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RESUMEN

Los alimentos, especialmente los carnicos y sus derivados pueden ser
acarreadores de microorganismos causantes de enfermedades conocidas como ETAs
(enfermedades transmitidas por alimentos). Ademas, se sabe que algunos extractos de
plantas pueden inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas de alimentos.

El presente estudio tuvo por objeto determinar la actividad antimicrobiana de
extractos de plantas (solos y combinados) en la reduccion de bacterias patégenas
transmitidas por alimentos.

Se prepararon extractos etanolicos de 20 plantas y fueron evaluados contra el
crecimiento de cepas de Escherichia coli O157:H7 y Shigella sonnei. Se determino la
concentracion minima bactericida (CMB) de los que dieron mejor actividad (mejorana,
romero, tomillo y orégano) la cual varié entre 1 a 6.33 mg/ml para E. coli, y de 1 a 3.33
mg/ml para S. sonnei; y los efectos sinérgicos entre estos extractos, encontrando que de
los extractos probados, para E. coli los extractos de mejorana/romero, mejorana/orégano,
romero/tomillo, romero/orégano, tomillo orégano y para S. sonnei mejorana/romero,
romero/orégano, tomillo/orégano dieron sinergismo. Unicamente para S. sonnei la
combinacion de mejorana/tomillo, mejorana/orégano y romero/tomillo tuvieron un
efecto aditivo.

Se analizd la reduccidn de la poblacion de S. sonnei y E. coli O157:H7 por efecto
de los extractos y sus mezclas en un modelo de carne molida de res y trozos de pulpa de
carne, los cuales fueron inoculados con dos concentraciones bacterianas. Cuando se
inoculé a razén de 1 gramo con 10° UFC/ml, se encontré que el extracto de romero fue
el mas efectivo reduciendo 0.4 y 0.5 log la poblacién de S. sonnei en la carne molida de
res, y en pulpa de carne respectivamente. Para E. coli, la reduccion en ambos productos
fue de 0.4 log al dia 3 del ensayo. No se observo reduccidn significativa para ningdn
ensayo.
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ABSTRACT

Food, especially meat and its derivatives may be carriers of disease-causing
microorganisms. Moreover, it is known that some plant extracts can inhibit the growth
of food pathogens.

The present study aimed to assess the antimicrobial activity of plant extracts
(alone and combined) to inhibit growth of foodborne pathogens in media and in meats.

Ethanolic extracts were prepared from 20 plants and were evaluated against
growth of strains of E. coli and S. sonnei. Minimum bactericidal concentration (MBC)
was determined for the extracts who gave the best activity (marjoram, rosemary, thyme
and oregano). MBC for these extracts ranged from 1 to 6.33 mg/ml for E. coli, and 1 to
3.33 mg/ml for S. sonnei. Synergism between the extracts was determined. The mixture
of extracts tested for E. coli: marjoram/rosemary, marjoram/oregano, rosemary/thyme,
rosemary/oregano, thyme/oregano and S. sonnei marjoram/rosemary, rosemary/oregano,
thyme/oregano were synergistic. For S. sonnei the mixtures of marjoram/thyme,
marjoram/oregano and rosemary/thyme had an additive effect.

The reduction of S. sonnei and E. coli O157: H7 by plant extracts alone and
combined was analyzed in ground and pulp beef. Two inoculums levels were used.
When one gram with10® CFU/ml at rate were inoculated, rosemary extract reduced the
population of S. sonnei in ground beef and meat pulp by 0.4 and 0.5 log, respectively.
For E. coli, reduction in both products was 0.4 log on day 3 of the test. No significant
reduction was observed for none assay.
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1. INTRODUCCION

Los alimentos son fundamentales para la vida, encontrandose entre ellos a la
carne en sus diferentes variedades. No obstante, si no se toman precauciones en cuestion
de sanidad, pueden ser causantes de enfermedades conocidas como Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETASs). Las ETASs son un conjunto de enfermedades que
resultan de la ingestion de alimentos 0 agua contaminados con microorganismos en

cantidades suficientes para causar enfermedad al consumidor (WHO, 1999).

Los sintomas de las ETAs son variables y dependen del tipo de organismo, la
cantidad de alimento contaminado que se consume, y del estado inmunologico o fisico

de la persona (Oquendo, 2006).

Los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) en Estados
Unidos han establecido que se producen 73,000 casos de infecciones anuales debido a E.
coli O157:H7 (Mead et al., 1999), y 18,000 infecciones a causa del miembros del género

Shigella tan solo en EUA (MDH, 2009).



En la actualidad los consumidores buscan alimentos lo méas naturales posible
(Rojas, 2006), debido a esto, la industria de conservadores naturales esta alcanzando una

preferencia muy exitosa (Fisher y Philips, 2008).

Una gran cantidad de derivados de plantas se han utilizado para la conservacion
de alimentos desde hace muchos afios, por ejemplo el uso de especies o condimentos.
Se ha establecido que algunos extractos de plantas tienen propiedades antimicrobianas, y
esto se puede atribuir a algunos de sus componentes tales como aceites esenciales,

terpenos y flavonoides (Arcaraz et al., 2000).

Debido a que todavia, aun con los métodos actuales de control (tratamientos
térmicos, agua, antimicrobianos quimicos y métodos mecanicos), las enfermedades
provocadas por enterobacterias se siguen produciendo, la basqueda de alternativas
eficaces de control de estos patogenos es un tema actual (Northcutt et al., 2005), y
ademas de que existe poca informacion del efecto de extractos de plantas o sus
combinaciones para el control de enteropatogenos en un modelo alimentario, por lo que

esta investigacion pretendi6 abordar este aspecto.



2. HIPOTESIS

Los extractos de plantas en estudio, solos 0 en combinacién, pueden inhibir o
reducir las poblaciones de E. coli O157:H7 y S. sonnei in vitro y en un modelo

alimentario de carne de res.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Determinar la actividad antimicrobiana de extractos de plantas y sus
combinaciones en la reduccion de poblaciones de E. coli O157:H7 GFP y S. sonnei GFP

in vitro y en un modelo de carne de res.

3.2. Objetivos Particulares

1. Determinar el efecto antimicrobiano de 20 plantas comestibles sobre el

crecimiento de E. coli O157:H7 y S. sonnei.

2. Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) de las plantas activas

sobre E. coli O157:H7 y S. sonnei.

3. Establecer si combinaciones de los extractos activos poseen efecto sinérgico para

inhibir el crecimiento de E. coli O157:H7 y S. sonnei.



4. Determinar la efectividad de las mezclas de extractos para inhibir el crecimiento

de E. coli O157:H7 y S. sonnei en un modelo alimentario de carne de res.



4. ANTECEDENTES

4.1. Enfermedades Transmitidas por Alimentos

La inocuidad de los alimentos es una preocupacion creciente para el consumidor y
la industria de alimentos. Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) son de
mucha importancia para la salud publica, debido a que causan pérdidas economicas
cuantiosas para el sector agricola-alimentario. Tan solo en los Estados Unidos, las ETAS
son responsables de 76 millones de casos de enfermedad cada afio (Mead et al., 1999).
Salmonella, Campylobacter jejuni y Escherichia coli enterohemorragica (EHEC;
principalmente el serotipo O157:H7) y Listeria monocytogenes son las bacterias

patdgenas mas predominantes (ERS/USDA, 2001).

El consumo de alimentos refrigerados listos para consumo puede ser una fuente
potencial de infecciones de Salmonella Typhimurium, L. monocytogenes, y E. coli
O157:H7. Por ejemplo, tan solo en el afio 2007, se report6d que 5.7 millones de libras de

productos de carne molida fresca y congelada fueron contaminadas con E. coli O157:H7



(FSIS/USDA, 2007). Ademas, la presencia y crecimiento de microorganismos en los

alimentos pueden causar deterioro prematuro (Bajpai et al., 2008).

Los patdgenos que portan los animales para consumo, tales como ganado y aves de
corral pueden contaminar directa o indirectamente carnes crudas y procesadas. La
contaminacion de la piel y la diseminacién de patdgenos fecales contribuyen a la
contaminacion de las canales de bovinos (Elder et al., 2000; Koohmaraie et al., 2005),
mientras que la piel y las plumas contaminadas con heces sirven como mayores fuentes

de contaminacion en aves de corral (Doyle y Erickson, 2006).

El procesado de carne puede extender adicionalmente la contaminacion
microbiana, asi como un control de temperatura inadecuado puede permitir incrementar
en namero a los patdgenos (Doyle et al., 2001). Sin embargo, se pueden implementar

medidas de reduccidén de riesgos para minimizar el riesgo de infeccion.

4.2. Escherichia coli

E. coli es una de las muchas bacterias que existen en el intestino de humanos y
en la mayoria de animales, por lo que se le considera un microorganismo indicador de
contaminacion fecal cuando esta presente en agua y alimentos (Acufa et al., 2002). Esta

bacteria ayuda a mantener el equilibrio de la microflora natural contra bacterias dafinas.



Escherichia coli perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos Gram
negativos, maviles, fermentadores de lactosa y citrato negativo. Algunos miembros de
este género no solamente causan enfermedades diarreicas, sino también otros sintomas
como infeccion urinaria, meningitis, e incluso sepsis. Para su clasificacion seroldgica, el
antigeno O somatico integrante del lipopolisacarido (LPS) las distingue en serogrupos, y

el antigeno H flagelar permite completar su categorizacion en serotipos.

Las cepas de E. coli que provocan enfermedad diarreica se clasifican en los
grupos patogénicos: enteropatégeno (EPEC), enterotoxigénico (ETEC), enteroinvasivo
(EIEC), de adherencia difusa, enteroagregativo (EaggEC) y enterohemorragico (VTEC)

(Doyle et al., 2001).

4.2.1. E. coli Enteropatdgena (EPEC)

Estos organismos pueden producir diarrea grave. Los principales serogrupos
relacionados a enfermedades son O55, 086, Ol1llab, 0119, Ol125ac, 0126, 0127,
0128ab y 0142. El reservorio mas importante de estas bacterias es el ser humano. Se ha
determinado que las EPEC inducen lesiones de fijacion cuando se adhieren a tejidos, por
lo tanto tiene la capacidad de invadir células epiteliales. Algunas pueden incluso

producir toxinas (Doyle et al., 2001).



