§
y
i
b
|
’
i

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

EFECTO DE EXTRACTOS DE PLANTAS MEDICINALES
SOBRE EL CRECIMIENTO, LA PRODUCCION DE
ENTEROTOXINA Y LA ESPORULACION DE

Clostridium perfringens.

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA
OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS

CON ESPECIALIDAD EN MICROBIOLOGIA

PRESENTA:
Q.B.P. Mirna Esthela Araiza Mendoza

SANNICOLASDE LOS GARZA, N. L. MARZO DE 2001



BZOPUSN BZIery B[ayisy eI ‘d'd0



LT

|
\{‘
1080124322




AON

K

FC

i
%

ji?;i.;.'li B |

}J.&_‘ -';d‘

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

WENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER ®
DIRbS o St b hrkvitks GOR IEAPhbb s
MICROBIOLOGIA
PRESENTA
1.B.P. Mirna Esthela Avaiga Mendasz,
aco. - ‘ oy 0 2004 & | @:
,o:rf'.r'



TM

QRR2py
« L 5Y
A F




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

EFECTO DE EXTRACTOS DE PLANTAS MEDICINALES SOBRE EL
CRECIMIENTO, LA PRODUCCION DE ENTEROTOXINA Y LA
ESPORULACION DE Clostridium perfringens.

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITQO PARCIAL PARA OBTENER
EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN

MicrOBIOLOGIA

PRESENTA
O.B.P. Mirna Esthela Araia Mendoza

APROBADA
COMISION DE TESIS

[orrs fora fhsects W\ omal

Dra. Norma Laura Heredia Rojas Dra. Marivél— Gomez Trevifio
DIRECTOR DE TESIS SECRETARIO

)

/’ “
Dr. José Santos Garcia Alvarado

VOCAL
i




El presente trabajo se desarrollé en el Laboratorio de
Bioquimica y Genética de Microorganismos del Departamento de
Microbiologia en la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leon bajo la direcciéon de la Dra.
Norma Laura Heredia Rojas y las asesorias del Dr. José Santos

Garcia Alvarado y la Dra. Marivel Gémez Treviiio.

Esta investigacion fué financiada por el Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONACYT) proyecto 29359-B y por el
Programa de Apoyo a la Investigacion Cientifica y Tecnologica

(PAICYT) proyecto SA 187-99.



DEDICATORIA

A MI PADRE CELESTIAL

A mi mama porque siempre ha tratado de darme lo mejor
Porque me did el gran ejemplo de que
siempre podemos salir adelante auin en contra de todo
si uno se lo propone
Gracias mama porque cuando mi dia fue pesado
siempre me escuchaste.

A Eduardo, gracias le doy a DIOS por haberme dado el corazén para amarte y
ponerte en mi camino, junto a ti la vida es especial y diferente,
la llenas de grandes alegrias e ilusiones.
Porque caminar junto a ti la vida es mas facil.

A mi abuelita Andrea, a mis tios Rosy, Ricardo y Eva,
a mis primos David y Javier,
Que son mi familia, me brindan siempre su apoyo y me dan animos para
superarme, porque cuando estamos juntos me hacen recordar
que no todo en la vida son retos y trabajo.

Carifiosamente a la Sra. Rosalinda por que siempre me ofrecié sus consejos,
su apoyo incondicional y estuvo al pendiente de mi, gracias por adoptarme
y recibirme con gran afecto cuando llego a su casa.

A mi amigo Paco, eres una gran persona,
Tus platicas y consejos me ayudaron
a sobrellevar aquellos momentos dificiles,
y los especiales que solo pueden ser compartidos con un gran amigo.

El espacio es insuficiente para expresar lo que significan para mi,

GRACIASI!



il el g e el

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, (CONACYT) y al Programa de
Apoye a la Investigacion Cientifica y Tecnolégica de la Universidad Autonoma de
Nuevo Ledn (PAICYT) por brindar la ayuda econdémica necesaria para la realizacion
de esta investigacion.

A la Dra. Norma Laura Heredia Rojas y al Dr. José Santos Garcia Alvarado
por brindarme la oportunidad de formar parte de su equipo de investigadores, por
su paciencia, asesoria y ensefianzas durante mi formacion profesional.

A la Dra. Marivel Gomez Trevifio por haber aceptado formar parte de mi
Comision de Tesis y mejorar la presentacion de este trabajo.

Al Q.B.P. Eduardo Sanchez Garcia porque eres un gran profesionista y tienes
la disponibilidad de ayudamos a todos incondicionalmente, ademas por aportar
ideas durante la investigacion que facilitaron la realizacion de la misma.

Al Q.B.P. Franciso Javier Sanchez Velazquez por que siempre me ofreciste tu
ayuda profesional y sé que por siempre me apoyaras, mil gracias por que también
contribuiste a la bisqueda de plantas y aportaste algunas para esta investigacion.

A mis compafieros del Laboratorio de Bioquimica y Genética de
Microorganismos Berenice, Belén, Ricardo, Adridn, Moisés, Alicia y muy
especialmente a Geno, porque de cada uno de ustedes recibi ayuda en algin
momento y me la brindaron, ademas aprendimos a trabajar en equipo y sobre todo
porque comprendi que el ambiente de trabajo seria muy pesado si no hubiera

contado con su amistad.



PAGINA DE TITULO

COMISION DE TESIS
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
INDICE

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABLAS

LiSTA DE ABREVIATURAS
ABSTRACT

REsumen
INTRODUCCION

ANTECEDENTES
Historia

Caracteristicas del microorganismo

Reservorios

Enfermedades producidas
Enfermedades alimentarias producidas por C. perfringens ........cccece..

Enterotoxina (CPE)
Esporulacion

2R004000002000603400002000600 0

0000000000400 80000 0000000 “se e

2 C0CIPAsNEILEPTIROIRGICOIOSIQIOOTVYOBRTS

sevoconse Y R A P R S Y 2

Pegtse080000becradleitetinvnse

2600000000000 00002000 0000003000

S00cecestevoenPo0TcERe CXXXTXT R
@dovvsvovsecses ®e9veIovesccven -
2804400080008 0000s00nse sssesse

404200000080 000402000008000000 %

9¢900v9000vvev0cnscave v0ccsss0e
*e00000000000ee ¢eccacea vseecves
2000000090000 04vs00ssacvsoan e
D S R e T oo rettsssssne
..... VP00 P0 PNV COIPOIOEOIQGTOIQITIOIRSS

40000030400 09000000000000000+

249000200000 000080000000000000

OOOOO 9000000000900 90 000G RSO"

IV

Vi
VIl

(X

Il
12
13
16
20



Extractos de plantas

HipOTESIS

OBJETIVOS

METODOLOGIA

Efecto sobre el crecimiento
Extraccién
Activacién de la cepa

Ensayos preliminares

Ensayos de CMI en medio ICC
Efecto sobre la produccion de enterotoxina
Ensayos de CMI en medio Duncan-Strong

Obtencion de sobrenadantes

Deteccion de enterotoxina mediante ELISA

Efecto sobre la esporulacion

REsuLTADOS

Efecto sobre el crecimiento

Efecto sobre la produccion de enterotoxina

Efecto sobre la esporulacién

DisCUCIONES

CONCLUSIONES

LITERATURA CONSULTADA

4005009000009 000u009900000ss%m

®caesedtidsecnsvsstidnacsostas

0000000909000 00040020000000000

9400000000600 0600000900900000 00

VOO L0OIIIVROIVIPOIVOPIOIOIRPPOELIISOO

9000000940000 04000000v0000000 00

940000000000 2000000000%00000 a0

999009000000 P00V P0CCOaRTIICRPOP

9920V EINC00004900800R00I00000

TPOACIPOOPIVVCOCRVEININIIPI ISP ED

000000000000 000000090ss0000 0w

4609008480000 00200000c0b0000 00

Pevescevreetevsevoovavivetecas

90000000000 %000080000 000000 ®e

90000099 0000008000090CI% 00D

044000000000 8000000b00nss vss e

V0B V0PIPOVIIVTOVOOONCIVOIVITTS

©040900000000000000000s000000

0BV EIEEIPITROVOCOISCINOIVIE®TY

$8008000900400000000000000000000

secevaccscas 00000000 csvssrawe

22
26

26

27
28
28
29
29
30
31
31
31
32
33

34
34
38
39

45

51

52



Lista de Figuras

Figura |.- Halos de inhibicién producidos por 6 extractos etanélicos de plantas medicinales sobre
el crecimiento de C. perfringens FD-104 | ...auuuuerneecrencocacnns veveseesssns 36

Figura 2.- Efecto del extracto etandlico de Palo de Brasil al 25, 50 y 75% de la CMI sobre la
fOrmacion de eSPOTaS. ce.sucsiceasscessnccsssssosssonnncassessosnsansenssssssses 4l

