX (1%), Polimixina
B (2mg/mL). Como blanco se agreg6 agua miliQ. Como control positivo, se agreg6 la
toxina pura de V. cholerae (SIGMA).

Después de 24h, se observd que las tres cepas causaron un fuerte efecto
citotoxico sobre la monocapa de células Vero al compararse con los controles los
cuales no mostraron signos de citotoxicidad (Fig. 5 d, e). Al analizar el efecto causado
por los sobrenadantes en las respectivas diluciones, se observd una destruccion celular
de mas del 50% hasta en la dilucion 1:64 para las cepas C. jejuni 5653 y 180ip (Fig. 5
a, ¢). Mientras que para C. coli 1, la destruccion de mas del 50% se observo
unicamente hasta la dilucion 1:8 (Fig. 5 b) ya que en la dilucién 1:16 aunque la
monocapa estaba muy afectada, las cé€lulas se apreciaban inflamadas mas no
destruidas y en las diluciones subsecuentes, las células se apreciaban en muy buen
estado (Fig. 6 a, b, ¢). Este efecto sugiere que la produccion de toxina por C. coli 1 es

menor que en el caso de C. jejuni 5653 y 180ip.
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Figura 5. Efecto citotoxico de los sobrenadantes bacterianos sobre células Vero. a)
Sobrenadante de C. jejuni 5653 dilucion 1:64; b) Sobrenadante de C. coli 1 dilucion

1:8; ¢) Sobrenadante de C. jejuni 180 ip dilucion 1:64; d) Control negativo (medio de
cultivo) dilucioén 1:2; e) blanco (agua miliq).
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Figura 6. Disminucion gradual del efecto citotoxico de los sobrenadantes de C. coli 1
sobre células Vero. a) dilucion 1:16; b) dilucion 1:32 c¢) dilucion 1:64; d) blanco.
Objetivo 20x.
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7.4.2. Evaluacion del efecto de los extractos de plantas sobre la citotoxicidad de
sobrenadantes de Campylobacter.

Se obtuvieron sobrenadantes de cultivos de las cepas bacterianas: C. jejuni 5653,
180ip y C. coli 1. Dichos cultivos fueron tratados con el 75% de la CMB de los
extractos seleccionados (estafiate, huizache, alcachofa, nopal). Los sobrenadantes
liofilizados fueron agregados a placas de 96 pozos que contenian células Vero en
monocapa confluente y se incubaron por 24 h. Como control se adicionaron los
sobrenadantes que contenian Unicamente medio y extracto los cuales en ensayos

anteriores, no presentaron dafo citotoxico en ninguna dilucion.

Los resultados obtenidos para el caso de los sobrenadantes de Campylobacter
tratados con el extracto de Huizache, indicaron que las células Vero, fueron
minimamente afectadas en su confluencia y en su morfologia (Fig. 7 a, b y c), en
comparacion con el control positivo (toxina V. cholereae) (Fig. 7 d). Este efecto fue
presentado por las tres cepas bacterianas probadas, desde la dilucion 1:2 lo que sugirio
que el extracto de huizache tuvo la capacidad de inhibir la accion citotoxica de la o las

toxinas producidas por Campylobacter.
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Figura 7. Efecto citotdxico sobre células Vero de sobrenadantes tratados con extracto
de huizache, todas en la dilucion 1:2. a) Sobrenadante de C. jejuni 5653 b)
Sobrenadante de C. coli 1; c) Sobrenadante de C. jejuni 180 ip y d) Control positivo
(toxina de V. cholerae) objetivo 20x.

Por otro lado, las células Vero expuestas a los sobrenadantes de C. jejuni 5653
tratados con el extracto de estafiate presentaron signos de inflamacion y pérdida de
monocapa en la dilucion mas baja (Fig. 8 a), sin embargo al realizar una dilucion
posterior, el efecto dafiino del sobrenadante fue eliminado por completo.