4.2.2. E. coli Enterotoxigénica (ETEC)

Es la causa principal de diarrea infantil en paises en vias de desarrollo, ademas de
ser a menudo responsables de la diarrea del viajero (Doyle et al., 2001). Las ETEC
colonizan el intestino delgado por medio de fimbrias y producen una enterotoxina
termolabil y/o termoestable que provoca la acumulacion de liquido lo que produce una
respuesta diarreica. Entre los serogrupos mas frecuentes se encuentran 06, 08, 015,
020, 025, 027, 063, 078, 085, 0115, 0128ac, 0148, 0159, y 0167 (Doyle et al.,

2001).

4.2.3. E. coli Enteroinvasiva (EIEC)

Producen una diarrea y disenteria parecida a la producida por Shigella spp.
Invaden el interior de las células epiteliales del colon en donde se multiplican. Al igual
que Shigella spp., la E. coli EIEC se encuentra relacionada con un plasmido de 140 kDa
que codifica para algunas proteinas de membrana externa (OMPs) involucradas en la
capacidad invasora. Se ha establecido que la antigenicidad de las proteinas y la de los
antigenos O se encuentran muy relacionadas con las presentes en Shigella spp. (Doyle et

al., 2001).

El lugar donde se aloja la bacteria es el colon, donde las células epiteliales son

invadidas por EIEC. Los serogrupos relacionados con la enfermedad incluyen O28ac,



029, 0112, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0164 y O167. De los cuales el 0124 es el

mas frecuente (Doyle et al., 2001).

4.2.4. E. coli de Adherencia Difusa (DAEC)

En México se ha relacionado con diarrea infantil. Puede producir diarrea ligera
con sangre o leucocitos fecales. Se pueden identificar por la caracteristica difuso-
adherente a lineas celulares como HEp-2 o Hela. Estas cepas generalmente no elaboran
toxinas, no tienen capacidad de invadir células epiteliales y no presentan plasmidos del

factor de adherencia como los EPEC (Doyle et al., 2001).

4.2.5. E.coli Enteroagregativa (EAggEC)

Se han relacionado con diarrea persistente en nifios y bebés. Estas cepas son
particularmente diferentes a otras bacterias patogenas de E. coli por su capacidad de
adherencia agregativa en celulas Hep-2. Se necesita una gran cantidad de informacion
epidemioldgica para tener en claro su importancia como agente de enfermedad diarreica

(Doyle et al., 2001).

4.2.6. E. coli Enterohemorréagica (EHEC)
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E. coli O157:H7 causa cerca de 20, 000 enfermedades y 250 muertes anualmente
en los Estados Unidos, y también es un importante patdgeno en Canada y algunos paises
Europeos (Peacock et al., 2001). A la fecha, han sido reportados en mas de 30 paises,
sobre todo brotes asociados con el consumo de carnes mal cocidas, especialmente carne

molida o carnes de hamburguesa (Nadarajah et al., 2005).

El tipo patogénico enterohemorragico, que incluye al serotipo O157:H7, origina
una infeccion intestinal en los humanos que puede ser mortal. Se puede diferenciar de
otras E. coli por la produccién de potentes toxinas que dafian el revestimiento de la

pared intestinal y causan diarrea con sangre (Jay, 2000).

Algunos serotipos de E. coli como 0:26, 0:111 O:157 tienen en comdn con cepas
de S. dysenteriae tipo I, la produccidn toxinas o verotoxinas. A este grupo toxigénico se
le han conocido la produccion de varios tipos, la VT1, la VT2, VT2vha y VT2vhb que
son semejantes a la toxina Shiga. E. coli serotipo O157:H7 es una variedad no frecuente
de E. coli, normalmente no es habitante del intestino de animales, incluyendo a

humanos (FDA, 2002).

La infeccién por VTEC puede ir desde aquella sin sintomas, hasta casos severos

en donde se presenta diarrea liquida hasta aquella de diarrea con sangre o colitis
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hemorragica. Ademas se pueden presentar algunas complicaciones serias como el
sindrome urémico hemolitico (HUS) (Paton y Paton 1998), el cual se caracteriza por
falla renal, y anemia hemolitica. Se ha establecido que esta complicacidn ocurre en mas
de 15% de pacientes con colitis hemorragica y puede llevar a la pérdida permanente de
funcién renal. En ancianos, la combinacion de HUS con fiebre y la disfuncion
neuroldgica conocida como trombocitopenia trombotica purpura, puede alcanzar una
mortalidad de 95%, sin embargo con un diagndstico temprano y tratamiento se estima

una sobrevivencia del 80-90% (Abumuhor y Kearns, 2002).

Desde su identificacién como patdgeno en 1982, EHEC O157:H7 ha ocasionado
una serie de brotes, de los cuales estan bien documentados en Canada, Japon, Reino

Unido y Estados Unidos (Bettelheim, 2003).

La dosis infectiva de este microorganismo se estima que es baja (<10%), tal como
se presenta para Shigella, y su transmision puede ser por via fecal-oral, Los rumiantes en
general, y particularmente el ganado vacuno, ha sido sefialado como el principal
reservorio de EHEC, y se ha encontrado en el 75% del ganado lechero y el 63% de
engorda (Grauke, et al., 2002); sin embargo, también se ha establecido que el ganado
ovino es excretor de estos microorganismos (Padola et al., 2004; Blanco et al., 2004,
Gomez et al., 2002). Este patdgeno se mantiene en el intestino de los rumiantes 30 dias
en promedio, aungue en algunos de ellos, la bacteria puede albergarse por un afio 0 mas

(Grauke, et al., 2002).

12



Distintos alimentos como carne molida y productos carnicos crudos o
insuficientemente cocidos, hamburguesas, embutidos fermentados, lacteos no
pasteurizados, mayonesa, jugos de manzana no pasteurizados y vegetales tales como
lechuga, germinados de soya y alfalfa, entre otros, han sido sefialados como fuente de
contaminacion en casos esporadicos o0 brotes asociados a EHEC. Su sobrevivencia se ve
favorecida a la resistencia de la bacteria a los acidos, pudiendo sobrevivir en alimentos

fermentados (Gomez et al., 2002).

Otras formas de transmision de este patdgeno incluyen a la contaminacion
cruzada durante la preparacion de alimentos, al contacto directo hombre-animales, y
persona-persona, y por la via fecal-oral, debido a las bajas dosis infectivas (0.9 a 4.3
UFC/g) que posee este grupo bacteriano (Paytton-Pruett et al., 2002). El Servicio de
Inocuidad e Inspeccidn es la Agencia de Salud del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA) clasifico en 1994 a E. coli O157:H7 como un adulterante de la
carne de res molida cruda, congelada o cocinada. Aunque anteriormente habia habido
brotes relacionados con bacterias patdgenas de alimentos, era la primera vez que un
organismo regulador declaré que una bacteria patdogena podia considerarse también

como “adulterante”.

La incidencia de este patdgeno varia con la época del afio, siendo mayor durante
el verano (LeJeune et al., 2004). Se ha estimado que un 86% de los brotes originados en
los Estados Unidos por E. coli O157:H7 es en los meses de mayo a octubre. Se cree que

esto es debido al aumento en el consumo de carne de res molida o en cortes y a la época
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en que se cocina al aire libre, favoreciendo en muchos casos una coccion inadecuada.
Por otra parte, también aumenta durante los meses de calor lo cual puede ser debido al
mal manejo de los alimentos, como abuso de temperatura y contaminacion cruzada

(Doyle et al., 2001).

E. coli O157:H7 crece en un rango de condiciones muy extensas, sobreviviendo a
temperaturas de congelacion y rangos de pH desde 4.4 a 9. La temperatura Optima de
crecimiento es 37°C, sin embargo puede crecer en un tango entre 7 a 44.5°C. Se ha
encontrado que a temperaturas de 4 a 5°C no se reduce significativamente la poblacién

bacteriana hasta por 7 dias (Pearce et al., 2004).

Un estudio que se llevo a cabo en mayonesa demostré que E. coli O157:H7
sobrevivié en medios &cidos (pH 3.7), y una temperatura de 5° a 7°C durante 35 dias, sin
embargo, cuando el producto se almacené a 25°C, la bacteria no fue detectada después

de 72 h (Doyle et al., 2001).

También se comprob0 que esta bacteria toleraba un choque osmotico ya que al

ser expuesta a concentraciones de 4.5% y 6.5% de NaCl, se retrasé la fase lag, sin

embargo, el microorganismo fue capaz de recuperarse.

4.3. Shigella
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La shigelosis es una enfermedad infecciosa originada por miembros del género
Shigella. Los sintomas de las personas infectadas se presentan después de 1 o 2 dias de
haber consumido el alimento contaminado. Las especies del género Shigella son bacilos
Gram (-), no moviles, y no fermentadores de lactosa y son miembros de la familia

Enterobacteriaceae.

Este genero comprende cuatro especies: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, y S.
sonnei. Todas las especies son patdgenas, capaces de causar diferentes cuadros clinicos
que van desde una infeccion asintomatica o una diarrea leve hasta cuadros mas graves
como disenteria bacilar o shigelosis que consiste principalmente de diarrea con o sin
sangre, con o sin moco, fiebre y calambres abdominales. Adicionalmente se ha
determinado que S. dysenteriae tipo | produce la toxina Shiga, una de las toxinas mas
potentes conocidas que puede causar grandes brotes de disenteria generalmente en
condiciones pobres de higiene (WHO, 2005). En general, S. sonnei y S. boydii tienden a

causar una enfermedad mas leve que las otras especies (Janda y Abbot, 2006).

Las tres especies predominantes que en general son responsables de la mayoria
de casos de shigelosis, son S. sonnei, S. flexneri 2a y S. dysenteriae tipo | (Sur et al.,
2004). Los humanos son su principal reservorio. Las cepas de S. disenteriae (causante de
cuadros clinicos mas graves) y S. flexneri son las principales responsables de causar
infecciones, y son endémicas en paises en vias de desarrollo causando una mayor
mortandad (son epidémicas), mientras que en paises occidentales, la mayoria de las

infecciones son causadas por S. boydii (serogrupo C, 19 serotipos) y S. sonnei, y por las
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variedades importadas (por inmigrantes de paises donde la shigelosis es endémica)

(Ekdahl y Andersson, 2005).