Figura 3.- Efecto del extracto acuoso de Palo de Brasil al 25, 50 y 75% de la CMI sobre |a
fOrmacion de eSPOras..ce.eeevseeeecenreressusnmncnanacososotoannnnanens ceeeadd

Figura 4.- Efecto del extracto etanélico de Guayabo al 25, %0 y 75% de la CMI sobre la
fOrmacion de eSPOras......ccuiieerecrecrscrocrosanessessssrossseosnaascrossnsers 43

Figura 5.- Efecto del extracto acuoso de Guayabo al 25, 50 y 75% de la CMI sobre la
formacion de eSporas. L..cco/eeessssobibossssssdboscsofedhososesolielghassestioses 44



LSO 050 L0 L LR 0 0 49 D59 S5

Lista de Tablas

W o et e e A G L /U el e L Gt e s

Lol

:\\.\..‘ NS 1"\"\

Tabla |.- Antigenos solubles en filtrados de cultivo de C. perfringens (Labbe, R., 1989)

2009000000000 ELVV0VE0UPINPO0ORNTIN0CVYIV0REROIIPOIVENIDIRIVINOEVE0O0000ETINEINEOOPS lo

Tabla 2.- Plantas medicinales analizadas..ceeeeieesevsecccsocssssscoscsnsansassssssne 21

Tabla 3.- Efecto de diferentes extracios de plantas sobre el crecimiento de Clostridium perfringens

FD‘ I 04 I 0P 0000000009000 0 TP I0000 000000000 ORdteIPITIEIPOTIIETTIITVRIEPIRTPIIPOROIOPTY 3 5

Tabla 4.- Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del crecimiento de
Clostridium perfringens FD-104 | por 4 extractos de plantas en medio ICC, utilizando dos

di‘erent“ tiw‘ de wlveﬂta. PP R00 0P 0P0UROIRNPICPEV0P00090000000RO0E00QR0ORTOCS 37

Tabla 5.- Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del crecimiento de
Clostridium perfringens FD-104 1. por 4 extractos de plantas en medio DS, utilizando dos

difefeﬂts tims de so'venta.-ooo-l00000000000000oo--ooaooo’oooo0000000'00000 38

Tabla 6.- Efecto de 3 diferentes extractos de plantas a diferentes concentraciones sobre la
produccion de enterotoxina de C. perfringens FD: 1041 ......cccevveeuee. 39

Tabla 7.- Efecto de 3 extractos de plantas sobre la produccion de esporas termoestables en C.
p“fringm FD-|04 I T R A R R A ARl A A A S L e Al ) 40



Lista de Abreviaturas

A 600 nm Absorbancia a 600 nm
Aw Disponibilidad de agua
CO, Diéxide de Carbono
CPE Enterotoxina de Clostridium perfringens
°C Grados centigrados
Eh Potencial 6xido-reduccién
h Horas
kDa Kilodaltones
m] Mililitros
mM Milimolar
min Minuto(s)
mg miligramos
N Normal
N; Nitrégeno (gas)
nm Nanémetro(s)
pH Potencial de Hidrogeno
rpm Revoluciones por minuto
ufc Unidades formadoras de colonias
a Alfa
B Beta

lota
£ Epsilon
1l Micras
ul Microlitros
% Porciento
> Mayor de



Q.B.P.Mima Esthela Araiza Mendoza., Abstract

ABSTRACT

Clostridium periringens is an important bacterial pathogen responsible of a wide
spectrum of human and veterinary diseases. C. perfringens type A food poisoning is the most
common of these illnesses for humans. The iliness is associated to the sporulation of the
bacteria and the production of an intracellular enterotoxin. This enterotoxin plays a crucial
role in the development of diarrhea which is the main symptom of food poisoning. In this work
the effect of |5 extracts of plants used in the traditional medicine of México for the treatment
of gastrointestinal disorders (Acacia farnesiana |., Citrus aurantium L., Fuphorbia postrata
Aiton, Guazuma ulmifolia, Haematoxylon brasiletto Karst., Hyptis verticillata Jacq., Hyptis
suavelons, Lippia dulcis Trev., Psidium gajava L., Rhizophora mangle L., Solanum hindsiarum,
Solanum nigrum L, Tagetes erectal., Taxodium mucronatum Ten.) was determined on growth,
enterotoxin production and sporulation of the enterotoxigenic strain C. perfringens FD-104 1.
For the preliminary antimicrobial assays, ethanolic and aqueous (phosphate buffer) extracts
were tested using a diffusion method (wells in agar Muller-Hinton). Dilution methods were used
to determine the minimal concentration of extracts that inhibited these metabolic processes.
Growth was determined in Brain Heart Infusion (BHI) and Duncan-Strong medium (DS).
Enterotoxin production was quantified by ELISA and spore formation by plate count. In the
preliminary antimicrobial assay, |3 of these plants exhibited antimicrobial activity and four of
them were selected for MIC. The most effective extracts that inhibited growth were those of

Haematoxylon brasiletto 0.5, 2.8 mg/ml in BHI and 0.28, 2.6 mg/ml in DS), Psidium
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guajava (1.06, 20 mg/ml in IBH and 6.16, 24 mg/ml in DS), Euphorbia postrata (I, 25
mg/ml in BHl and 11, 27.3 mg/ml in DS). Less effective was Rhizophora mangle (13.5, >50
in BHI and >50 in DS). Enterotoxin formation was no detected when 25, 50 or 75% of
MIC for growth in DS were added to the media. Sporulation was more inhibited by

tuphorbia postrata than by Psidium guajava and Haemoatoxylon brasifetto.
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RESUMEN

Clostndium perfringens es una bacteria patégena, importante para humanos y
animales. La intoxicacion alimentaria por este microorganismo es una de las enfermedades
gastrointestinales mas comunes transmitidas por alimentos debido a la accién de una toxina, la
cual produce desordenes gastrointestinales dande como resultado los sintomas clinicos
caracteristicos que son la diarrea y los cdlicos abdominales. La produccién de enterotoxina se
encuentra estrechamente relacionada con el proceso de esporulacién.

Debido a que en nuestro pais la medicina tradicional es utilizada en muchas
comunidades para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales, en el presente trabajo
determinamos el efecto de |5 extractos de plantas (Acacia farnesiana L., Citrus aurantium L.,
fuphorbia postrata Aiton, Guazuma ulmifolia, Haematoxylon brasiletto Karst., Hyptis
verticillata Jacq., Hyptis suavelons, Lippia dulcis Trev., Psidium gajava L., Rhizophora mangle
L., Solanum hindsianum, Solanum nigrum L, Tagetes erecta \., Taxodium mucronatum Ten.)
sobre el crecimiento, la produccion de enterotoxina y la esporulacion de C. perfringens
FD-1041.

Se realizo una bisqueda de las plantas usadas comiinmente en la medicina tradicional
para resolver problemas gastrointestinales, se realizaron extracciones con dos diferentes
solventes, etanol (96%) y amortiguador de fosfatos. Para los ensayos preliminares los
extractos fueron probados por la técnica de difusion en agar (perforaciones sobre el agar
Muller-Hinton). La determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los

extractos seleccionados fue determinada en medio Infusion Cerebro Corazén (ICC) y medio de
3
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esporulacion y produccion de enterotoxina Duncan-Strong (DS) mediante métodos de dilucion.
La produccion de enterotoxina fue cuantificada por la técnica de ELISA mientras que para
demostrar el efecto de los extractos sobre el proceso de esporulacion se realizaron cuentas
viables de esporas.

Los resultados obtenidos mostraron que | 3 de las plantas utilizadas ejercieron actividad
antimicrobiana sobre C. perfringens debido a que inhibieron su crecimiento con al menos uno
de los solventes utilizados, sin embargo se seleccionaron aquellas que demostraron actividad
con ambos solventes para la determinacion de la CMI. Los extractos que presentaron la mayor
actividad antimicrobiana fueron Haematoxylon brasiletto 0.5, 2.8 mg/ml en ICC y 0.28, 2.6
mg/ml en DS), Psidium guajava (1.06, 20 mg/ml en ICC y 6.16, 24 mg/ml en DS) y
Euphorbia postrata (1, 25 mg/mlen ICCy (1, 27.3 mg/ml en DS}, con menor efectividad
fue observados los extractos de Rhizophora mangle (13.5, >50 en ICC y >50 en DS). La
presencia de enterotoxina no fue detectada a ninguna de las concentraciones probadas que
fueron el 25, 50 y 75% de la CMI determinada en medio Duncan-Strong. El proceso de
esporulacion fue inhibido por los extractos etanélico y acuoso de Euphorbia postrata y una
reduccion de la esporulacion conforme se incrementd la concentracion de los extractos de

Psidium guajavay Haematoxylon brasiletto.
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INTRODUCCION

Clostridium perfringens es probablemente la bacteria anaerobia mas estudiada por su
importancia médica y amplia distribucion en suelo, agua, alimento, intestino del hombre y
animales y aire (Labbe, R., 1991).