Y para el caso de C. coli 1 y C. jejuni 180 ip, el efecto citotoxico fue mucho
menor que el encontrado en la cepa 5653, ya que la monocapa se mantuvo confluente
aunque la morfologia se vio ligeramente afectada también en la dilucién mas baja
(Fig. 8 b y ¢) sin embargo al igual que en el caso anterior, todo signo de citotoxicidad

se elimind en la siguiente dilucion.
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Figura 8. Efecto citotoxico sobre células Vero de sobrenadantes tratados con
extracto de estafiate, todas en la dilucion 1:2. a) Sobrenadante de C. jejuni 5653; b)
Sobrenadante de C. coli 1; c) Sobrenadante de C. jejuni 180 ip y d) Control positivo
(toxina de V. cholerae).

Al agregar los sobrenadantes tratados con el extracto de alcachofa, se obtuvieron
los siguientes resultados: se presentd una severa destruccion celular desde la dilucion
1:2 hasta la dilucion 1:16 para el caso del sobrenadante de C. jejuni 5653 y C. jejuni
180ip (Fig. 9 a y c), mientras que para C. coli 1 la destruccion se presentd unicamente
hasta la dilucion 1:8 (Fig. 9 b); sin embargo, para diluciones subsecuentes la
citotoxicidad fue disminuida casi al 100% para las tres cepas (Fig. 10 a, b, ¢ ). Cabe
sefialar que al evaluar la citotoxicidad de los sobrenadantes de cada cepa, C. coli 1
presentd la menor citotoxicidad con titulos de 1:8 (Fig. 5 b) mientras que la

citotoxicidad de las otras dos cepas se mantuvo hasta la dilucion 1:64 (Fig. 5 a, c).
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Es por ello que para C. coli 1 no se considera un efecto inhibitorio de la
citotoxicidad causada por esta cepa, por parte del extracto, mientras que para las

cepas C. jejuni 5653 y 180ip, se presentd una disminucion de dos diluciones por lo

que refleja un efecto inhibitorio.

Figura 9. Efecto citotoxico sobre células Vero de sobrenadantes tratados con
extracto de alcachofa. a) Sobrenadante de C. jejuni 5653 dilucion 1:16; b)
Sobrenadante de C. coli 1 dilucion 1:8; c¢) Sobrenadante de C. jejuni 180ip dilucion
1:16 y d) Control positivo (toxina de V. cholerae)
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Figura 10. Disminucién de citotoxicidad sobre células Vero al agregar los
sobrenadantes tratados con alcachofa. a) Sobrenadante de C. jejuni 5653 dilucion
1:32; b) Sobrenadante de C. coli 1 dilucion 1:16; ¢) Sobrenadante de C. jejuni 180 ip
dilucion 1:32 d) Control positivo (toxina de V. cholerae)

En el caso de los sobrenadantes tratados con nopal, los resultados obtenidos no
mostraron diferencias significativas comparados con los sobrenadantes de
Campylobacter no tratados; ya que la citotoxicidad causada por los sobrenadantes
tratados con este extracto sobre la monocapa celular Vero se presentd desde la
concentracion mas alta hasta la dilucion de 1:32 para las dos cepas de C. jejuni (Fig.
11 a, ¢) mostrando una disminucion de la citotoxicidad para las diluciones
subsecuentes (Fig. 12 a, c), sin embargo el dano seguia siendo significativo en
comparacion con el blanco (monocapa adicionada con agua miliQ) (Fig. 12 d) y con
el control negativo (Fig.5 d), en donde se apreciaron las células Vero en perfecto

estado.
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En el caso de C. coli 1 el dafio se presentd desde la dilucion mas concentrada
hasta en la dilucion 1:8 (Fig. 11 b) con una disminucion de la citotoxicidad en la
siguiente dilucion (Fig. 12 b). En ninguno de los tres casos se considerd un efecto
inhibitorio por parte del extracto, ya que el dafio fue comparable con el causado por

los sobrenadantes de Campylobacter respectivos (no tratados) (Fig. 5 a, b, c).

Figura 11. Efecto citotdxico sobre células Vero al agregar los sobrenadantes tratados
con nopal. a) Sobrenadante de C. jejuni 5653 dilucion 1:32; b) Sobrenadante de C.
coli 1 dilucion 1:8; ¢) Sobrenadante de C. jejuni 180ip dilucién 1:32 d) Control
positivo (toxina de V. cholerae, SIGMA).
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Figura 12. Disminucién de citotoxicidad sobre células Vero al agregar los
sobrenadantes de Campylobacter tratados con nopal. a) Sobrenadante de C. jejuni
5653 dilucion 1:64; b) Sobrenadante de C. coli 1 diluciéon 1:16; ¢) Sobrenadante de C.
jejuni 1801p dilucion 1:64; d) blanco (agua miliQ).
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7.5. Adhesion a Células Vero.