S. sonnei (serogrupo D, un serotipo) es responsable de un cuadro clinico ligero,
mas comunmente infectando a viajeros de paises del Oeste (Janda y Abbot, 2006). S.
flexneri (serogrupo B, consiste de 8 serotipos con varios subtipos) es endémico en los
paises en via de desarrollo y causan mas mortalidad que las otras especies. S
dysenteriae (serogrupo A, consiste de 15 serotipos) causa grandes epidemias en muchos

paises en desarrollo.

La incidencia global de infecciones de Shigella han sido estimadas de 80 — 165
millones de casos anualmente, donde el 99% de ellos ocurren en nifios menores de 5
afios en paises en vias de desarrollo (WHO, 2005). La dosis infectiva puede ser menor a
10 microorganismos, facilitindose asi la propagacion persona a persona (DuPont et al.,

1989).

Aunque la gastroenteritis causada por Shigella spp. es normalmente limitada por si
misma, los pacientes son frecuentemente tratados con agentes antimicrobianos para
reducir la duracion de la enfermedad y el periodo de la excrecion de Shigella después
que los sintomas pasaron (Heymann, 2004). Sin embargo, las cepas de Shigella tienen
un répido desarrollo de resistencia a los antibioticos cominmente utilizados (ampicilina

y trimetoprima-sulfametoxazol) (Niyogi, 2005).
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4.4. Usos de Plantas

44.1. Generalidades

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha catalogado mas de 20,000
especies de plantas con propiedades medicinales que proveen tratamientos para
dolencias tales como neumonia, ulceras, diarrea, bronquitis, resfriados y enfermedades
del tracto respiratorio (Aridogan et al, 2002). Una de las muchas propiedades de las
plantas se debe a compuestos presentes en ellas, tales como los aceites esenciales que
son mezclas quimicas complejas, tipicamente compuestas de mas de un ciento de
compuestos, los cuales son responsables en muchos de los casos de aromas

caracteristicos de las plantas (Aridogan et al, 2002).

Los remedios con plantas estan siendo reconocidos por cientificos como una
importante alternativa de bajo costo para competir con antibidticos producidos
industrialmente, los cuales no estan disponibles para todos los que lo necesitan debido a

sus altos costos (Céceres et al., 1993a; Vieira et al., 2001).

Los extractos de plantas han sido utilizados por una amplia variedad de
propdsitos por miles de afios (Jones, 1996). La utilizacion de estos varian desde el uso
del rosal y cedro en perfumeria, hasta saborizantes de bebidas como lima, cafiabeja o

aceite de baya de enebrina (Lawless, 1995), y la aplicacion de aceite de zacate limén
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para la conservacion de cosechas almacenadas (Mishra y Dubey, 1994). En particular, la
actividad antimicrobiana de extractos de plantas ha sido la base de muchas aplicaciones,
incluyendo la conservacion de alimentos crudos y procesados, usos farmacéuticos, en

medicina alternativa y terapias naturales (Reynolds, 1996; Lis-Balchin y Deans, 1997).

México tiene una extensa variedad de plantas; es el cuarto pais mas rico del mundo
en este aspecto. Algunas 25,000 especies estan registradas, y se piensa que hay
aproximadamente 30,000 no descritas aun (Adame y Adame, 2000), de las cuales se

desconocen sus propiedades.

4.4.2. Antimicrobianos Naturales de Extractos de Plantas

Las plantas son una fuente de moléculas biolégicamente activas. Aunque la
mayoria de estas no han sido totalmente descubiertos, aquellos descritos, dan una idea

del potencial que aun esta por estudiarse (Balandrin et al., 1985).

Se ha establecido que muchos de los metabolitos secundarios de las plantas,
poseen sustancias activas con actividad antimicrobiana, que pueden ser usados para
controlar agentes patdgenos y deteriorantes (Tepe et al., 2004; Kalchayanand et al.,
2009). Debido a esto, el uso de fitoquimicos como agentes antimicrobianos naturales

comunmente llamados “biocidas” ha ganado popularidad (Smid y Gorris, 1999).
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Una ventaja de los agentes naturales es que ellos no contribuyen a la “resistencia de
antibidticos”, un fendmeno comunmente encontrado con el uso de antibioticos sintéticos

a lo largo del tiempo (Vukovic et al., 2007).

La investigacion sobre métodos bioldgicos alternativos para mejorar la conservacion
y/o reducir los patdgenos en los alimentos es un area activa de investigacion. Numerosas
intervenciones han sido reportadas para la reduccion de patdégenos en las etapas pre y
post del sacrificio de animales y en las fases de procesado de productos carnicos. Entre
estos métodos se incluyen el uso de compuestos organicos, vacunas Yy bacteridéfagos asi
como el uso de bacterias antagénicas (Callaway et al., 2004; Joerger, 2003; Koohmaraie
et al., 2005; LeJeune y Wetzel, 2007), adicion de metabolitos antimicrobianos activos
tales como acidos organicos (lactico y acético), peroxido de hidrogeno, o bacteriocinas

(Holzapfel et al., 1995; Kostrzynska y Bachand, 2006).

Desde tiempos remotos las especies han sido utilizadas como conservadores. Los
aceites esenciales (AE) y las oleorresinas son muy utilizados en la industria alimentaria.
Singh et al., (2008) estudiaron la actividad antimicrobiana de estos dos compuestos y sus
propiedades antioxidantes, encontrando que los componentes fendlicos presentes fueron
los responsables de la actividad antioxidante, y de su actividad antimicrobiana cuando

fueron probados contra varias cepas de bacterias y hongos patdgenos de alimentos.

Estudios llevados a cabo in vitro han indicado la eficacia de los aceites esenciales

y oleorresinas como antibacterianos naturales (Holley y Patel, 2005; Sandasi et al.,
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2008). Sin embargo también se ha establecido que es necesario el uso de mayores
concentraciones de los extractos en los alimentos para arrojar los mismos resultados de
los estudios in vitro, sin embargo, en ocasiones a estas concentraciones eficaces se
afectan las propiedades sensoriales de los alimentos tratados, por lo que para que el uso
de estos extractos pueda ser aplicado con éxito a escala industrial como bactericidas,
debe tenerse en cuenta el impacto sensorial. Por lo regular, la actividad de los extractos
puede afectarse por algunos constituyentes de los alimentos. Se cree que las grasas y
proteinas en concentraciones altas protegen a las bacterias de la actividad microbiana de

los extractos (Moreira et al., 2007).

También se ha visto que a mayor cantidad de nutrientes en los alimentos, en
comparacion con la que presentan los medios artificiales usados en laboratorio, puede
favorecer la reparacion de células bacterianas dafiadas por la actividad de los extractos

(Gutierrez et al., 2008).

Se conoce que algunos componentes de productos naturales tales como
carotenoides, flavonoides, antocianinas y compuestos fenolicos funcionan como
antioxidantes. En particular, ha sido reportado que existen antioxidantes potenciales en
un numero de extractos de plantas incluyendo uvas (Lapidot et al., 1999), té verde
(Frankel et al., 1997), grosella negra o zarzaparrilla negra (Nielsen et al., 2003), tomate
(Gahler et al., 2003) y romero (Frankel et al., 1996; Richheimer et al., 1996). Aunque el
efecto antioxidante del romero ha sido investigado extensivamente en varias muestras
(Banias et al., 1992; Wada y Fang, 1992), no hay informacion del efecto combinado con
otros extractos en un sistema modelo de carne fresca.
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4.4.3. Actividad contra Microorganismos Enteropatdgenos

Actualmente se presenta una ideologia de regreso a la naturaleza y una cierta
desconfianza en los avances cientifico-tecnoldgicos y en el uso de productos sintéticos
que se consideran algo ‘toxicos’ o sintéticos, y que pueden ser dafiinos a la salud, por

lo que ha crecido notablemente el mercado de alternativas naturales de origen vegetal.

Se han realizado numerosos estudios de la actividad de extractos de plantas
contra cepas enteropatdgenas. Ponce et al., (1998) evaluaron la actividad antibacteriana
in vitro de 249 extractos contra Staphylococcus aureus y S. flexneri. Del total de plantas
estudiadas, 115 (78.2%) de ellas a las cuales se les realizaron extractos etandlicos (70%)
presentaron actividad contra S. aureus, mientras que solo 15 (10.2%) extractos fueron
activos contra S. flexneri. Cuando probaron extractos acuosos de 22 plantas (14.9%),

tuvieron actividad contra S. aureus y 9 (6.1%) contra S. flexneri.

En 1997, Martinez et al., encontraron que el extracto etandlico de hojas de
guayaba, poseia actividad antimicrobiana contra S. aureus, B. subtilis, E. coli y P.
aeruginosa. Este extracto presenté mayor actividad que la que habia sido reportada
cuando se utilizaba acetona n-hexano como solvente de extraccion (NAPRALERT,
1990), pero la actividad fue inferior cuando la extraccion se realizaba con metanol

(Céceres et al., 1993b).
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La validacion de la medicina tradicional mediante la busqueda de los compuestos
con actividad antimicrobiana ha sido estudiada desde hace tiempo. Bayoub et al., (2010)
después de probar los extractos de 13 plantas contra microorganismos enteropatdgenos,
como E. coli, encontraron que los extractos etanélicos (90%) de clavo, tomillo silvestre,
geranio y tomillo mostraron una buena inhibicién contra el microorganismo, en tanto
que el extracto de menta mostrd baja inhibicién del crecimiento contra este

microorganismo.