El microorganismo es patogeno de humanos y animales. Dentro de las caracteristicas
mas importantes presentadas por este patogeno se encuentran, su capacidad de crecer a
temparaturas relativamente altas (43-45°C), de formar esporas y su corto tiempo de
generacion, los cuales son considerados como factores que contribuyen a su virulencia
(McClane, B. A., 1996).

Histéricamente a C. perfringens se le ha asociado con la gangrena gaseosa, sin embargo
actualmente es también causa comiin de enfermedades asociadas con alimentos debido a la
accion de una toxina producida por este patdgeno (Todd, E. C., 1988).

La enterotoxina de C. perfringens consiste en un polipéptido de 35 kDa y e la
responsable de la intoxicacion por alimentos. Esta enfermedad se produce cominmente por la
ingestion de un gran numero de células vegetativas del microorganismo que sobreviven el paso
atraves de la acidez del estomago, y esporula en el intestino, donde como consecuencia
también producen la enterotoxina, probocando los desérdenes gastrointestinales y dando como
resultado los sintomas clinicos, los cuales incluyen calambres abdominales severos, diarrea y
nausea (Labbe, R. G., 1989).

En las altimas décadas para el control de muchos patégenos de alimentos se han

utilizado un amplio rango de agentes preservativos ¢ productos farmacéuticos, sin embargo el

5
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espectro de antimicrobianos que no ejerzan efectos colaterales es severamente limitado ya que
muchos de ellos tienen gran toxicidad ¢ bien se ha visto un incremento en la resistencia del
patogeno contra dichos agentes. Estos problemas sugieren la necesidad del desarrollo de
nuevos preservativos 0 agentes terapéuticos (Ingdlfsdottir, K., 1985).

En base a lo anteriormente mencionado y debido a que desde hace mucho tiempo, se
han usado empiricamente una gran cantidad de plantas medicinales con éxito y a las
tendencias recientes del consumo de productos naturales, pensamos buscar plantas medicinales
que se han usado empiricamente para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales en la
medicina tradicional mexicana, que pudieran ser capaces de inhibir el crecimiento de C
perfringens asi como algunos procesos metabolicos como lo son la produccion de enterotoxina
y esporulacién. Esto podria representar una estrategia efectiva de prevencién contra la

intoxicacion alimentaria producida por C. perfringens.
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ANTECEDENTES

HISTORIA

C. perfringens es una de las bacterias anaerobias patdgena para humanos mas
ampliamente distribuida y estudiada (Labbe, R. 199 [).

En los ultimos 90 afios a C. perfringens se le ha relacionado con la gangrena gaseosa,
sin embargo, la primera referencia de este patégeno como causa de diarrea crénica humana
fue hecha a fines del siglo XIX. A partir de las décadas de 1940 a 1950 fue asociado como un
importante agente causal de enfermedades transmitidas por alimentos con los estudios pioneros
por Knox y Mc Donald en Inglaterra y McClung en estados Unidos, pero el interés en la
intoxicacion por alimentos por C. perfringens se manifesto hasta 1953 cuando Hobbs vy
colaboradores comenzaron a estudiar al microorganismo (Labbe, R. 1989; McDonel, J.L.,
1986).

También se establecio que este microorganismo causa enfermedades veterinarias como
la enterotoxemia clostridial en animales domésticos y la enfermedad del rifién pulposo en
corderos entre otras, donde, las tasas de mortalidad han llegado a ser hasta de un 100% por

lo que ha tenido un gran impacto econémico (Miserez, R., 1998).
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CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO

Familia: Bacillaceae Género: Clostridium

Anteriormente conocido como C. welchii, es una bacteria anaerobia, gram-positiva,
formadora de esporas, encapsulada, no movil y de tamaiio variable dependiendo el medio de
crecimiento, ya que en un medio rico en glucosa, adn en fase estacionaria, las células son
relativamente cortas, mientras que en un medio de esporulacion basado en almidén las células
son mas grandes (McClane, B. A. 1996, Labbe, R. 1989).

Las células vegetativas tienen una temperatura optima de crecimiento relativamente
alta con un rango de 43-45°C y pueden continuar creciendo hasta 50°C dependiendo del
microambiente en donde se encuentre, ya que en los alimentos puede ser mas alta de acuerdo a
las propiedades fisicoquimicas del mismo. Por lo general temperaturas mayores a 50°C
usualmente conducen a una rapida muerte celular, sin embargo algunas células pueden
recuperarse de esas altas temperaturas, resultando en un crecimiento limitado, a esto se le
conoce como “fenémeno fénix”. Estas células no son tolerantes a la refrigeracion o
congelamiento por lo que su rango de crecimiento varia de 15 a 50°C (Labbe, R. 1989).

Esta bactena se dasifica como un anaerobio obligado, sin embargo, no requiere un
ambiente extremadamente reducido para crecer, ya que el microorganismo reduce su entorno
por la produccion de moléculas de ferredoxina que disminuyen el potencial de 6xido-reduccion
(Eh) para su crecimiento, el pH optimo es de 6 a 7, y es menos tolerante a bajos niveles de A,
puesto que su rango dptimo va de 0.93 a 0.97 a diferencia de otros patogenos gram positivos

asociados a alimentos como Staphylococcus aureus (Hayes, P-R., 1992, McClane, B. 1997).
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Se demostré que bajas concentraciones de nitrito de sodio y cloruro de sodio inhibieron &
crecimiento del microorganismo cuando son usadas juntas. Ademas tienen un corto tiempo de
generacion de alrededor de |0 minutos, lo que permite su rapida multiplicacion en los
alimentos (Labbé, R., [989).

Las esporas de C. perfringens son resistentes al calor, esto les permite sobrevivir a la
incompleta coccion de los alimentos e incluso a la ebullicion por lo que se les considera
termotolerantes. La germinacion de las esporas puede ser inducida cuando se les aplican
temperaturas de 70 a 80°C durante 20 minutos dependiendo de la cepa, ademés de resistir
bajas temperaturas. Las esporas son moderadamente susceptibles a hipoclorito de sodio al 1%
y susceptibles a desinfectantes concentrados como el glutaraldehido por un prolongado tiempo
de contacto. Fuera del hospedero la espora puede sobrevivir en alimentos como la carne hasta
330 dias y en suelos mayores periodos de tiempo. La resistencia de estas estructuras a la
radiacion varia, puesto que las esporas aisladas de un brote de intoxicacion por alimentos son
mas resistentes a la radiacién que las esporas de cepas dlasicas. Estas diferencias son similares a
lo que ocurre con la alta resistencia al calor, por lo tanto una previa radiacién al calor
senisbiliza a |as esporas a un subsecuente calentamiento (McClane, B. 1997, Labbé, R, 1989).

Las enfermedades ocasionadas por C. perfringens son generalmente mediadas por la
produccion de enzimas extracelulares o toxinas. Al menos | 3 toxinas diferentes son expresadas
por C. perfringens y en base a que una célula produce un subgrupo definido de estas toxinas,
se formo un sistema de tipificacion de toxinas (tabla 1) que es usado para clasificar a las cepas

dentro de cinco tipos toxigénicos: A, B, C, D y E (McClane, B. A., 1996). Sin embargo su
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virulencia ha sido asociada con su capacidad para expresar principalmente las toxinas alfa (),

beta ( ), épsilon (s), e iota (1) (Yoo, H.S., 1997).

Ocurrencia en filtrados de C
Designhacisn Aetividad perfringens

A B C D E
a letal, necrotizante, hemolitica, lecitinasa € | ++ | + + + +
B letal, necrotizante = +H+ | . %
i letal - + <4 _ =
5 hemolitica, letal . + -+ - -
& letal, necrotizante (activada por tripsina). - 4+ - |+ ] -
Ul letal (cuestionable) + 5 5 s ”
0 hemolitica (labil de} oxigeno, letal) ++. - + + +
1 necrotizante, letal (activada por tripsina) - - - - ++
K colagenasa (letal, necrotizante, gelatinasa) | ++ « + +- T
A proteinasa - 4=+ - +- +
y hialuronidasa ) +. + - +- -
v deoxiribonucleasa + +

+++ presente en la mayoria de las cepas, ++- o +- presente en algunas cepas. +
limitado a muy pocas cepas, -: no presente

Tabla I.- Antigenos solubles en filtrados de cultivo de C. perfringens (Labbe, R.

1989).