Cada cepa bacteriana fue sometida a un tratamiento con el 75% de la CMB de
cada extracto de planta. Los microorganismos tratados, fueron agregados a placas de
poliestireno de 24 pozos las cuales tenian adheridas células Vero en monocapa
confluente. Después del periodo de incubacion (3h) se realizd un plaqueo por el
método de cuenta en placa para contabilizar el nimero de bacterias adheridas. Los
resultados obtenidos mostraron diferente comportamiento segun la cepa y el extracto.
Para el caso del huizache, la recuperacion de bacterias adheridas con respecto al
control (bacterias sin tratamiento con extracto), no fue significativa de acuerdo al
analisis estadistico (p < 0.5). La poblacion bacteriana recuperada se mantuvo en el
logaritmo 10° para todas las cepas tanto en las bacterias con tratamiento como para
las no tratadas (controles) (Figura 13). Por lo que los extractos no afectaron la

adhesion bacteriana.
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T

1.00E+05 +— 1 -
_ 1.00E+04 ==
g O control
I':" 1.00E+03 +— - B metanol

O Huizache
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1.00E+01
C. jejuni 5653 C. coli 1 C. jejuni 180ip

Figura 13. Recuperacion de bacterias adheridas después del tratamiento con
huizache al 75% de la CMB (UFC/ml).
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Para el caso de las bacterias tratadas con extracto de estafiate, la recuperacion de
bacterias se mantuvo en 10*° tanto para el tratamiento como para los controles
(Figura 14); y el analisis estadistico mostr6é que no existia una diferencia significativa
entre los tratamientos (p < 0.5). La poblacion bacteriana recuperada se mantuvo en el
logaritmo 10* para todas las cepas tanto en las bacterias con tratamiento como para

las no tratadas (controles). Por lo que los extractos no afectaron la adhesion

bacteriana.
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Figura 14. Recuperacion de bacterias adheridas después del tratamiento con estafiate
al 75% de la CMB (UFC/ml).
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Para el caso del extracto de alcachofa, la recuperacion de bacterias no tratadas se
mantuvo en 10°, mientras que las que se les agrego el extracto a una concentracion
del 75% de la CMB disminuyeron un logaritmo (Figura 15). El analisis estadistico
mostrd diferencia significativa unicamente en el caso de la cepa 180ip comparada con

el control (p < 0.05).
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Figura 15. Recuperacion de bacterias adheridas después del tratamiento con
alcachofa al 75% de la CMB (UFC/ml).
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En el caso del nopal, la recuperacion de células adheridas se mantuvo en 10°
para C. jejuni 5653 y 180ip. Mientras que para C. coli, estuvo en 10*. Después del
tratamiento con el extracto (al 75% de la CMB) la recuperacion de células disminuyo
para C. jejuni 180ip hasta 10*y para C. coli 10°. Mientras que para C. jejuni 5653, se
mantuvo en 10° (Figura 16). El anélisis estadistico, indic que existia diferencia
significativa para C. coli y C. jejuni 180ip, con respecto a los controles (p <0.05). No

asi para el caso de C. jejuni 5653.
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Figura 16. Recuperacion de bacterias adheridas después del tratamiento con nopal al
75% de la CMB (UFC/ml)
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7.6. Caracterizacion parcial de los compuestos presentes.

57

Después de realizarse las pruebas colorimétricas correspondientes descritas en el

apartado 6.12 se obtuvieron los resultados detallados en la tabla 4. En general,

podemos decir que alcaloides y taninos se encontraron presentes en los cuatro

extractos.

Tabla 4. Determinacion de grupos quimicos presentes en los extractos seleccionados.