Muchos reportes han mostrado que el tomillo posee propiedades antimicrobianas
(Alves et al., 2000; Al-Tarawneh, 2004; Bounatirou et al., 2007; Ebrahimi et al., 2008).
Recientemente Qaralleh et al., (2009) llevaron a cabo un estudio para evaluar la
actividad contra el crecimiento de bacterias como Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa por extractos acuosos y
organicos (etanol, diclorometano, hexano) de hojas y tallos de tomillo. Los resultados
mostraron que los extractos etandlicos tuvieron una buena actividad antibacteriana, sin
embargo fue mejor la encontrada para los aceites esenciales. Estos resultados también
concuerdan con lo obtenido en compuestos presentes de estos extractos como el timol y
carvacrol que mostraron poseer una fuerte actividad de inhibicion del crecimiento contra

S. aureus, B. subtilis, S. sonnei y E. coli (Fan y Chen, 2001; Ebrahimi et al., 2008).
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Cuervo (2007), encontrd que el extracto de flor de jamaica era efectivo para
inhibir o reducir el crecimiento de Salmonella, E. coli O157:H7 y L. monocytogenes,
obteniendo reducciones del crecimiento de mas de 6.0 log cuando los patdgenos

estuvieron en contacto con 58.4 mg/ml del extracto acuoso a 25°C por 12 h.

En el 2006, Akinyemi et al., investigaron la actividad antibacteriana de la alcalifa
(Alcalypha wilkesiana), grano de pavorreal (Phyllanthus discoideus), y la palma aceitera
(Trema guineensis) contra bacterias enteropatdgenas como E. coli, S. enteritidis y S.
aureus. Los resultados mostraron que los extractos crudos acuosos y etandlicos fueron
capaces de inhibir el crecimiento de las cepas probadas, en donde los extractos

etandlicos mostraron mejor actividad.

Ravikumar Patil et al., (2007) probaron el extracto etanolico de la adelfa amarilla
(Thevetia peruviana) contra varios microorganismos patdgenos, y encontraron una
buena actividad contra el crecimiento de E. coli, Enterobacter aerogenes y Alcalilgenes
faecalis. En este mismo afio, Xujian y Wu (2007) observaron en un estudio que el
concentrado de arandano aplicado en carne molida de res fue efectivo para inhibir el

crecimiento de E. coli O157:H7.

Del mismo modo, Suresh et al., (2008) investigaron la actividad antibacteriana
del extracto etandlico obtenido de la hierba de San Pablo (Rauvolfia tetraphylla) contra
algunas especies de bacterias y hongos, obteniendo la mejor inhibicion del crecimiento

contra E. coli, E. aerogenes y A. faecalis.
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Mohana et al., (2008) analizaron la actividad de extractos acuosos y organicos
(éter de petréleo, benzeno, cloroformo, metanol y etanol) contra el crecimiento de
microorganismos patégenos tales como E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, P.
aeruginosa, S. Paratyphi A, S. flexneri, S. Typhi, S. Typhimurium, S. sonnei, S. aureus y

S. faecalis, los cuales fueron inhibidos por los extractos de nacascolo (C. coriaria).

4.4.4. Combinaciones de Extractos de Plantas para Mejorar el Efecto
Antimicrobiano

Desde hace tiempo algunos investigadores se han dado a la tarea de buscar
combinaciones o mezclas de extractos o componentes de extractos naturales para ser
utilizados en modelos alimentarios, tal es el caso de Lin et al., (2004) quien probd
compuestos fendlicos de orégano y ardndano con una concentracion total de 0.1 mg/ml
(75% de orégano, 25% de arandano) en filete de pescado y bistec de res a una
temperatura de 4°C contra Listeria monocytogenes, encontrando que en relaciéon al
control obtuvo una reduccion de 2.3 y 2.8 log respectivamente. En bistec de res 1.5 log y
2.5 log comparado con el tratamiento del extracto puro de orégano y arandano, y en

filete de pescado de 0.8 y 1.6 log respectivamente (Lin et al., 2004).

Del mismo modo, Valtierra-Rodriguez et al., (2009) evalué la actividad

antimicrobiana de mezclas binarias de extractos de plantas tales como los extractos de
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limon, ciruela y cascara de naranja contra Campylobacter jejuni y Campylobacter coli

en recortes de piel de pollo observando que las mezclas redujeron de manera

significativa las poblaciones de Campylobacter despues de 48 h a 4°C (Valtierra-

Rodriguez et al, 2009).

445.

a)

b)

Técnicas para Probar la Actividad Antibacteriana de Compuestos de
Extractos de Plantas
Método de difusion en disco. La busqueda actividad antibacteriana por
extractos de plantas es frecuentemente realizada por el método de difusion en
disco, donde discos de papel filtro son empapados con el extracto a probar y
posteriormente tendido en la superficie de una placa con agar previamente
inoculada con el microorganismos a probar (Aureli et al., 1992). Esto se
utiliza generalmente como un sistema preliminar de tamizaje para
posteriormente realizar estudios mas detallados. Factores tales como el
volumen del extracto puesto en los discos de papel, el grosor de la capa de
agar y la utilizacion de disolventes, hace que varien considerablemente estos

€nsayos.

Prueba de pozo en agar. En esta prueba, los extractos son depositados dentro
de pozos recortados dentro del agar y puede ser usado como método de
tamizaje cuando son investigados preliminarmente extractos de plantas
contra diferentes microorganismos (Deans y Ritchie, 1987; Dorman y Deans,

2000). Para que el crecimiento de algunos microorganismos sea mas facil de
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d)

visualizar, puede ser afiadida una solucién incolora de cloruro de trifenil
tetrazolio al medio de crecimiento (Elgayyar et al., 2001; Mourey y
Canillac, 2002) que cambia a color rojo por la liberacion de protones de las

células vegetativas.

Método de microdilucion en caldo. La fuerza de la actividad antibacteriana se
puede determinar colocando diluciones dobles del extracto en una microplaca
de 96 pocillos con medio liquido estéril. Posterior a esto se inocula con 1%
v/v sobre cada celda o pocillo (Hammer et al., 1996). La concentracion
minima inhibitoria (CMI) se determina por la concentracion més baja en la
cual no permite crecimiento visual (no turbidez) de los pocillos (Hammer et
al., 1996). La concentracién minima bactericida (CMB) se determina sub
cultivando la prueba de dilucion en medio solido fresco y que después de 24h

no presente crecimiento microbioldgico (Akinyemi et al., 2006).

El método de dilucidn en agar consiste en preparar diluciones seriadas dobles
del extracto en placas Petri con agar. Posterior a esto se secan a 35°C antes
de la inoculacién de cada organismo. Como control positivo se preparan el
agar sin el extracto. Las placas son incubadas, y después de 24h se obtiene la
concentracion minima inhibitoria (CMI) en las placas con mas baja
concentracion del extracto que inhibe el crecimiento visible (Hammer et al.,

1999).
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4.4.6. Principales Compuestos con Actividad Antimicrobiana de Origen
Vegetal

4.46.1. Alcaloides

Los alcaloides son compuestos heterociclicos nitrogenados. El primer alcaloide
utilizado en medicina fue la morfina (proviene del griego morfeus, dios de suefios),
aislado en 1805 del somnifero opio amapola. La codeina y la heroina son derivados de la
morfina (Fessenden y Fessenden, 1982). Los alcaloides diterpenoides, comunmente
aislados de las plantas de las Ranunculaceae o familia de randnculos son cominmente

encontrados con propiedades antimicrobianas (Omulokoli et al., 1997).

4.4.6.2. Flavonas, Flavonoides y Flavonoles

Los flavones son estructuras fendlicas que contienen un grupo carbonil. La
adicion de un grupo 3-hydroxil produce un flavonol (Fessenden y Fessenden, 1982). Los
flavonoides son también sustancias fendlicas hidroxiladas pero ocurren como unidad
C6-C3 ligada a un anillo aromatico. Su actividad es probablemente debido a su habilidad
de formar complejo con paredes celulares de bacterias. Los flavonoides mas lipofilicos
pueden también impedir la formacion o reparacion de las membranas microbianas

(Tsuchiya et al., 1996).

4.4.6.3. Terpenoides y Aceites Esenciales
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La fragancia de las plantas es llevada en quintaesencia, o la fraccion de aceite
esencial. Estos aceites son metabolitos secundarios que son altamente enriquecidos en
compuestos basados en una estructura de isopreno. Cuando los compuestos contienen
elementos adicionales, usualmente oxigeno, ellos son nombrados terpenoides. Los
terpenenos o terpenoides son activos contra bacterias (Amaral et al., 1998), hongos

(Ayafor et al., 1994) y virus (Fujioka y Kashiwada, 1994).

4.4.6.4. Lecitinasy Polipéptidos

Los péptidos que son inhibitorios sobre microorganismos estan frecuentemente
cargados positivamente y contienen enlaces disulfuro. Su mecanismo de accion puede
ser la formacion de canales ion en la membrana microbiana (Zhang y Lewis, 1997) o
inhibicidbn competitiva de adhesion de proteinas microbianas para receptores
polisacarido hospederos (Sharon y Ofek, 1986). Las moléculas de lecitina mas largas, las
cuales incluyen lecitinas manosa especifica de muchas plantas son inhibitorias a

proliferacion viral (Favero et al., 1993).

4.4.6.5. Fenolicos y Polifenoles

Algunos de los fitoquimicos bioactivos méas simples consiste de solo un anillo
fendlico sustituido. Los acidos cindmico y caféico son comuUnmente representativos de
un amplio grupo de compuestos derivados de fenilpropano los cuales estan en un estado

de oxidacidén mas alto. Las hierbas de olor tarragon y tomillo contienen &cido caféico el
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cual es efectivo contra virus (Wild, 1994), bacterias (Brantner y Grein, 1994) y hongos

(Duke, 1985).

Los compuestos fendlicos poseen una cadena lateral C3 a un nivel de oxidacién
méas bajo y no conteniendo oxigeno son clasificados como aceites esenciales y
frecuentemente citados como antimicrobianos también. El eugenol es un bien
caracterizado representativo encontrado en aceite de clavo. Es considerado por poseer

propiedades bacteriostaticas (Thomson, 1978) y anti fungicas (Duke, 1985).

4.46.6. Taninos

Los taninos es un nombre descriptivo general para un grupo de sustancias
fendlicas poliméricas capaces de tostar la piel o precipitar gelatina de una solucion, una
propiedad conocida como astringencia. Los taninos tienen actividad antimicrobiana, y su
modo de accidn, es descrito por la quinona, y puede ser relacionado a su habilidad para
activar adhesiones microbianas, enzimas, envoltura celular, transporte de proteinas, etc.
También forman complejos con polisacaridos (Ya et al., 1988). Se encuentran en casi

cada parte de la planta: corteza, tallo, hojas, frutas y raices (Scalbert, 1991).