Labbe en 1989 menciond que una de las toxinas mas importantes para humanos es
la « toxina conocida también como fosfolipasa C 6 lecitinasa, la cual es producida por todas
las cepas y ha sido reconocida como uno de los més importantes factores de virulencia de este
microorganismo, debido a que posee actividad de fosfolipasa y esfingomielinasa que son los
responsables de la citotoxicidad, necrosis y hemdlisis. Es una metaloenzima multifuncional y la

principal causante de la gangrena gaseosa (Rood, J. I., 1991).
10
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La B- toxina es producida por los tipos B y C mientras que la actividad de la épsilon
toxina no ha sido completamente determinada, sin embargo en 1998 Miyamoto et al/,
demostraron que la epsilon toxina, fue capaz de ejercer una accién neurotoxica después de que
se inyecto intravenosamente en animales de laboratorio, no obstante sus efectos no fueron tan
peligrosos como los provocados por la toxina botulinica 6 tetanica. Mientras que la iota toxina
que es la dltima de las 4 principales toxinas letales producidas por C. perfringens esta
normalmente asociada con cepas tipo E (Rood, I. 1991).

Ademas la enterotoxina (CPE) es otra toxina producida por C. perfringens|a cual es de
gran importancia ya que esta involucrada con la intoxicacion alimentaria (Meer, R.R.,1997) y
es producida por el Tipo A mientras que los otros tipos son asociados con enfermedades de
animales de granja (McClane, B. A, 1997).

Maryse (1997) mencioné que continuamente se han estado caracterizando nuevas
toxinas producidas por este microorganismo, y el método de tipificacion de cepas se basa en
la neutralizacion de las toxinas con antisuero especifico y determinando el patron de
neutralizacién por inyeccion de la antitoxina en ratones (Labbe, R. 1989). Por lo que es

un método en desuso en la actualidad.

RESERVORIOS

Se ha reportado que C. perfiingens tiene una amplia distribucion en la microflora

del suelo en niveles de 10°-10* ufc/g ain en suelos de la antartida de donde se aislé en un

11
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63% de las muestras y un 90% de las muestras de polvo. Los sedimentos marinos, agua y
cualquier area sujeta a la contaminacion fecal humana y de animales son también
considerados como reservorios ya que este microorganismo se aislo del contenido
intestinal en un rango de 10*-10* esporas/g en heces de humanos sanos asi como también

los alimentos principalmente la carne de res y algunas especias (Labbe R.1991, Hayes,

PR., 1992).

ENFERMEDADES PRODUCIDAS

Netherwood (1998) mencioné que C. perfringens es una causa de enfermedades en
un amplio rango de animales y humanos, puesto que diferentes cepas de este patogeno
utilizan diferentes mecanismos patogénicos que son los responsables de los distintos
sindromes por la elaboracion de una gran variedad de toxinas.

Entre las enfermedades veterinarias que puede producir este patogeno se menciond la
disenteria del cordero, enfermedad del rifion pulpose, y las enterotoxemias en una gran
cantidad de animales como ovejas, borregos, lechones, corderos y en ganado vacuno (Labbe,
R. 1989).

Con respecto a las enfermedades humanas se han reportado a la gangrena gaseosa, las
enfermedades gastrointestinales no asociadas a alimentos como la diarrea cronica infantil,

diarrea asociada a antibidticos y la diarrea esporadica, mientras que dentro de las
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enfermedades transmitidas por alimentos se reportan la enteritis necrética y la intoxicacién

alimentaria (McClane, B. A., 1997, Labbe, R. 1989, Collie, C. 1987).
ENFERMEDADES ALIMENTARIAS PRODUCIDAS POR C. PERFRINGENS.

C. perfringens actualmente causa dos enfermedades humanas diferentes que pueden ser
transmitidas por alimentos. La enteritis necrdtica y la intoxicacion alimentaria por C
perfringens tipo A. La enteritis necrética también conocida como Darmbrand en Alemania 6
pig-bel en Nueva Guinea, es una enfermedad relativamente rara de enteritis necrética pero de
gran severidad asociada a alimentos en paises industrializados, esta enfermedad es causada por
el tipo C y el factor de virulencia es la B-toxina (McClane, B.A. 1997).

Labbe (1989) mencioné que la enteritis necrdtica se ha presentado en adultos jovenes
de las tierras altas de Papua Nueva Guinea, se manifiesté como una jejunitis hemorragica
necrotizante en donde la infeccion de los intestinos puede resultar en septisemia y muerte. Los
alimentos implicados fueron la carne de cerdo contaminado con C. perfringens tipo C. Rood y
Cole (1991) mencionaron que la B-toxina fue rapidamente inactivada por tripsina en el
intestino delgado, sin embargo se descubrié que los camotes son un potente inhibidor de
tripsina y son frecuentemente servidas con el puerco lo que puede contribuir a la incidencia del
pigbel.

La intoxicacién o envenenamiento por alimentos producido por C. perfringens es una
enfermedad distribuida en todo el mundo, es dificil de reportar con exactitud su incidencia, ya
que la mayoria de los casos no son notificados a los centros de salud dado que los sintomas no

sOn muy severos y en ocasiones no perceptibles cuando una persona se enferma, por lo tanto
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los datos disponibles representan una pequefia fraccién del numero real de casos (Labbe, R.
1989).

El Centro de Control y Prevencion de enfermedades (CDC) reporté que entre
1967-1978 se presentaron 324 brotes por C. perfringens tipo A en Estados Unidos
(Hatheway, C. 1980).

Todd (1995) estimé que 652,000 casos de intoxicaciones alimentarias por C
perftingens son transmitidas cada afio en los Estados Unidos, con un promedio de 7.6 muertes
por afio y costos anuales de |23 millones de délares, ubicdndolo dentro de los primeros
microorganismos patégenos de importancia en alimentos.

Esta enfermedad no solo se ha reportado en Estados Unidos tambien existen reportes en
otros paises como lIsrael, Finlandia, Dinamarca, Escocia, Suecia, Hungria, Portugal, Cuba,
Holanda, Yugoslavia, Canada, Espafia, Inlaterra, Francia, Alemania, Japén y México. (Todd, E.
1995).

Bryan en 1980 mencioné que los brotes asociados a carne de res y ave son los mas
comiines, posteriormente McClane en 1985 reporté a la comida estilo mexicana, gravy y mas
recientemente, los frijoles asi como alimentos con alta cantidad de proteina o almidén como
vehiculos de este patogeno.

En 1992, Hayes mencioné que las poblaciones mas afectadas incluyeron comedores
institucionales como escuelas, cafeterias, hospitales, guarderias y prisiones en donde grandes
cantidades de alimento son preparados varias horas antes de servirse, por este motivo

actualmente a C. perfringens se le conoce como “food service germ”.
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Los nifios y los ancianos fueron los mas susceptibles a la enfermedad con una mayor
incidencia en los meses de verano, ya que se favorece el crecimiento del microorganismo
cuando hay abusos de temperaturas durante la coccion, enfriamiento o almacenamiento
inapropiado de los alimentos (McClane, B. A. 1997).

Los sintomas de esta enfermedad se manifiestan por un desorden intestinal
caracterizado por calambre abdominal severo, seguido de diarrea y nausea. Estos se
desarrollan de 6 a 24 horas después de la ingestion del alimento contaminado y se resuelve
espontaneamente dentro de 12 a 24 horas (Hayes, P. R. 1992).

Labbe en 1991, mencioné que la patogénesis de esta enfermedad se desarrolla por la
presencia de esporas viables en alimentos refrigerados o congelados en donde pueden germinar
cuando el alimento es mal calentado y posteriormente no tiene un enfriamiento adecuado, o
bien, la ingestion de alimentos contaminados con células vegetativas de C. perfringens
enterotoxigénico lo que puede resultar en una intoxicacion debido a que muchas de las células
vegetativas mueren cuando se exponen a la acidez del estémago, pero las que sobreviven y
entran al intestino delgado, pueden multiplicarse y esporular. Es durante la esporulacion en el
intestino delgado cuando la enterotoxina por C. perfringens (CPE) se expresa y es liberada al
momento de la lisis de la célula madre, entonces la CPE se une rapidamente a las células
epiteliales intestinales y produce daiios morfologicos a las células causando una pérdida del

fluido intestinal clinicamente manifestado como diarrea.
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ENTEROTOXINA (CPE)

Los primeros antecedentes que se tienen con respecto a la enterotoxina fueron
reconocidos por Hauschild en [968 y Niilo en 1970, proporcionaron evidencias
experimentales de que durante la intoxicacion alimentaria no se presentaba invasion bacteriana
a la mucosa y que la respuesta clinica podia ser reproducida por extractos libres de células de
C. perfringens mediante |la accién de un “factor enteropatogénico” producido por el
microorganismo, y que estaba asociado con el crecimiento y la esporulacion de las células de
este patdgeno bajo condiciones apropiadas. Niilo (1970), realizé las primeras observaciones de
la probable accion de este “factor enteropatogénico” sobre corderos, conejos y cobayos en la
induccion de signos y sintomas, concluyendo que el factor enteropatogénico actuaba sobre el
intestino delgado causando incrementos en la permeabilidad capilar, vasodilatacion y en la
movilidad intestinal.