Extracto utilizado

Estafiate Huizache Aalcachofa Nopal
Insaturaciones + + + +
Saponinas - + + .
Flavonoides - - - +
Sesquiterpenlactonas - - - +
Carbohidratos - - + -
p-benzoquinonas + + + -
Alcaloides + + + +
Coumarinas + - + -
Cetonas + - - -
Cloruros - - - -
Taninos + + + +

(+) presencia.

(-) ausencia.
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8. DISCUSION

En afios recientes se ha incrementado la busqueda de compuestos naturales con
actividad antimicrobiana; dicha busqueda, va enfocada a las plantas ya que diversas
investigaciones alrededor del mundo han demostrado la presencia de compuestos con
actividad antimicrobiana en una gran variedad de plantas utilizadas con fines
medicinales (Cowan, 1999). De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio,
algunas las plantas analizadas poseen una actividad antimicrobiana contra C. jejuni y

C. coli.

Mediante la técnica de inhibicion de crecimiento en pozo, se encontrd que la
mayoria de los extractos acuosos, no presentaron efecto inhibitorio, lo que coincide
con Cowan (1999), el cual menciond que la mayor parte de los compuestos
antimicrobianos presentes en plantas se extraen en mayor cantidad con solventes
organicos como el metanol por lo que en muchos estudios se evita el uso de
extracciones acuosas. Cabe mencionar que la mayoria de los compuestos extraidos

con este solvente carecen de propiedades antimicrobianas.

Sin embargo al determinar el efecto antimicrobiano contra cepas de C. jejuni/coli,
encontramos efecto inhibitorio contra las tres cepas utilizadas. Esto podria atribuirse a
que la actividad antimicrobiana estd dada probablemente por compuestos aromaticos
u organicos saturados que se extraen mejor con solventes organicos como el metanol
(Cowan, 1999). Aunado a esto, se seleccionaron para ensayos posteriores los extractos
que presentaron mayor halo de inhibicién ya que la literatura menciona que en la
mayoria de los casos el didmetro del halo inhibitorio es directamente proporcional a la

actividad antimicrobiana (Garcia et al., 2004a).

Cuando determinamos la CMB encontramos que la mejor actividad encontrada

fue para los extractos metandlicos de nopal y huizache en donde se requiri6 una
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concentracion de 0.3 y 0.2 mg/mL de extracto respectivamente para inhibir por
completo el crecimiento de C. jejuni/coli, encontrandose que la cepa més susceptible
fue C. jejuni 180ip para todos los tratamientos. Dicha diferencia en la suceptibilidad
puede atribuirse a la variabilidad genética que existe para cada cepa, ya que segiin
Nadeau et al., (2003) y Bang et al., (2003), las cepas de C. jejuni/coli, poseen una
diversidad de propiedades patogénicas diferentes que pueden variar de acuerdo a su

origen y esto puede derivar en la suceptibilidad de cada una de las cepas.

Por otro lado, la variaciéon de las CMB encontradas para cada extracto puede
deberse a los compuestos presentes en cada uno de ellos, asi como la sinergia que
pudiese existir entre los compuestos, la concentracion y/o el estado de oxidacion de

los mismos (Cowan, 1999).

Segun las pruebas colorimétricas realizadas a los extractos utilizados en este
estudio, se encontrd que los cuatro extractos presentaron taninos y alcaloides, lo que
les pudiera proporcionar este poder antimicrobiano ya que segun Atta-ur-Rahman et
al. (1995) y Jones et al. (1986), los alcaloides y taninos confieren fuertes efectos
antimicrobianos. Este poder antimicrobiano, podria acrecentarse con la presencia
otros compuestos como los flavonoides, sesquiterpenlactonas, y parabenzoquinonas
(Cowan, 1999); los dos primeros encontrados en el nopal y las ultimas en el estafiate,
alcachofa y huizache. Sin embargo, seria conveniente continuar con extracciones y
purificaciones mas especificas que eluciden exactamente el tipo de compuesto que
estd actuando como bactericida o si existe una accion sinérgica entre ellos (Cowan,

1999).