4.4.6.7. Quinonas

Las quinonas son anillos aromaticos con 2 sustituciones cetona. Son ubicuos en

la naturaleza y son caracteristicamente altamente reactivos. El potencial de los efectos
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antimicrobianos de las quinonas es grande. Los objetivos probables en la célula
bacteriana son adhesinas de superficie expuesta, poli péptidos de pared celular, y
enzimas de la membrana. Las quinonas pueden también volver los sustratos no

disponibles para el microorganismo (Stern et al., 1996).

4.46.8. Cumarinas

Las cumarinas son sustancias fenolicas hechas de anillos de benzeno fusionados
y alfa pirona (O’Kennedy y Thornes, 1997). La warfarina es una cumarina
particularmente bien conocida que se utiliza tanto como anticoagulante oral v,
curiosamente como raticida. Los acidos hidroxicinamicos relacionados con cumarinas,

parecen tener efectos inhibidores sobre las bacterias Gram (+) (Fernandez et al., 1996).

4.5. La proteina verde fluorescente GFP y su aplicacion

La proteina verde fluorescente (GFP) es codificada por el gen gfp de la medusa,
Aequorea victoria (Cubitt et al., 1995; Prasher, 1992), requiere solo oxigeno y UV o luz
azul para la emision de fluorescencia verde (Andersen et al., 1998).El gen gfp no es
naturalmente expresado en microorganismos Yy, por lo tanto, es un reportero ideal para el

marcado de cepas bacterianas (Chalfie et al., 1994; Lorang et al., 2001).
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Los plasmidos que contienen los genes que expresan la proteina verde fluorescente
(GFP), se han introducido en varios microorganismos para producir una etiqueta trazadora
estable y facilmente identificable, particularmente en estudios de alimentos y ambientales
(Aspiras et al., 2000; Errampalli et al., 1999; Franz et al., 2007; Scott et al., 1998). En particular,
el uso de GFP en E. coli O157:H7 ha sido validada, y ha mostrado no tener algun efecto en las

células a las que se ha introducido (Noah et al., 2005; Vialette et al., 2004).

Entre los usos de bacterias que expresan la proteina GFP, se encuentra el actuar
como controles en analisis microbioldgicos. Actualmente, las cepas sin marcar, son
usadas para asegurar que los medios y métodos usados estén funcionando
adecuadamente en aislar bacterias objetivo, sin embargo en las pruebas a veces puede
ocurrir contaminacién cruzada o influencia de la flora nativa de los productos, por lo que
la utilizacion de cepas GFP, permiten el facil reconocimiento y diferenciacion de esta

cepa con las nativas (Monday et al., 2003).

Las bacterias modificadas ya han sido empleadas en pruebas en modelos
alimentarios. Tal es el estudio que llevé a cabo Cuervo (2007), donde utilizé el extracto
acuoso de flor de jamaica contra S. Agona (GFP) y E. coli O157:H7 (RFP), encontrando
que la aplicacion de 50 mg/ml después de 2 h, produjo una reduccion del crecimiento de

1.1y 0.6 log respectivamente respecto al control (Cuervo, 2007).

31



Aunque E. coli O157:H7 y Shigella estan asociadas con enfermedades transmitidas
por alimentos, casi no han sido publicados estudios sobre los efectos de extractos de
plantas como inhibidores del crecimiento de ellas (Davidson y Naindu, 2000; Ezzeddine

et al., 2001). De ahi el presente estudio.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Cepas y Condiciones de Cultivo

En este estudio se utilizaron las cepas: E. coli O157:H7 ATCC 43890 GFP
enterohemorragica (VTEC) y S. sonnei F2353 GFP ambas proporcionadas por el Dr.
Peter Feng (Division of Microbiological Studies, U.S. FDA), las cuales han sido

modificadas genéticamente para expresar la proteina verde fluorescente (GFP).

Las cepas fueron mantenidas liofilizadas a -80° C en caldo soya tripticasa (CST)
suplementado con 0.6 % (p/v) de extracto de levadura (Bioxon, México) conteniendo

glicerol (10%, v/v) (Lee et al., 2010).

Los cultivos de trabajo fueron preparados en 5ml de caldo infusién de cerebro y
corazén (ICC, Bioxon, México), donde se inocul6 una azada del cultivo liofilizado, y se
incubd a 37 °C por 24 h. Posteriormente, se inocularon tubos con agar ICC en pico de
flauta y se incubaron a 37°C durante 24 h, y fueron almacenados a 4°C, resembrandolos

cada 3 meses.
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Para cada ensayo los cultivos se activaron en tubos con 5ml de caldo ICC, tomando
una azada del cultivo de reserva e incubando a 37°C por 24 h. Posteriormente se reactivo
el cultivo tomando una alicuota (50 pl) y se inoculd en tubos de 5 ml de caldo ICC hasta
alcanzar la mitad de la fase logaritmica de la poblacién microbiana (A= 0.5 600 nm)
utilizando  un espectrofotometro (Sequoia Turner Corp. Modelo 340, la cual

corresponde a una concentracién de 108 UFC/ml (Luciano et al., 2008).

5.2. Plantas en Estudio

5.2.1. Preparacion de los Extractos

Se realizaron extractos de 20 plantas (Tabla 1) que fueron colectadas en

supermercados locales del area Metropolitana de Monterrey, N. L.
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Tabla 1. Plantas utilizadas en este trabajo.

Nombre comun

Nombre cientifico

Parte utilizada

Cebolla

Cebolla morada

Cilantro
Jamaica
Jicama
Limon
Mejorana

Mostaza

Naranja valencia
Orégano

Papaya
Pimienta gorda
Pimiento rojo
Pifia

Rabano

Romero

Tamarindo

Té negro
Té verde

Tomillo

Allium cepa

Allium cepa

Coriandrum sativum L

Hibiscus sabdariffa

Pachyrhizus erosus

Citrus aurantifolia
Origanum majorana
Brassica juncea

Citrus sinensis
Poliomintha longiflora
Corica papaya

Piper nigrum

Capsicum annuum

Anana comosus

Raphanus sativus var. sativus

Rosmarinus officinalis

Tamarindus indica

Camellia sinensis sinensis

Camellia sinensis assamica

Thymus vulgaris

Bulbo

Bulbo

Tallo y hoja

Flor

Céscara y fruto
Caéscara, pulpay jugo
Hojas

Semilla

Céscara y fruto

Tallo y hoja

Céscara y fruto

Fruto
Fruto
Fruto
Fruto
Hojas
Céscara y fruto

Hojas
Hojas

Hojas
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Para la preparacion de los extractos se pesaron 20 g del material vegetal y se
mezclaron con 100 ml de etanol al 96% y se tritur6 en una licuadora doméstica

(Osterizer model Classic) por 2 min.

Los extractos fueron macerados por 48 h a temperatura ambiente. Posteriormente se
hicieron pasar dos veces por papel filtro (Whatman No. 1) y el fluido se colocé en platos
extendidos los cuales fueron dejados a temperatura ambiente hasta sequedad. El
extracto fue raspado y resuspendido en etanol al 96% (minima cantidad para manejar el
fluido). Los extractos fueron almacenados en frascos ambar a 4°C hasta su uso posterior,
por un tiempo no mayor a 180 d (Hou et al., 2007). Se realiz6 un plaqueo de los

extractos en agar Muller Hinton, y no se observé crecimiento microbioldgico.

5.2.2. Determinacion del Rendimiento de los Extractos Obtenidos

Se tom6é 1.0 ml de cada extracto y se coloco en un tubo de ensayo llevado
previamente a peso constante, el cual se coloco en un horno de secado a 50°C hasta que
el extracto se evaporo y llegoé a peso contante. ElI peso seco se defini6 como aquel
resultante de la resta del peso del tubo con el extracto menos el peso del tubo solo. Este

ensayo se realizé por triplicado.

5.3. Ensayo Preliminar de la Actividad Antimicrobiana de los Extractos de
Plantas
Para determinar si los extractos de plantas poseian algun tipo de efecto contra el

crecimiento bacteriano, se utilizé la técnica de difusion en pozo en agar (Figura 1). Para
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esto, se aplicaron 100ul de los extractos a probar a orificios (5 mm de diametro) hechos
en agar Muller-Hinton (Bioxon) contenido en placas de Petri previamente inoculada por
extension con 100 uL de E. coli O157:H7 GFP (10°UFC/ml) o S. sonnei GFP
(108UFC/mI). Los cultivos se incubaron por 24 h a 37°C, tiempo en que se determiné el

tamarfio del halo de inhibicién del crecimiento alrededor del pozo (Ponce et al., 2008).

Figura 1. Halos de inhibicion de 4 extractos etan6licos y sus respectivos controles sobre el
crecimiento de E. coli 0157:H7. Extracto de mejorana (M), romero (R), tomillo (T), orégano (O),
alcohol 96% (B,), agua estéril (B,).
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5.4. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los
Extractos Activos

Se utilizo el metodo de microdilucion descrito por la CLSI (2009). Los extractos

a los que se determin6 la CMB fueron aquellos que mostraron el mejor resultado en el

ensayo preliminar: mejorana, romero, tomillo y orégano.

Se utilizaron placas de microdilucion de 96 pozos (Falcon) a cuyos pocillos se
agregaron 150 ul de caldo Muller-Hinton y en la primera linea se adicionaron 150 pul del
extracto a analizar. Se realizaron diluciones dobles en la hilera de pocillos.
Posteriormente se inocularon los pocillos con la cepa a probar (1 % v/v, ajustada a 10°
UFC/ml) o un coctel de estas.

Para la preparacion del coctel bacteriano se colocaron volimenes iguales (5 ml)
de las cepas ATCC 43890, ATCC 43890 GFP, ATCC 43894 y ATCC 43895 de E. coli
0O157:H7 en un matraz estéril o las cepas S. sonnei y S. flexneri para el coctel de Shigella
(Juneja y Friedman, 2008).