Posteriormente la principal evidencia de que la enterotoxina era la causa principal de la
intoxicacion alimentaria fue demostrada por Skjelkvale y Uemura en 1977 cuando humanos
voluntarios ingirieron enterotoxina purificada y manifestaron los sintomas primarios de la
enfermedad: la diarrea y el dolor abdominal.

Actualmente se sabe que la enterotoxina es un polipéptido de aproximadamente 320
aminoacidos con un peso molecular de 35,000 daltones, con un punto isoeléctrico de 4.3 y es
labil al calor puesto que puede ser inactivado al calentarlo durante 5 minutos a 60°C. La

toxina es muy sensible a pH extremo pero resiste el tratamiento con algunas enzimas

proteoliticas (Rood, J.I., 1991; McClane, B. A. 1988).
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Con respecto a la accion in vivo de la enterotoxina, experimentos realizados por
McDonel y Demers en 1982, demostraron en conejos que la diarrea causada por la
enterotoxina fue debida a sus efectos sobre el intestino delgado y los dolores abdominales
fueron consecuencia de un peristaltismo incrementado y una dramatica constriccion intestinal,
también propusieron que la actividad biologica de la enterotoxina involucraba un proceso
secuencial en donde la unidn de la toxina a su receptor debe ser lo primero y mas esencial de
todos ellos, esta hipdtesis se basé en que la CPE unida es inaccesible a proteasas que
degradaria la toxina y su receptor en la célula hospedera.

Recientemente Labbé en 1990, Rood y Cole en 1991 y McClane en 1997 elucidaron
el mecanismo de accion de la toxina. El evento incial es la union de la CPE a su receptor
(proteina de membrana de 50 kDa} resultando en la formacion de un complejo de 90kDa, lo
cual produce cambios fisicos a la molécula de CPE que le permite insertarse en la bicapa de la
membrana. Posteriormente se forma un gran complejo de 160 kDa mediante una interaccion
entre el pequefio complejo y una proteina de 70 kDa de la célula hospedera. Este gran
complejo sirve como poro por donde atraviesan pequefias moléculas, lo cual ocasiona la
pérdida de las propiedades normales de la membrana plasmatica.

McClane en 1997, menciond que dentro de los eventos secundarios de accién de la
CPE se encontraba, la inhibicién de la sintesis de proteinas, DNA y RNA, ademas de alteracién
de permeabilidad de grandes moléculas de 3 a 5 kDa, dafios morfolégicos evidentes y

descamacion de las células intestinales de la punta de las vellosidades, lo que resulta en una
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disrupcion de la integridad normal, estos efectos traen como consecuencia e desbalance del
equilibrio normal coloide-osmético.

Esta enfermedad se ha reportado que es de naturaleza autolimitante debido a que la
diarrea producida se autocontrola por el barrido de la CPE no unida y células de C. perfringens
del intestino, ademas de que la toxina afecta preferencialmente la punta de las vellosidades
intestinales, que contiene a células viejas y pueden ser rapidamente remplazadas por células
mas jovenes de manera natural (Labbé, R. 1989).

A diferencia de la toxina del célera y la enterotoxina labil al calor de Escherichia colise
ha demostrado que la enterotoxina de C. perfringens no incrementa los niveles de AMP cidlico
intestinal, ya que se ha determinado que inhibe la absorcién de glucosa o produce un dafio
histopatolégico directo sobre el intestino delgado. Sin embargo, se ha estimado que el dafio
intestinal provocado por la enterotoxina es tan rapido que su desarrollé va de 15 a 30
minutos después del tratamiento con la toxina (McClane, B. A, 1996).

El modelo actual de citotoxicidad mediada por la enterotoxina involucra dos fases que
difieren en su dependencia al calcio. La fase inicial, independiente de calcio, es donde se
manifiesta la alteracion de la permeabilidad, pérdida de metabolitos de bajo peso molecular y
iones. En la segunda etapa, es dependiente de calcio, se presenta el dafio morfologico y
alteraciones mas extensas de permeabilidad, lo que resulta en la pérdida de solutos mas
grandes, se menciona ademas que una posible consecuencia del incremento en e flujo de calcio

es el colapso del citoesqueleto que termina con la lisis de la célula (Rood y Cole 1991).
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Para que la enfermedad pueda presentarse es necesario la presencia de un receptor
especifico sobre la superficie de 1a célula hospedera, de manera natural las células blanco son
las del intestino humano, sin embargo, experimentos realizados en animales de diferentes
especies como ratén, conejo y mono han demostrado su susceptibilidad a la enterotoxina e
incluso se ha visto que puede afectar células de diferentes organos come higade y rifion (Mc
Donel y McClane 1997).

Los estudios realizados por Katahira er a/ en 1997 indicaron que la enterotoxina se
unié a células intestinales via dos diferentes receptores (uno de alta y otro de baja afinidad) por
lo que propusieron que la toxina utiliza proteinas relacionadas estructuralmente como
receptores funcionales “in vivo” y que por este motivo otros organos pueden ser blanco de la
CPE.

McClane (1997) mencioné que el gene cpe que codifica para la enterotoxina, esta
presente en plasmidos de muestras aisladas de origen veterinario, mientras que en los aislados
de cepas causantes de intoxicacién en alimentos el gene esta presente en regiones
hipervariables del cromosoma. El origen de este gen es presumiblemente de un fago lisogénico
o trasposon que se ha integrado en el cromosoma, sin embargo, posteriormente Collie y
McClane en 1998 analizaron muestras de pacientes con intoxicacién alimentaria provenientes
de Norte América y Europa y encontraron que el gene de la enterotoxina (cpe fue
cromosomal, mientras que en las muestras aisladas de pacientes con enfermedades
gastrointestinales humanas no asociadas a alimentos, el gene fue de origen episomal, con esto

concluyeron que cepas de C. perfringens cpe positivas presentan diferentes subpoblaciones,
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que pueden ser los responsables de la intoxicacién alimentaria 6 enfermedades humanas no
asociadas a alimentos.

El proceso de esporulacion y produccidn de enterotoxina esta relacionado de manera
importante. La toxina puede ser producida en grandes cantidades, llegando incluso a
representar del 15 al 30% de la proteina total celular, después de 2 a 3 h de haber
comenzado el proceso de esporulacion. La enterotoxina se libera cuando la célula madre se
desintegra para liberar a la espora madura (McClane, B. A., 1996).

Aunque las células vegetativas pudieran ser capaces de producir pequefias cantidades
de enterotoxina, esta no es significativa como para producir un cuadro patogénico. Se han
realizado estudios para determinar si la enterotoxina juega un papel importante en el proceso
de formacion de esporas; Ryu y Labbe en 1989, encontraron solo pequefias cantidades de
enterotoxina estan asociados con la espora, con lo cual concluyeron que la enterotoxina no

tenia un papel estructural importante durante su formacion.

ESPORULACION

La esporulacion es un aspecto importante de Clostridium perfringens por varias

razones: es un importante factor de clasificacion, sus esporas pueden sobrevivir procesos
térmicos y si las condiciones presentes son adecuadas, las células vegetativas pueden
desarrollarse, ademas de que grandes cantidades de enterotoxina, como se menciond

anteriormente, son producidas durante esta etapa (Labbe, R. 1989).
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Una gran cantidad de medios complejos se han desarrollado para inducir la
esporulacion, sin embargo el mas comunmente usado es el Duncan-Strong e incluse la
adicién de rafinosa incrementa los niveles de esporulacion y produccion de toxina (Labbe,
R. 1989), Sacks y Thompson en 1977 realizaron estudios con methylxanthinas y
demostraron que cuando estas son agregados al medio de cultivo, se favorece el proceso
de esporulaciéon, por lo tanto, las propiedades de resistencia de las esporas de C.
perfringens dependen del medioambiente y los factores genéticos (Mc Clane, B.1997).

Los factores mas importantes que deben de considerarse durante la esporulacion
fueron resumidos por Labbe en 1989, menciond que ademas del medio de cultivo, el
rangoe de temperatura optimo se encuentra entre 35-40°C pudiéndose alcanzar una
esporulacion maxima si se utilizan medios complejos de laboratorio en aproximadamente 7
horas, el rango de pH varia de 6 a 8, mientras que el rango para la actividad de agua es
de 0.98-0.992.

La resistencia de las esporas al calor es una caracteristica clara que contribuye a la
habilidad del organismo para producir la intoxicacion alimentaria puesto que sobrevive la
incompleta coccién de los alimentos, en un medio como carne cocida en donde las esporas
de C. perfringens pueden sobrevivir | hora durante ebullicion (Mc Clane, B. 1997), otro
importante aspecto es la resistencia de las esporas a la radiacion (Labbe, R. 1989).