Al analizar los efectos de las concentraciones subletales sobre el crecimiento
microbiano, se pudo encontrar que no hay una disminucion significativa en el
crecimiento bacteriano entre los tratamientos subletales a los que se sometio al
microorganismo tanto con el extracto como con el control (que en este caso fue

metanol, ya que fue el solvente utilizado). La concentracion bacteriana se
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mantuvo en el mismo logaritmo lo cual coincide con Venegas et al. (2004) y
Sakagami et al. (2001), quienes encontraron que las concentraciones subletales de
extractos de plantas no afectaban significativamente el crecimiento microbiano. Esto
nos indicd que el extracto per se no disminuyd la poblacion bacteriana a estas
concentraciones. Por lo tanto si existiese una disminucion de la citotoxicidad y/o bien
una recuperacion menor de células adheridas a la linea celular Vero, sera
probablemente debido al efecto del extracto sobre estos factores y no a la disminucion

de la poblacién bacteriana causada por el 100% de la CMB.

Al realizar las prueba de citotoxicidad de sobrenadantes de C. jejuni/coli, se pudo
observar un dafio severo a las 24 h de incubacion sobre la linea celular Vero en
diluciones hasta de 1:64 para C. jejuni 5653 y 180ip y 1:16 para C. coli 1. Esto nos
indic6 que las tres cepas son productoras de al menos una toxina. En ningtn caso se
observo un efecto de distension celular progresiva, ya que las células se monitorearon
hasta las 72h y no presentaron cambio alguno. Esto concuerda con algunos resultados
como los de Johnson y Lior (1986) en los que se reportod que las células Vero son més
sensibles a los efectos citotoxicos (mortalidad) que a los citotonicos (inflamacion) lo
que conlleva a pensar que las cepas evaluadas producen al menos una citotoxina de
las que se han propuesto como activas en células Vero (Wassenaar, 1997). Seria
prematuro hasta la fecha asegurar cual de estas citotoxinas se estdn produciendo ya
que aun que se han realizado muchas investigaciones al respecto, existen muchas
contradicciones tanto en la neutralizacion de las mismas, asi como en la deteccidon de
cada una de ellas por métodos moleculares y/o inmunolégicos (Wassenaar, 1997;

Nadeau et al., 2003).

Al evaluarse el efecto de la enterotoxina de V. cholerae sobre las células Vero, se
pudo observar que el efecto causado por ésta (al menos 50% de células redondeadas),
se presentd unicamente al adicionar la toxina pura no diluida, ya que las diluciones

siguientes no presentaron ninguna alteracion visible. Segiin Johnson y Lior (1986)
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esto puede deberse a que las células mas sensibles a la enterotoxina son las CHO
(células de ovario de hamster) y no las Vero. Esto también sugiri6 la presencia en el
sobrenadante de al menos una citotoxina ya que los titulos de dafio obtenidos
difirieron por mucho a los causados por la enterotoxina (Johnson and Lior, 1986). Es
dificil tener la certeza de que la citotoxina producida es la CDT; para ello se tendrian
que hacer estudios moleculares para determinar la presencia de los genes cdtA, cdtB,
cdtC en su caso y hacer un analisis de expresion de los mismos para asegurar que esta

citotoxina esta siendo producida (Manal-AbuOun et al., 2004).

Las diferencias en titulos de dafio celular causados por los sobrenadantes de C.
jejuni'y C. coli indicaron que la cantidad de toxina producida por ésta ultima cepa fue
menor, lo que coincide con Dang et al. (2001) donde se reportd que los titulos de dafio
producidos por sobrenadantes de C. coli fueron menores que C. jejuni. En dicho
estudio se reportd que ciertas cepas de C. coli causaron dafio celular en las diluciones
1:16, 1:8 e incluso algunas cepas del mismo no presentaron dafos detectables. En el
caso de nuestros resultados, el dafio mas severo presentado por C. coli 1 lo
encontramos hasta en titulos de 1:8, mientras que en la dilucion 1:16 el dafio
disminuyo, aunque siguié presentandose. Para el caso de C. jejuni reportaron dafio en

diluciones hasta 1:64 coincidiendo con nuestros resultados.