Los sistemas fueron incubados a 37°C por 24 h. Después de este tiempo, se
tomo una alicuota y se sembré en placas con agar Muller-Hinton por el método descrito
por Miles y Mishra (1932) y se incubaron a 37°C/24 h. Se observé crecimiento en las
placas. La CMB se defini6 como la minima concentracion del extracto que produjo
inhibicién total del crecimiento de la cepa analizada (Moreira et al., 2005). Estos

experimentos se llevaron a cabo por duplicado.

5.5. Determinacion del Efecto Sinérgico Entre los Extractos Activos
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Figura 2. Esquema de la determinacidn de efectos entre los extractos
probados.

Se siguié el método de tablero descrito por Shin y Kang (2003), utilizando

microplacas estériles de 96 pocillos (Figura 2).

Se colocaron 300 ul en la primera fila (serie de pocillos horizontal) de uno de los
extractos a una concentracion correspondiente a la CMB encontrada previamente. En la
primera columna (serie de pocillos vertical) se adicionaron 300 pl del extracto 2 a la
concentracion de su CMB encontrada. EIl resto de los pocillos de la placa fueron
llenados con 150 ul de caldo Muller-Hinton. Se realizaron diluciones dobles a todos los

pozos, descartando la Gltima alicuota tanto vertical como horizontalmente.

Por dltimo, se inoculé con el 1% (v/v) de E. coli O157:H7 o S. Sonnei
previamente ajustada a una concentracion de 1 x 10® UFC/ml. Todos los pocillos

finalmente contienen un volumen de 151.5 pl.
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Posteriormente se determiné el efecto de las combinaciones de los extractos de
acuerdo a la siguiente formula:

CI:Bl/ndice =A+B

CFB: indice de concentracion fraccional bactericida
donde:

A = (CMB de la mezcla X + Y)/ CMB del extracto X solo
B = (CMB de la mezcla X + Y)/ CMB del extracto Y solo

El criterio para determinar el tipo de interaccion fue el siguiente (Kamatou et al., 2006):
indice CFB< 1, significa sinergismo
indice CFB entre 1y 2, indica efecto aditivo o indiferente

indice CFB>2, significa un efecto antagénico

5.6. Efecto de Extractos de Plantas y sus Mezclas en un Modelo de Carne de
Res

5.6.1. Muestra Utilizada

Las muestras de carne molida de pulpa negra 94/6 (6% de grasa) y pulpa negra
en trozo fueron colectadas en un supermercado local y se almacenaron en refrigeracion a
4°C + 1 hasta su uso, por un tiempo no mayor a 2 d. Estas muestras fueron utilizadas sin
tomar en cuenta su microflora, ya que las cepas que se utilizaron poseian el marcador

fluorescente, lo cual permitié trabajar con las muestras sin tratar o descontaminar.
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5.6.2. Actividad Antimicrobiana de los Extractos de Plantas Sobre Carne
de Res Contaminada Artificialmente

Para este ensayo se probaron los extractos de mejorana, romero, tomillo, orégano

(3X CMB) y la mezcla de orégano y tomillo (3X CFB).

Los extractos etandlicos ajustados fueron secados, y resuspendidos en 10 ml de
agua hasta ajustarlos a una concentracién 3X de la CMB encontrada previamente en
cada caso. Estos fueron mezclados con agentes emulsificantes como lecitina de soya
(Marca GMC, 100 mg/ml) y monooleato de sorbitdn POE (20) (Conarcel TW 80,

OXITENO, México 18.6 pl/ml).

Aungue se ha reportado que las dosis infectivas de las cepas probadas suele ser
muy baja (< 100 UFC), utilizamos altos niveles de inoculo (10° y 10° UFC/ml) a fin de

poder observar una reduccion de la poblacion en nuestros ensayos.

5.6.2.1. Carne Molida de Res

Se siguid la metodologia descrita por Karur et al., (2006) con algunas
modificaciones. Se utiliz6 un lote de 630 g de carne molida de res, el cual fue inoculado
con 70 ml de la cepa ajustada a 108/10° UFC/ml. Se mezclé vigorosamente por cuarteo
con las manos utilizando guantes de latex estériles. La muestra fue separada en bolsas

que contenia cada una 10 g de la muestra inoculada. A las bolsas se les adicionaron los
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extractos solos de las plantas a probar a una concentracion 3X de la CMB obtenida
previamente o de la CFB de la mezcla. Cada tratamiento se mezclé manualmente y se
almaceno a 5°C durante 7 d. Una bolsa fue tomada alos 0, 1, 3,5y 7 d y se analizo la
presencia de E. coli GFP o S. sonnei GFP. Como control se utilizd carne molida

inoculada sin extracto.

5.6.2.2. Pulpade Res

Para este ensayo se siguié la metodologia descrita por Lin et al., (2004) con
algunas modificaciones. Se realizaron cortes a la pulpa con un bisturi estéril, hasta
obtener cubos de aproximadamente 5 g, y fueron sumergidos en contenedores con 100
ml de cada extracto que estaba ajustado a una concentracion 3Xde la CMB previamente
encontrada o de la CFB de la mezcla. El sistema se dejo por 10 s a temperatura
ambiente, y posteriormente los cubos fueron colocados en papel a fin de remover el
exceso de extracto, pasados a platos, en donde se dejaron reposar por 15 min en una
campana de flujo laminar para permitir que el extracto se secara sobre la superficie de la

carne.

Pasado este tiempo, los cubos fueron sumergidos en 100 ml de una suspension
bacteriana ajustada a 10%/10° UFC/ml. Finalmente fueron pasados a bolsas estériles y
almacenadas a 4°C. Se continué el analisis tal como esta especificado en el punto

anterior.
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5.6.3. Busquedade E. coli 0 S. sonnei GFP

Todos los tratamientos fueron analizados a los 0, 1, 3, 5y 7 d de incubacién a 4°C.
Esto se realizo adicionando 90 o 45 ml de agua peptonada (0.1% p/v) a la bolsa que
contenia 10 g de carne molida de res 0 5 g de pulpa respectivamente. Se realiz6 una
agitacion vigorosa manualmente durante 15 s. A partir de la muestra se realizaron
diluciones decimales con solucion salina al 0.85% (p/v). Se tomaron 25 ul de las
muestras y fueron sembradas por el método de Miles y Mishra (1932) en placas Petri
con agar Muller-Hinton, para posteriormente ser incubadas a 37°C durante 24 h. Para
enumerar las poblaciones de E. coli y S. sonnei GFP se utilizé una lampara de luz

ultravioleta y se realiz6 el conteo de colonias que presentaron fluorescencia.

5.7. Analisis Estadisticos

Para los analisis preliminares y la determinacion de la CMB se establecieron las
medias y la desviaciones estandar (SD). Los resultados obtenidos del andlisis de las
mezclas de extractos fueron graficados en isobolografias por el paquete computacional
SIGMAPLOT (version 11). Los resultados del efecto antimicrobianos de los extractos
de plantas en el modelo alimentario fueron convertidos a logaritmo base 10, y se
examinaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores (para extractos
y cepas) mediante el paquete computacional PASW Statistics (versién 18) y se
realizaron pruebas de comparacion multiple de medias por el método de Dunnett. Se

analizo una probabilidad del 95% en todos los casos.
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6. RESULTADOS

44

6.1. Ensayos Preliminares de la Actividad Antimicrobiana de los Extractos de

Plantas

Se analizaron 20 extractos etandlicos, de los cuales 13 presentaron actividad contra

los microorganismos en estudio (Tabla 2). De ellos, se seleccionaron los extractos de

mejorana, romero, tomillo y orégano para ensayos posteriores ya que los halos de

inhibicién fueron mayores a 1 cm de diametro.

Tabla 2. Inhibicion (en cm) de extractos de plantas contra el crecimiento de E. coli O157:H7 y

S. sonnei.

E. coli O157:H7 Shigella sonnei
Planta M + SD* M £+ SD
Cebolla - -
Cebolla Morada 1.45+0.10 1.45 £ 0.06
Cilantro 1.13+0.05 1.20 +0.08
Jamaica 1.50+0.14 1.48 +0.05
Jicama - -
Limon 2.30£0.23 2.38+0.13
Mejorana 1.37 £0.06 1.57 £ 0.06
Mostaza - -

Naranja valencia
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Orégano
Papaya
Pimienta gorda
Pimiento

Pifia

Rabano
Romero
Tamarindo

Té negro

Té verde
Tomillo
Citrol-K-Ultra (control)

1.48 +0.10

1.63 £0.15
1.05+0.06
1.17 £ 0.10
2.03+0.21
1.00 + 0.00
1.20+0.14
1.65 = 0.07
2.50+0.42

147 +0.12

1.63 £ 0.05
1.15+0.06
1.17 £ 0.06
1.83 +0.05
1.40+0.14
1.40+£0.14
1.40 +0.08
2.80+0.28

*M + SD: Media *+ Desviacion estandar
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6.2. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Las CMB obtenidas variaron entre 1.0 y 6.33 mg/ml dependiendo del extracto
analizado. La CMB de los extractos de romero, tomillo y orégano fueron muy
semejantes entre las cepas estudiadas, siendo de 5.33, 1.0 y 2.5 mg/ml respectivamente.
Se observaron diferencias con el extracto de mejorana que para E. coli O157:H7 fue de

6.33mg/ml y para S. sonnei de 3.33 mg/ml.

Respecto a las CMB de los cocteles compuestos de 4 cepas de E. coli O157:H7
(ATCC 43890, ATCC 43890 GFP, ATCC 43894 y ATCC 43895), y 2 cepas de Shigella
(S. sonnei y S. flexneri), se encontrd que las CMB para E. coli, en general resultaron mas
altas que las obtenidas previamente para las cepas GFP (Tabla 3). Por el contrario,

cuando analizamos el coctel de Shigella los resultados de la CMB fueron menores a los

obtenidos por S. sonnei GFP (Tabla 3).

Tabla 3.Concentraciones minimas bactericidas (CMB en mg/ml) de extractos de
plantas contra el crecimiento de E. coli O157:H7 y S. sonnei.