Los factores que afectan la germinacion de las esporas son de naturaleza ambiental
Y quimica, Ahmed y Walker en 1971, mencionaron que la germinacion de las esporas de

C. perfringens fue optima a un pH de 6, temperatura de 30°C en un medio reducido y fue
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necesaria la activacion por calor, obtuvieron una maxima germinacion cuando las esporas
fueron calentadas 20 min a 75°C, ademas, una combinacién de cloruro de sodio y cistina
fueron mas efectivos para una induccion rapida y completa de la germinacién.

Debido a que las esporas son estructuras de resistencia, es necesario determinar su
viabilidad, para esto, tradicionalmente han sido utilizadas técnicas de plaqueo después de
una activacion a altas temperaturas (75 a 80°C/ |5 a 20 min) para inducir su
germinacion e inactivar las células vegetativas (Labbe, R. 1989).

Con todos los antecedentes anteriormente mencionados es importante remarcar los
problemas que C. perfringens puede causar en el area de alimentes y la salud, actualmente
las medidas de control que se toman se basan en la coccion y recalentamiento adecuado de
los alimentos, rapido enfriamiento y la manipulacién higiénica de los mismos (Hayes, P. R.
1992), por lo tanto es necesario la busqueda de alternativas eficientes que puedan ayudar

al control de C. perfringens.

EXTRACTOS DE PLANTAS

Desde la existencia del hombre mismo, las plantas han sido el sostén de la especie
humana y algunas de ellas han sido usadas como “medicinas” para curar malestares. El
conocimiento heredado e intuitivo, segin el cual, la planta es el medicamento idéneo para una
enfermedad determinada, es uno de los aspectos mas fascinantes de la naturaleza (Thomson,
W., 1980). Al principio, las plantas medicinales fueron tomadas crudas, correctamente ya que

su forma natural es sin duda la mas simple y mejor. En las hierbas frescas, el contenido natural
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de las enzimas, vitaminas y otros principios activos, se conservan de modo maés perfecto (Diaz,
J.L., 1976; Mazari. L. E., 1988).

Las plantas medicinales para el tratamiento de muchas enfermedades ocasionadas por
bacterias y hongos han sido utilizadas desde épocas muy antiguas (Rios, G., 1989).

El primer registro escrito de la utilizacion terapéutica de las plantas, se remonta a mas
de 3,000 afios A.C. en China. Otros datos demuestran que en ¢ afio 2,500 A.C. los sumerios
conocian una diversidad de plantas usadas como terapéuticos. Algunos siglos después en el
afio de 1,400 A.C. se ha mencionado que los egipcios utilizaron extractos de plantas contra
muchas enfermedades, también existen reportes similares de los Griegos y Romanos en el afio
17 A.C., (Thomson, W., 1980).

En América los registros mas antiguos estan contenidos en el Cédigo Badiano, el cual se
remonta al aiio [552. En 157 | se escribio otro libro por Francisco Hernandez para constatar
la sabiduria indigena sobre plantas medicinales (Lugo, E., 1992).

En las dltimas décadas se han realizado andlisis de plantas utilizadas en la cultura
tradicional para proporcionar validez cientifica de su uso.

Aka, P. et al en 1999, estudiaron las actividades antidiarréicas de hojas de
Pentaclethra macrophylla usada en la medicina tradicional de Nigeria. Con esta plania
realizaron extractos acuosos y etandlicos, los cuales pudieron inhibir el crecimiento de
microorganismos patogénicos comunes (£scherichia coli 'y Staphylococcus aureus), ademas
demostraron que las actividades antidiarréicas se debieron a la reduccion del movimiento

penistaltico del intestino de ratén al cual se le indujo experimentalmente la diarrea, en base a
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esto, los investigadores mencionaron que el mecanismo probablemente fue musculotrépico
como el de los espasmoégenos.

Muchos de los principios activos de las plantas son sumamente complejos y de manera
general se han clasificado en seis categorias: alcaloides, glucdsidos, aceites esenciales
(esencias), gomas, resinas, aceites grasos y sustancias antimicrobianas (Thomson, W., 1980).

Debido a la importancia del efecto inhibitorio como antimicrobiano de las plantas, es
necesario conocer la composicién quimica y naturaleza estructural del compuesto o fraccion
activa antimicrobiana de los extractos, entre las sustancias antimicrobianas se han detectado
terpenoides volatiles, fenilpropanoides, quinonas, cumarinas, flavonoides, taninos y otros
compuestos fendlicos asi como glicsidos cianogeénicos (Balandrin, M. F., 1985).

Ingdlfsdottir, K. et a/en 1985, evaluaron la actividad antimicrobiana de metabolitos de
liquenes como preservativos potenciales, para esto realizaron una blsqueda de varias especies
de liquenes y subsecuentemente aislaron y elucidaron los compuestos activos. Encontraron que
la hidrélisis de productos de ciertos metabolitos de liquenes como los depsides fueron activos
contra bacterias gram negativas, positivas y hongos. Los compuestos activos fueron
identificados como metil B—orselinato y unas mezcla de metil y etil orselinatos. Las
concentraciones minimas inhibitorias indicaron que la actividad de esos compuestos fue
superior a los agentes preservativos comilnmente usados como e metil y propil

p-hidroxibenzoatos.
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En nuestro pais se han realizado estudios para evaluar la accion microbiolégica de
plantas medicinales utilizadas por los Mayas en el sur de México (Mecker, M. er a/,1983) asi
como por los aztecas (Davidson, J. D., 1983).

Existe una amplia lista de plantas medicinales que se encuentran en nuestro pais, su uso
tradicional y eficiencia de estas plantas han sido transmitidos de generacion en generacion sin
cambio. Debido a que actualmente se sigue validando el uso de estas plantas las cuales tienen
un efecto antimicrobiano, en el Laboratorio de Bioquimica y Genética de Microorganismos, se
ha realizado un extenso trabajo en la bisqueda de plantas con actividad, basicamente sobre
bacterias y hongos de importancia en alimentos y en la salud como Fernandez, S. M en 1996,
Verastegui, M. A. en 1996, Lozano, M. S. en 1999, Sanchez, G. E. en 1999. Sin embargo
seria de gran importancia realizar una revision acerca de las plantas medicinales usadas en
nuestro pais para el tratamiento de desordenes gastrointestinales especificamente y demostrar
que pudieran tener un efecto sobre el control del crecimiento, produccién de enterotoxina y
esporulacion de C. perfringens. Esto ampliaria el conocimiento existente y proporcionaria una

validacién cientifica para aportar medidas preventivas futuras.
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HIPOTESIS:

Algunas plantas usadas en la medicina tradicional para ¢ tratamiento de enfermedades
gastrointestinales, evitan el crecimiento, la produccion de enterotoxina o la esporulacién de C.

perfringens.

OBJETIVOS:

|) Determinar el efecto de extractos de plantas usadas en la medicina tradicional sobre el
crecimiento de (lostridium perfringens FD-104 1.

2) Demostrar el efecto de estos extractos sobre la produccion de enterotoxina de C
perfringens.

3) Analizar su efecto sobre el proceso de esporulacion.
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METODOLOGIA
Plantas utilizadas

Se comenzé con la revision bibliografica sobre las plantas comiinmente usadas en la
medicina tradicional mexicana para resolver problemas gastrointestinales, asi como también la
parte de la planta que se recomienda utilizar. Posteriormente, se procedio a la adquisicion de
algunas de estas plantas en mercados populares del area metropolitana de Monterrey, N.L.
para su posterior analisis. En la tabla 2, se presenta el material conseguido para la realizacion

de los ensayos preliminares.

. Nomsre Cigntirico - §
Acacia farnesiana L.

Huizache

tiespasmodico

Antidiarréico,
vomitos, dolor
estomacal,
antiparasitico.

Citrus aurantium L. Naranja agria Hojas y Cascara

Euphorbia postrata
Aiton,

Desdérdenes
Hierba de la golondrina Hojas digestivos
(diarrea)
Guazima Semilla Antidiarréico y
disenteria.
Palo de Brasil Corteza Desérdenes
digestivos

S

Guazuma ulmifolia

Haematoxylon brasiletto
Karst.

Hypftis suaveolens L.

Hierba del burro Antidiarréico,
disenteria, dolor

estomacal.

Hyptis verticillata Jacq. Antidiarréico,

disenteria.

Hierba del negro

Lippia dulcis Trev. Antidiarréico

Hierba dulce, Orozuz

Desordenes
pastrointestinal

L. Disenteria

Psidium guajava L.

Guayaba
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Solanum nigrum L. Hierba mora Hojas Antidiarréico
Dolor
Tagetes erecta L. Cempasuchitl Hojas estomacal,

diarrea,
indigestiéon

Taxodium mucronatum Ahuehuete Corteza
Ten.

Tabla 2.-Plantas medicinales analizadas.

EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO

Extraccion

Las plantas secas (ramas y hojas) se trituraron en licuadora, en el caso de la corteza se
cortd hasta obtener pequefios pedazos, se pesaron 20 gramos y se agregaron poco a poco
100 ml del solvente (amortiguador de fosfatos 0.01 M pH 7a 65°C 6 alcohol etilico al 96%),
se dejé reposar por espacio de 8 horas en refrigeracion en &l caso de los extractos acuosos 6
24 horas a temperatura ambiente para extractos alcohdlicos, transcurrido este tiempo, el
extracto se filtré con papel Wathman No. |. Para los extractos etandlicos, el filtrado se colocé
en placas de vidrio hasta sequedad a temperatura ambiente, y posteriormente la resuspension
se realizd con amortiguador de fosfatos, mientras que para los extractos acuosos no fue
necesario dejarlos secar a temperatura ambiente, posteriormente ambos extractos fueron
esterilizados por filtracién (usando membranas de 0.45 ) y se mantuvieron en refrigeracion

hasta que se realizaron los ensayos preliminares por un tiempo no mayor de 7 dias.
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Activacidn de la cepa:

Se utilizd la cepa enterotoxigénica de C. perfringens FD-104| la cual fue
proporcionada por e Dr. Stanley Harmon de la FDA (Food and Drug Administration), E.U.A.
Esta cepa se mantuvo como cultivo esporulado de reserva en medio de carne cocida (Difco) a
-20°C.

A partir de nuestro cultivo de reserva, se tomé una alicuota y se colocé en un tubo con
|0 ml de caldo con tioglicolato (Difco). Posteriormente se sometié un choque térmico a

75°C/ 15 min, se enfrié a temperatura ambiente y se incubé a 37°C por 16 h.

Ensayos preliminares:

Para la seleccion de extractos, se preparé agar Muller-Hinton el cual se wutilizé para
sembrar 200 pl del microorganismo por el método de difusion, inmediatamente después de
solidificar el medio inoculado, se realizaron perforaciones con un vial en el y se agregaron los
diferentes extractos (100 pl). Las placas se incubaron a 37°C en una atmésfera de N;:CO,
(95:5%) durante 24 h. Al finalizar este periodo se observaron las placas para la deteccion y
medicion de halos de inhibicidn producidos alrededor del pozo y descartando falsos positivos al
compararlo con su control. Estos experimentos se realizaron por triplicado.

En base a los ensayos preliminares se seleccionaron aquellos extractos que inhibieran el
crecimiento del microorganismo con los dos diferentes tipos de solvente para determinar su

concentraciéon minima inhibitoria del crecimiento (CMI).
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Determinacidn de la Concentracion Minima Inhibitoria del crecimiento
(CMI) en medio Infusion Cerebro Corazon (ICC):

Extraccién. Se prepararon los extractos de la manera anteriormente

mencionada con la diferencia de que estos fueron concentrados utilizando un rotavapor
(BUCHI R-3000) a 65°C y 30% de rotacion. Para el caso de los extractos etandlicos se
concentraron hasta una pequeiia porcion del concentrado y este se dejé evaporar a
temperatura ambiente en placas de vidrio hasta sequedad total. Posteriormente se resuspendié
con amortiguador de fosfatos para despusés filtrarlos.

En el caso de los extractos acuosos, estos se concentraron hasta una minima cantidad
en e rotavapor (50 ml), finalmente, ambos tipos de extractos se esterilizaron por filtracion
{usando membranas de 0.45 1) y se tomaron alicuotas 1as cuales fueron colocadas en tubos de
vidrio previamente tarados para determinar, por peso seco, la concentracion del extracto.
Finalmente se mantuvieron en refrigeracion hasta que se realizaron los ensayos de CMI por un
tiempo no mayor de 7 dias.

La CMI, la cual se definié como la concentracion minima del extracto capaz de
inhibir totalmente el crecimiento del microorganismo, fue determinada utilizando 2.5 ml
de caldo infusién cerebro corazon (ICC) al 2x en tubos de | 3x100. Posteriormente se le
adicioné el extracto en diversas concentraciones, los tubos se agitaron levemente y se les
adicionaron 50 pl del cultivo de la cepa activada (Ix10’). Finalmente estos fueron
incubados a 37°C/24 hrs. Los ensayos se comenzaron a realizar utilizando rangos
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amplios hasta acercarnos a la minima concentracién en donde no se observo presencia de
turbidez. Para determinar que la CMI fuera bactericida y no bacteriostatica, los tubos en
donde se detecté la CMI fueron resembrados en tubos con medio ICC y posteriormente
incubados )4hrs/37°C para observar la presencia de crecimiento. Los ensayos se

realizaron por triplicado.

EFECTO SOBRE LA PRODUCCION DE ENTEROTOXINA

Determinacion de CMI en el medio de esporulacion y produccion de
enterotoxina Duncan-Strong:

Estos ensayos se realizaron tal como se especifico en el punto anterior, solo que en este
caso el medio utilizado fue el Duncan-Strong (D-S) al 2x. En este medio, los ensayos también se

realizaron por triplicado.

Obtencion de sobrenadantes:

Para esto, los sobrenadantes fueron obtenidos para cuantificar en ellos la toxina. Se
prepararon tubos con 2.5 ml de medio D-§ (2x), se les adicioné el extracto (25, 50 y 75% de
la CMI) y posteriormente se inocularon con la bacteria (50 wl con IxI0? células). Se
incubaron a 37°C/24 hrs. Después, los cultivos fueron centrifugados a 5,000 rpm/ 10 min.

Una vez recuperados, se tomaron alicuotas de 4.5ml y fueron colocadas en viales y se
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liofilizaron con la finalidad de concentrarlos y fueron mantenidos en congelacion a -20°C.

Posteriormente fue determinada la concentracion de enterotoxina mediante una técnica de

ELISA.

Deteccion de enterotoxina mediante ELISA:

Los liofilizados fueron resuspendidos en 500 pl de amortiguador de fosfatos {0.02 m
pH 7).
Para la realizacién de la curva estandar se utilizaron 20 pl de estandar de enterotoxina

y se realizaron diluciones seriadas utilizando como diluyente amortiguador de carbonatos 50

mM pH 9.6 y se colocaron en placas de microtitulacion, para el caso de las muestras problema
se agrego 100 pl de los sobrenadantes en la placa. Esta se incubé en camara humeda durante
3 horas, posteriormente la placa se lavé 5 veces con amortiguador PBS con tween 20, pH 7.4
(amortiguador de lavado), inmediatamente después se adicionaron 100 pl de antisuero de
conejo en una dilucién de 1:500 con PBS, la placa se llevé a incubar 1.5 h en camara
humeda. Al transcurrir este tiempo se lavé 5 veces la placa y se le agregaron 100 pl de
anticuerpo IgG de cabra contra IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina (diluido
1:1000 con amortiguador PBS con tween 20 y con polivinilpyrrolidona al 2% y albtimina
sérica bovina al 0.2%. La placa nuevamente se incubé [.5 h en camara himeda y se
realizaron 5 lavados. Finalmente se adicionaron 200 pl del substrato (| tableta de p-Nitrofenil

fosfato, disodico de 5 mg en 5 ml de amortiguador de carbonatos 50 mM pH 9.6 con |0 mM
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de MgCl,). Se incubé durante 15 minutos a temperatura ambiente y se detuvo la reaccién con
100 pl de NaOH 4N. Se obtuvo la densidad éptica utilizando un lector de microplacas
Modelo 550 (BIO-RAD) a 415 nm.

Para estos ensayos los controles negativos fueron sobrenadantes de medio D-S con
extracto sin inocular y como control positivo, sobrenadantes sin extracte pero inoculados con
la bacteria.

La concentracion de la toxina presente en |as muestras se determiné al interpolar en
las curvas de calibracién con los estandares de enterotoxina en cada ensayo. Los

experimentos se realizaron 3 veces por duplicado.

EFECTO SOBRE LA ESPORULACION

Para estos ensayos se utilizaron tubos con 2.5 ml de medio DS al 2x a los cuales
previamente se habian adicionado los extractos (25, 50 y 75% de la CMI), y
posteriormente se inocularon con 50 pl de la cepa activada de C. perfringens FD-104 | .
Estos cultivos se incubaron a 37°C/24 hrs y al término de este periodo se realizaron
observaciones al microscopio de contraste de fases de cada una de las preparaciones.
Posteriormente se aplicé un choque térmico (75°C/ 15 min) y se determiné el nimero de
esporas termoresistentes presentes por el método de cuenta viable en placa (CVP),
incubandose las placas a 37°C en una atmésfera de N»:CO, (95:5%) durante 24 h. Los

experimentos se realizaron por triplicado.
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RESULTADOS

EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTOQ

Para el comienzo de los experimentos de laboratorio fue necesario realizar una
busqueda en la literatura de las plantas cominmente usadas en la medicina tradicional para el
tratamiento de diarreas o desdrdenes digestivos (Tabla 2). Posteriormente, se procedié a la
colecta de estas plantas en mercados populares del area metropolitana de Monterrey, N.L. Las
plantas obtenidas fueron procesadas y se realizaron extractos etandlicos y acuosos para
evaluar si presentaban una accion inhibitoria sobre el crecimiento de C. perfringens (Tabla 3).
Estos resultados se encuentran resumidos en la tabla 2, en donde se puede observar que al
menos una de las extracciones de cada planta inhibieron el crecimiento del microorganismo,
sin embargo solo se seleccionaron las plantas que presentaron efecto con ambos tipos de

solventes.
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Resultados

Acacia farnesiana L.