Por otro lado, en los sobrenadantes bacterianos tratados con los extractos de
plantas, el dafio observado en las células Vero fue mucho menor (tanto en porcentaje
de células redondeadas como en titulos de dafio) en comparacion con aquellas cepas
no tratadas con extracto (sobrenadantes bacterianos). Es por esto que se presume que
los extractos afectaron la produccion de toxinas de las tres cepas lo que coicide con
algunos autores como Smith y Palmer (2004) y Alarcon (2002), quienes reportaron
una disminucion en la sintesis de toxinas por parte de los extractos contra S. aureus y

V. cholerae respectivamente.
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En el caso de los sobrenadantes tratados con extractos de huizache y estafiate, no
se presentd dafio aparente en la monocapa Vero (dil. 1:2), lo que probablemente
indica que la toxina pudo haber sido inhibida por el efecto de los extractos (Smith and
Palmer, 2004) influenciados por la presencia de algunos compuestos presentes tales
como taninos y quinonas (Cowan, 1999), los cuales encontramos presentes en ambos
extractos al hacer las determinaciones colorimétricas correspondientes. A estos
compuestos se les ha asociado como inhibidores de proteinas y/o enzimas induciendo
la pérdida de funcion de éstas. Estos resultados coinciden con Garcia et al. 2004a,
quienes demostraron que el extracto metandlico de Haematoxylon brasiletto, inhibio

la produccion de toxina de V. cholerae.

Mientras tanto, al analizar los sobrenadantes tratados con extracto metanolico de
alcachofa, se observaron dafios pero en titulos mucho menores (1:16 para C. jejuni
5653 y 180ip) que los causados por los sobrenadantes bacterianos sin tratamiento
(1:64), esto nos pudiera indicar que el efecto de la toxina fue contrarrestado por el
efecto del extracto. En el caso de C. coli, seria arriesgado asegurar una disminucion
de la citotoxicidad, ya que al momento de evaluar los sobrenadantes de
Campylobacter, se evidencid para C. coli 1 una destruccion hasta en titulos de 1:8 y
después del tratamiento con extracto de alcachofa, el dano causado por el
sobrenadante se present6 en la misma dilucion (1:8), lo que indic que el efecto siguid

presente atin después del tratamiento.

En las determinaciones colorimétricas, se encontraron para este extracto
(alcachofa) taninos y quinonas; a pesar de lo cual, el efecto inhibitorio sobre la
citotoxicidad fue menor que en el caso de los extractos de huizache y estafiate. Esto
pudiera atribuirse, a la concentracion de los mismos o a la sinergia con otros

compuestos que no se encontraron en la alcachofa (Cowan,1999).
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En el caso de los tratamientos con extractos metandlicos de nopal, se pudo
observar que el dafio citotdoxico no disminuy6 en ninguna dilucion, por lo que se
evidencio que no hubo un efecto inhibitorio por parte del extracto para ninguna de las
cepas. Sin embargo, al determinarse colorimétricamente los compuestos presentes, se
observd la presencia de flavonoides y segin Cowan (1999), estos compuestos son
inhibidores de la toxina de V. cholerae contraponiéndose con nuestros resultados.
Esto pudiera estar influenciado probablemente por la concentracion y/o tipo de

flavonoides presentes en el nopal (Cowan, 1999).

Cuando analizamos la capacidad de adhesion de nuestras cepas a células Vero, se
recuperaron las bacterias adheridas que no fueron sometidas al tratamiento con
extracto, en logaritmos de 10* — 10° UFC/pozo lo que coincidio con Lee et al. (2004)
en donde la capacidad de adhesion de Campylobacter se encontr6 en niveles de >10*

UFC/pozo para algunas cepas.

En nuestro estudio, cuando se analizaron las bacterias tratadas con extractos se
pudo observar una disminucion significativa en la capacidad de adhesion para el caso
del tratamiento con alcachofa Unicamente con C. jejuni 180ip. Para el nopal, se
present6 una disminucién significativa en la capacidad de adhesion para las cepas C.
Jjejuni 180ip y C. coli 1 con recuperacion de células en logaritmos de 10° después del
tratamiento con el extracto. Esto coincidid con algunos estudios, en donde extractos
de algunas plantas han disminuido la capacidad de adhesion a células como el caso de
V. cholerae por extractos de Haematoxylon brasiletto (Garcia et al., 2004a), y