E. coli
0157:H7
Planta
Mejorana 6.33 £ 0.58
Romero 5.33+£0.58
Tomillo 1.00 £ 0.00
Orégano 2.5+0.58

Coctel E. coli
0157:H7(ATCC
43890, 43890
GFP, 43894 y

43895)

8.00
7.00
3.00
2.00
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S. sonnei

3.33+0.58
5.33+0.58
1.00 £ 0.00
2.33+0.58

Coctel Shigella
(S. sonneiy S.
flexneri)

2.00
5.00
1.00
2.00



Citrol-K-Ultra 0.20+0.00 0.20 0.20+0.00 0.20

Media £ desviacion estandar (en mg/ml)

6.3. Determinacion del Efecto Sinérgico de los Extractos de Plantas Probados
Contra el Crecimiento de E. coli O157:H7 y S. sonnei

Cuando analizamos mezclas de extractos de plantas, encontramos que las dos cepas
probadas mostraron CMB mas bajos que los obtenidos en forma individual (Tabla 4).
Cuando se calcularon las concentraciones fraccionales bactericidas (CFB jgice) €Stas
oscilaron entre 0.51 a 1 (Tabla 4). Encontramos indiferencia (CFB =1) entre los
extractos de mejorana-tomillo, mejorana-orégano y romero-tomillo con la cepa de S.
sonnei. El resto de las combinaciones revelaron sinergismo (CFB< 0.75) (Pei et al.,
2009). En el caso de la cepa de E. coli O157:H7 en general se obtuvieron CFBs entre
0.53 a 0.75 indicando sinergismo, con la excepcion de la combinacidn entre mejorana y
tomillo, que mostré efecto antagénico (CFB> 2). En la figura 3 se representan

graficamente las combinaciones de extractos para ambos microorganismos.

Tabla 4. Efecto de tratamientos con extractos combinados en el crecimiento de E. coli O157:H7
y Shigella sonnei de acuerdo al CFB jgice.

Cepa Componentes cMB CFB
(mg/ml) (mg/ml)
A B A B A B CFB ingice
E. coli O157:H7 Mejorana Romero 6.33 5.33 3.00 0.63 0.63
E. coli O157:H7 Mejorana Tomillo 6.33 1.00 >6.33 >1.00 >2.00
E. coli O157:H7 Mejorana Orégano 6.33 2.50 0.10 1.00 0.75
E. coli O157:H7 Romero  Tomillo 5.33 1.00 2.50 0.13 0.63
E. coli O157:H7 Romero Orégano 5.33 2.50 0.63 1.00 0.63
E. coli O157:H7 Tomillo Orégano 1.00 2.50 0.50 0.06 0.53
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S. sonnei Mejorana Romero 3.33 5.33 0.05 2.50 0.52
S. sonnei Mejorana Tomillo 3.33 1.00 1.50 0.50 1.00
S. sonnei Mejorana Orégano 3.33 2.50 1.50 1.00 1.00
S. sonnei Romero  Tomillo 5.33 1.00 2.50 0.50 1.00
S. sonnei Romero Orégano 5.33 2.50 2.50 0.13 0.56
S. sonnei Tomillo Orégano 1.00 2.50 0.50 0.02 0.51

De acuerdo a estos resultados, se selecciond la mezcla tomillo-orégano (CFB jugice
0.53 y 0.51) para ambos microorganismos, misma que se procedié a aplicar en el modelo

alimentario, ya que fue la que mostro un mejor efecto sinérgico.
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Figura 3. Isobolograma de concentracion fraccional bactericida (CFB) para la
combinacion de tomillo (Tymus mastichina) y orégano (Lippia graveolens) para eliminar
E. coli 0157:H7 (A) y S. sonnei (B) en caldo Muller-Hinton.
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6.4. Actividad Antimicrobiana de los Extractos de Plantas Sobre Carne de Res
Contaminada

Cuando el nivel de inéculo fue de 10° UFC/ml, para el caso de S. sonnei
encontramos que a 3 d de almacenamiento a 4°C, los tratamientos a los que se les
agregaron extractos de plantas (solos 0 en combinacion) no presentaron diferencia
significativa, al compararlo con el control, lograndose una reduccion de 0.4 log para

ambos modelos alimentarios (Figura 6y 7).

Cuando analizamos el efecto de los extractos sobre el crecimiento de E. coli
O157:H7 la mezcla utilizada resultd ser aparentemente mas efectiva que los demas
tratamientos (Figura 4 y 5), sin embargo el analisis estadistico no mostro diferencias con
el control, encontrando al igual que en el caso anterior, una reduccion del crecimiento de

0.4 log.

Cuando el indculo fue de 10® UFC/mI en los modelos alimentarios, no observamos
reduccion de ninguno de los microorganismos probados (Figura 4-7), incluso pudimos
observar que los tratamientos con extractos presentaban cuentas mayores que los

controles.
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Figura 5. Viabilidad de E. coli O157:H7 por e6xtracto de romer30 (Rosmarinus officinalis ) en
un modelo de pulpa magra de res al aplicar 10 UFC/g (A) 0 10 UFC/g (B)

52



Tratamiento
A 7.00] = Carne inoculada
= Control aditivo
A = Romero
N O Carne inoculada
b, S I I [l Control aditivo
5.009 - - -h\"-_‘_ T # Romero
3 e S
O oL T T - -
E ~  TOF T =[]
! ov SR o=
op 5007 =t o D
= [einas = —-
= e -— —_ -
4.00- L Ll
3.00 T T T T T
a 1 3 =) T
Tiempo (Dias)
Tratamiento
B .00 = Carne inoculada
= Control aditivo
— Romero
0 Came inoculada
5.00- ] Control aditivo
* Romero
— T
E i
E 4,00 AL
] Qb = —=am.
—_— e i e R~ > s
3.00 S e ;
S P 1) {fl
el — - — ..
2.00 UL
1.00 r i
a 1 3 B 7

Tiempo (Dias)

Figura 6. Viabilidad de Shigella sonnei por extracto de romero (Rosmarinus officinalis) en un
6 3
modelo de carne molida de res al aplicar 10 UFC/g (A) 0 10 UFC/g (B)

53



A 7.007

6.00]

log (UFC/ml)

5.00

4.00

Tiempo (Dias)

B 5,00

4,00 1 o b
—_
E 0L
T 3007 qe s
= !
O By PP S B Pt
& -Ei‘h-\gﬁ__ : '___..E-
a0 -+ e ——
'_'Q - . — _rl;.__;,-—
2.004 1 -_1,_—..4-
R
1.00 .
0.00 T T T
0 1 3 5 7

Figura 7. Viabilidad de Shigella sonnei por extracto de romero (Rosmarinus officinalis ) en

Tiempo (Dias)

Tratamiento

= Carne inoculada
= Control aditivo
= Romero

O Camne inoculada
L1 Control aditivo
* Romero

Tratamiento

= Came inoculada
= Control aditiva
= Mejorana

O Carne inoculada
] Control aditivo
# Mejorana

un modelo de pulpa magra de res al aplicar 106UFC/g (A)o 103 UFC/g (B)

54



55

7. DISCUSION

Desde la antigliedad se han utilizado plantas medicinales para remedios caseros y las
especies se han utilizado como conservadores de alimentos (Arcaraz et al., 2000).
Algunos compuestos presentes en las plantas tienen efectos bactericidas o

bacteriostaticos (Cowan, 1999).

En el presente estudio, se examinO la actividad antimicrobiana de 20 extractos
etanolicos de plantas. Los resultados obtenidos por el método de difusion en agar es
adecuada para evaluar de manera rapida la actividad de extractos de plantas (Fisher y
Philips, 2006). Sin embargo, debe considerarse la solubilidad de los compuestos
presentes en los extractos, puesto que la presencia de halos pequefios o grandes, se

puede deber a esto mismo (Hammer et al., 2003).

Los mecanismos por los cuales los extractos de plantas tienen efecto antibacteriano

no estan completamente entendidos, sin embargo existen varios mecanismos propuestos
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(Holley y Patel, 2005). Se ha establecido que la membrana externa puede ser un blanco
comun de estos compuestos, en el caso de E. coli y S. Typhimurium se ha observado
desintegracion seguido de la exposicion a carvacrol y timol (Helander et al., 1998).
También se ha reportado rompimiento de la pared celular, junto con el incremento de
aspereza de la misma, y pérdida de componentes citopladsmicos en L. monocytogenes

tratados con aceite esencial de tomillo (Rasooli et al., 2006).

Se ha reportado que las bacterias Gram (+) son mas sensibles a extractos de plantas
que las bacterias Gram (-), lo cual puede ser debido a la membrana externa que es
relativamente impermeable y que envuelve las bacterias Gram (-) (Smith-Palmer et al.,
1998). En este estudio el extracto de orégano y tomillo mostraron un efecto bactericida a
una concentracion de 2.33-2.50 y 1.0 mg/ml para los microorganismos probados (Gram
(-). Gutiérrez et al., (2009) encontraron CMIs para la bacteria Gram (-) P. fluorescens de
1.25, 1.50, 75.0 y 37.50 mg/ml y para la bacteria Gram (+) L. monocytogenes de 0.10,
0.125, 1.25 y 5.0 mg/ml al ser probadas con aceites esenciales de orégano, tomillo,

balsamo de limén y mejorana respectivamente.

En este trabajo encontramos que los extractos que mostraron mayores halos de
inhibicién fueron el de limon y el Citrol-K Ultra (extracto comercial), esto concuerda
con lo que mencionaron Tamblyn y Conner (1997) y Burt (2004), de que los extractos
de citricos son usualmente muy efectivos contra crecimiento bacteriano. En este estudio,

practicamente todas las especies analizadas (tomillo, orégano, romero y mejorana)
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mostraron buena actividad inhibitoria del crecimiento contra los dos microorganismos

patdgenos analizados.

La actividad antimicrobiana en tomillo puede ser atribuida al timol que ha reportado
como un constituyente importante. Pei et al., (2009) encontraron que el timol, mostré

un fuerte efecto inhibitorio contra E. coli.

En el caso de los extractos de mejorana, romero, y orégano mostraron una buena
actividad contra el crecimiento de E. coli O157:H7 y S. sonnei. Esta actividad puede ser
atribuida a algunos compuestos presentes en ellos como el linalool (Charai et al., 1996),

el ftalazina (Bayoub et al., 2010) y el carvacrol (Valero y Giner, 2006) respectivamente.

Los extractos que se utilizaron en esta investigacion fueron etanolicos. El extracto de
tomillo exhibio un CMB de 1.0 mg/ml para todas las cepas analizadas, en tanto que para
el orégano vario entre 2.5 y 2.33mg/ml. Se ha reportado que la CMB de los aceites
esenciales de timol y carvacrol, principales componentes del tomillo y orégano
respectivamente, se ubica alrededor de 0.8 mg/ml para E. coli (Pei et al., 2009). Esto es
razonable cuando vemos que algunos estudios han concluido que los aceites esenciales
tienen una mayor actividad antibacteriana que los mejores componentes mezclados (Gill
et al., 2002; Mourey y Canillac, 2002). Burt (2004) sugirié que los componentes

menores presentes en los extractos son mas importantes para potenciar la actividad que
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los componentes principales de aceites esenciales mezclados, y pueden tener efectos
sinérgicos o una influencia potenciada. Como muchos aceites esenciales de plantas
poseen compuestos con estructuras similares, sus combinaciones pueden exhibir mas
bien efectos aditivos que sinérgicos (Dorman y Deans, 2000). Ademas, como la eficacia
de aceites esenciales también depende de propiedades lipofilicas, fuerza de grupos
funcionales o su solubilidad acuosa (Dorman y Deans, 2000), la mezcla de compuestos

en los aceites esenciales pueden contribuir a ese efecto “aditivo”.

Se ha reportado que la extraccion de los compuestos activos de plantas esta en
funcién al solvente usado en el procedimiento de extraccion (Parekh et al., 2005;
Majhenic et al., 2007), en donde los extractos etandlicos se reportan como aquellos que
extraen una mayor cantidad de compuestos con actividad antimicrobiana en
comparacion con los compuestos extraidos por solventes acuosos. Stefanovic et
al.,(2009), encontraron que el extracto acuoso de culantrillo poseia una concentracion
minima inhibitoria (CMI) del crecimiento de B. subtilis y P. fluorescens (entre otras) de
alrededor de 20 mg/ml, sin embargo, cuando el solvente utilizado fue etanol, la CMI se
redujo a 5 mg/ml. Esta mayor actividad antimicrobiana de los extractos etanolicos puede
ser debida a una mejor solubilidad de compuestos activos organicos como polifenoles y

flavonas que han mostrado tener actividad antimicrobiana (Cowan, 1999).

Aunque algunos extractos de plantas han mostrado tener una buena actividad

antimicrobiana, algunos reportes han sefialado la potenciacion de este efecto debido a un
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efecto sinérgico entre varios extractos (Caccioni et al., 1998; Burt 2004). En este trabajo,
buscamos la existencia de efecto sinérgico entre los extractos. Encontramos que 5
combinaciones (mejorana/romero, mejorana/orégano, romero/tomillo, romero/orégano,
tomillo/orégano a una concentracién de 1X CFB) tuvieron efecto sinérgico contra el
crecimiento de E. coli O157:H7 y 3 de ellas (mejorana/romero, romero/orégano, y

tomillo/orégano 1X CFB) contra S. sonnei.

Gutierrez et al., (2008) ya habia reportado los efectos sinérgicos de las
combinaciones de orégano + albahaca, orégano + balsamo de limon, orégano +
mejorana, orégano + romero, orégano + salvia y orégano + tomillo, obteniendo FICs de
0.83, 0.86, 0.75, 0.79, 1.00 y 0.78 para B. cereus, 1.00, 1.17, 0.83, 1.83, 1.38 y 1.17 para
E. coli, 1.25, 1.25, 1.18, 1.50, 1.75 y 1.18 para L. monocytogenes; y 1.00, 1.38, 1.75,
1.50, 1.50 y 0.88 para P. aeruginosa. Reduciéndose a la mitad y hasta un cuarto de la

CMB en alguno de sus 2 componentes binarios.

Del mismo modo Gutiérrez et al., (2009) también reportaron el efecto sinérgico
para las combinaciones de orégano + mejorana, orégano + balsamo de limon, orégano +
tomillo, tomillo + mejorana, y tomillo + balsamo de limén, encontrando FICs de 2.00,
ND, 0.88, 1.38 y ND para P. fluorescens, ND, 1.50, 1.00, ND y 0.75 para L. innocua; y
ND,1.25, 1.18, ND y 1.25 para L. monocytogenes, en donde se encontraron reducciones

semejantes del crecimiento que los mostrados por los aceites esenciales probados.
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Stefanovic et al., (2009) encontraron un efecto sinérgico de plantas al mezclar
extracto etandlico de T. anthriscus (culantrillo) con estreptomicina y cloranfenicol.
Contra el crecimiento de bacterias patdgenas La presencia de efectos sinérgicos
representa grandes ventajas, ya que muchas veces las concentraciones necesarias de los
extractos para inhibir a microorganismos es menor, que cuando estan individuales, lo
cual puede reducir aromas y sabores que afectan las propiedades sensoriales del
producto. Sin embargo, también se ha encontrado que la combinacién de dos agentes
provocan sinergismo significativo cuando el microorganismo que se quiere atacar posee

una CMI alta por lo menos a uno de los agentes (Esimone et al., 2006).

Stanojevi¢, (2010) estudié los efectos sinergicos entre el extracto acuoso de
salvia y algunos conservadores artificiales. Los mejores resultados fueron los
encontrados para la combinacion de salvia + benzoato de sodio para E. coli, P.
fluorescens y S. aureus entre otras, con FICs de 1.50, 1,25 y 0.75 respectivamente,
reduciendo las CMBs individuales a un cuarto para el extracto y a un octavo para el

conservador.

Algo que encontramos en este trabajo fue que los extractos analizados fueron
mas efectivos in vitro que cuando fueron aplicados al modelo alimentario. Otros autores
ya habian previamente observado este aspecto estableciendo que se necesitan
concentraciones mas altas de extractos de plantas para ser efectivos cuando son usados

en alimentos comparados con estudios in vitro en donde incluso en ocasiones se requiere
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incrementar 10 veces la concentracion del agente para ser efectivo en salchichas de
puerco, y entre 25 a 100 veces mas cuando fue utilizado en queso blando (Tassou y

Nychas, 1996).

Se ha especulado que esta alta concentracion de los extractos en el modelo
alimentario se debe a que en el alimento existe una mayor disponibilidad de nutrientes,
lo cual puede habilitar a las células bacterianas a repararse mas eficientemente. También
ha visto que se requieren concentraciones menores de los extractos cuando se aplican en
ensaladas y vegetales que las requeridas en productos con alto contenido de lipidos. Se
piensa que los lipidos ayudan a la reparacion del dafio a la célula, ya que algunos
bactericidas como los aceites esenciales acttan sobre los lipidos de la pared celular
(Smit-Palmer et al., 1998). Es decir, a mayor cantidad de lipidos en el alimento, mayor
cantidad de bactericidas naturales requeridos para ejercer el mismo efecto, pues la
cantidad extra de lipidos en el seno del alimento ayuda a reparar la parte de pared celular

que fue atacada (Smit-Palmer et al., 1998).

Dada la actual tendencia y preferencia del consumidor por alternativas mas
naturales como bactericidas en vez de utilizacion de sustancias quimicas (Brul y Coote,
1999), los extractos de plantas pueden convertirse en una alternativa viable para la

industria.
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Aunque muchos componentes de los extractos de plantas son definidos como
seguros (GRAS, por sus siglas en inglés), pueden alterar las propiedades sensoriales del
alimento que los contienen e impiden su utilizacién masiva. Esto se observo al tratar de
controlar a B. cereus en caldo zanahoria, al cual se le agrego carvacrol, cinamaldehido y
timol, que aunque provoco una inhibicion satisfactoria de la bacteria, no fue aceptable

por un panel de degustadores (Valero y Ginger, 2006).

Para tratar de minimizar estos efectos, la industria est4 viendo como alternativa la
aplicacion de “tecnologias de barrera” a fin de disminuir los niveles de extractos de
plantas y combinarlos con otras técnicas de conservacion tales como refrigeracion y/o
atmosferas modificadas. Se ha establecido que bajas temperaturas en combinacion con
adicion de 2 ul de cinamaldehido fue efectiva para el control de B. cereus en caldo de
zanahoria, sin modificar las propiedades sensoriales a una temperatura de 8°C (Valero y
Frances, 2006), asi como la combinacion de bajas temperaturas (5°C), atmosferas
modificadas (40% CO; /30% O, /30% N;) y aceite esencial de orégano (8 mg/g) fue
efectivo contra S. Typhimurium en filetes de carne de res contaminados

experimentalmente (Skandamis et al., 2002).

Estudios semejantes realizados por Gadang et al., (2008) no encontraron
reduccion significativa de L. monocytogenes cuando agregaron extracto de semillas de
uva a recubrimientos comestibles de proteina de suero y embutir salchichas fermentadas
(Baydar et al., 2004). En otro estudio, al agregar extracto de uva se provocaba inhibicion

del crecimiento de E. coli O157:H7 in vitro. Sin embargo, cuando se probaron esas
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concentraciones en carne molida de res, la reduccion que se obtuvo fue de solo 1 log

(Ahn et al., 2004).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se rechaza la hipotesis.
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8. CONCLUSIONES

1. Los extractos etanolicos de mejorana, romero, tomillo y orégano inhibieron el

crecimiento de E.coliO157:H7 y S. sonnei.

2. Las CMB encontradas para mejorana, romero, tomillo y orégano fueron para E. coli
0157:H7: 6.33, 5.33, 1.00 y 2.50 mg/ml; y para Shigella sonnei: 3.33, 5.33, 1.00 y

2.33 mg/ml respectivamente.

3. Las mezclas de mejorana/romero, romero/orégano y tomillo/orégano presentaron un
efecto sinérgico contra el crecimiento de ambos: E. coli O157:H7 y S. sonnei. En
tanto que mejorana/orégano y romero/tomillo solo presentaron sinergismo para E.

coli O157:H7.
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4. Cuando se probaron los extractos (a la concentracion 3X CMB) y la mezcla de
tomillo/orégano (3X CFB), no se observo disminucion de la poblacion de E. coli o S.

sonnei en carne molida y pulpa de res.
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