Campylobacter sp. por extractos de la fruta de la Okra (Lengsfield et al., 2007).
Esta disminucion de la adhesion ha sido atribuida a compuestos presentes en los

extractos de plantas como taninos y quinonas (Cowan, 1999), y al hacer las pruebas

colorimétricas correspondientes se detectaron taninos en el extracto de nopal y
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ambos compuestos en el extracto de alcachofa. En el caso del huizache y estafiate, no
se presentd un efecto significativo en la capacidad de adhesion de Campylobacter, a
pesar de que en estos dos extractos las pruebas colorimétricas indicaron la presencia
de taninos y quinonas. Pero como anteriormente se ha mencionado, el efecto puede
variar, segun el tiempo de cosecha, el tipo de suelo y la concentracion de compuestos

presentes entre otros (Cowan, 1999).

Estos resultados dejan claro los efectos que pueden tener los extractos de plantas
sobre los microorganismos. Sin embargo resulta de suma importancia determinar si
este tipo de compuestos inhiben o ejercen algiin efecto sobre los factores de virulencia

de C. jejuni/coli.

En el caso de C. jejuni/ coli, seria de particular importancia el poder identificar
cudl de las toxinas producidas es la que se inhibio, asi mismo el mecanismo por el
cual fue inhibida lo cual pudiera darse a nivel trascripcion, traduccidn, post-
traduccion, transporte o incluso inhibicion directa (Smith y Palmer 2004). En el caso
de la CDT producida por C. jejuni se pudiera tener una certeza de su produccion
unicamente determinando la presencia y expresion de los genes cdtA, cdtB, cdtC; ya
que los efectos citotoxicos causados por citotoxinas en lineas celulares, pueden variar
debido a que estan influenciados por diferentes factores como la concentracion de la
toxina (Dassanayake et al., 2004) y la sensibilidad de la linea celular (Johnsson and

Lior, 1988) entre otras.

Aun asi en nuestro caso, al determinar el efecto citotoxico en células Vero
podemos de alguna manera minimizar el efecto de la enterotoxina ya que esta linea
celular se ha reportado menos sensibles a ésta. Y como ejemplo, tenemos el caso de
C. coli 1 que presentd una menor citotoxicidad ya que se ha comprobado en estudios
previos que esta especie en algunos casos produce niveles muy bajos o incluso

indetectables de la CDT (Pickett ef al., 1996; Dang et al., 2001).
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Para conocer con exactitud a qué nivel acttian cada uno de los extractos probados
en este estudio, se necesitarian hacer determinaciones a nivel molecular. Seria
interesante determinar quimicamente y caracterizar el compuesto presente en nuestros

extractos que es el responsable de los efectos inhibitorios.

Con esta investigacion queda asentado el poder antimicrobiano que algunas
plantas poseen y por ello es que podrian considerarse una vez mas como alternativas
para minimizar la resistencia a antibidticos que muchas bacterias han adquirido. De
hecho en algunos lugares del mundo (Suiza, Holanda y otros paises de Europa), se
utilizan las plantas como reforzadoras del sistema inmunoldgico; esto previene
enfermedades y mas que utilizarse como curativas, se utilizan como precautorias. Tal
vez esto seria una magnifica opcion en la cultura médica de México en la que se

suman esfuerzos para curar y no se toma en cuenta la prevencion.
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9. CONCLUSIONES

Los extractos metandlicos de huizache, alcachofa, estafiate y nopal probados poseen

un efecto antimicrobiano contra Campylobacter jejuni y C. coli.

La CMB vari6 para cada cepa con valores que fueron para el nopal 0.3-0.4mg/ml,

huizache 0.3-0.7 mg/ml, estafiate 0.5-0.7mg/ml y alcachofa 1.0-2.0 mg/mL.
Las concentraciones subletales de la CMB (25, 50, 75%) los extractos de estafiate,
huizache, alcachofa y nopal no afectaron significativamente la concentracion

bacteriana de C. jejuni/coli.

Los extractos metanolicos de estafiate y huizache inhibieron la citotoxicidad de

sobrenadantes de C. jejuni/coli sobre células Vero.

El extracto de alcachofa disminuy¢ la citotoxicidad de los sobrenadantes de C. jejuni

sobre células Vero.

Los extractos de alcachofa y nopal afectaron la capacidad de adhesion de C.

Jjejuni/coli a células Vero.
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