=

Huizache

v v

NI

Hojas:¥Y ¥ Hoja
Citrus aurantium L. Naranja agria Cascara:NI v
Céscara¥ ¥
Euphorbia postrata Aiton. Hierba de la V' v
golondrina
Guazuma ulmifolia Guazima v NI
Haematoxylon brasiletio Karst. Paio de Brasil v il d
Hyptis suaveolens (L) Hierba del burro NI v
Hyptis verticillata Jacq. Hierba del negro NI NI
Lippia dulcis Trev. Hierba dulce, NI NI
Orozuz
Psidium guajava L. Guayaba v v, v ¥
Rhizophora mangle 1. Mangle rojo b v
Solanum hindsianum Mariola v i NI
Solanum nigrum L. Hierba mora v NI
Tagetes erecta L. i ¢ NI
Cempasuchitl
Taxodium mucronatum Ten. Ahuchuete v NI

Diametros de inhibicién: 0.1-0.5mm¥ 06-immv v 1.1-1.5Smmv v Vv 1.62mmvY Vv vV ¢

NI: No inhibicién

Tabla 3.- Efecto de diferentes extractos de plantas sobre el crecimiento de Clostridium

perfingens FD-1041.
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| .-Acacia farnesiana

2.-Citrus aurantium
3.-Euphorbia postrata
4 .-Haematoxylum brasiletto Karst.
5.-Psidum guajava

6.-Rhizophora mangle

Figura |. Halos de inhibicién producidos por 6 extractos etanélicos de plantas medicinales sobre

el crecimiento de C. perfringens FD-104 1.
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De las plantas que afectaron el crecimiento del microorganismo con ambos solventes,
determinamos la minima concentracion de extracto necesaria para inhibir el crecimiento de C.
perfringens (CMI), en dos diferentes medios de cultivo, que fueron: infusion cerebro corazén
{ICC) y en el medio de esporulacion y produccién de enterotoxina Duncan-Strong (D-S). Estos
resultados son presentados en las Tablas 4 y 5, en donde se observa que la CMI varié entre

0.5 a >50 mg/ml en medio ICC y de 0.28 a >70 mg/ml en DS.

“BxracTo ANOLICOS NCHOSCS
Golondrina (Euphorbia postrata) 1£0.7 25 +8.6
1:0.40* 25+5*
Palo de Brasil (Haematoxylon brasiletto) 0.5+0.2 2.8 £0.28
0.5 +0.11* 2.8 £0.17*
Guayabo (Psidium guajava) 1.06+0.513 20+10
1.06+0.29* 2045.7*
Mangle (Rhizophora mangle) 13.5 £2,12 >50
13.5+1.5* >30

* error estandar

Tabla 4.- Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del crecimiento de
Clostridium perfringens FD-104 | por 4 extractos de plantas en medio ICC, utilizando dos

diferentes tipos de solventes.
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TANGLICOS i Acuosos
11£5.3
11+3.0* 27.3+£5.36*
Palo de Brasil(Haematoxylon brasiletto] 0.28+0.029 2.6+0.577
0.28+0.016* 2.6:0.33*
Guayabo (Psidium guajaval 6.16+3.17 24+6.5
6.16:1.83* 24+3.78*
Mangle (Rhizophora mangle) >50 >70
>50 >70

* error estandar

Tabla 5.- Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del crecimiento de
Clostridium perfringens FD-104 | por 4 extractos de plantas en medio DS, utilizando dos

diferentes tipos de solventes.

EFECTO SOBRE LA PRODUCCION DE ENTEROTOXINA

En base a los resultados obtenidos con respecto a la CMI en medio DS, utilizamos la
técnica de ELISA para determinar Ja produccion de enterotoxina a diferentes concentraciones
de extractos. No detectamos toxina en ninguna de las concentraciones probadas de los

diferentes extractos (tabla 6).
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“PALO DE BRASIL

GUAYABO
GOLONDRINA

Tabla 6.- Efecto de 3 diferentes extractos de plantas a diferentes concentraciones sobre la

produccion de enterotoxina de C. perfringens FD-104 1.

EFECTO SOBRE LA ESPORULACION

Los resultados de estos ensayos son reportados en la tabla 7, en donde encontramos
que en & caso de los extractos de guayabo y palo de brasil la produccién de esporas
termoestables disminuyd notablemente al agregar cantidades de extracto, mientras que en los
extractos de Golondrina (etandlico 6 acuoso) no se aprecid esporulacion en ninguna de las

concentraciones probadas.
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PALO DE BRASIL

GUAYABO

GOLONDRINA

PALO DE BRASIL 3.5x10° ufc+6.3x10° 4.4 ufc=5.2
3.5x10° ufc+2.0x10°* 4.4 ufcxl.7 *
GUAYABO 1.5x10? ufc+7x10! 6x10' ufet1.4x10
1.5x10” ufet5x10’ * -_
(GOLONDRINA 0
CONTROL (+) 7.11(108 urm.oxlo"
7.1x10° ufet3.5x10° *

* error estandar

Tabla 7.- Efecto de 3 extractos de plantas sobre la produccion de esporas termoestables en
C. perfringens FD-104 | .
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. 2¢+9

[ .Oe+9 -

8.0e+8 J ‘

6.0e+8 Y

Esporas termoestables/ml

0.0e+0

% de CMI

Figura 2.- Efecto del extracto etanélico de Palo de brasil
al 25, 50 y 75% de la CMI sobre la formacion de esporas.
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|.2e+9

{ .Qet9 1

6.0et+8 V

Esporas termoestables/ml
N
7N

0.0et+0

0 2 50 25
% DE CMI

Figura 3.- Efecto del extracto de Palo de Brasil acuoso
al 25, 50 y 75% de fa CMiI sobre la formacién de esporas
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Resultados

Esporas termoestables/ml

| Je+9

1.0e+9

8.0e+8

6.0e+8

0.0e+0

4

Fiab

[
7

4

0 25

% de CMI

50

75

Figura 4.- Efecto del extracto etandlico de Guayabo
al 25,50 y 75% de la CMI sobre la formacidn de esporas.
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le+9 -
le+9 W : i 3
Se+8 -

be+8 -
4e+8 -
2e+8 |

Esporas termoestables/ml
\

Qe+0

0 25 50 75
% de CMI

Figura 5.- Efecto del extracto acuoso de Guayabo
al 25, 50y 75% de la CMI sobre la formacion de esporas
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DISCUSION

Las enfermedades transmitidas por alimentos son un gran problema de enormes costos
econdmicos. Los patégenos asociados a alimentos ocurren ampliamente en la naturaleza y es
dificil de prevenirlos. Una manera de controlar su crecimiento es usar agentes antimicrobianos.
Es por esto que en el presente trabajo nos dedicamos al monitoreo y analisis de plantas usadas
en la medicina popular para el control del crecimiento y otros procesos metabolicos de C.
perfringens causante de una intoxicacion alimentaria.

En el comienzo del presente trabajo se seleccionaron |4 plantas medicinales en
mercados populares del area metropolitana de Monterrey, N.L, para la extraccion de
compuestos activos se utilizaron dos diferentes solventes: amortiguador de fosfatos y etanol.
De estas, Hyptis verticilfata (hierba del negro) y Lijppia dulcis (Hierba dulce) no demostraron
efecto contra el crecimiento de C perfringens, sin embargo en ¢ resto de las plantas con al
menos un tipo de extracto se inhibio el crecimiento del microorganismo en los ensayos
preliminares.

En la elaboracién de extractos acuosos tratamos de asemejar la mas frecuente forma de
ingestion por la medicina tradicional, a base de infusiones, en nuestros experimentos
manejamos temperaturas de aproximadamente 65°C para la extraccion de compuestos activos
(Brantner, A. Q. 1994). Con la extraccion etandlica debido a la naturaleza del solvente se
pueden obtener compuestos polares y algunos de polaridad intermedia, incrementando la
probabilidad de detectar una mayor cantidad de compuestos (Dominguez, X. A., 1988). Esto
pudiera ser la causa probable de observar una mejor respuesta en el efecto inhibitorio con los
extractos etandlicos en comparacion con los acuosos.

H rango de variabilidad de los resuftados en el estudio dependen de diversos factores,
entre estos podemos citar el método y medio de cultivo utilizado. Para los ensayos preliminares
utilizamos el método de difusion del microorganismo con el extracto en perforaciones en agar
Muller Hinton. Al utilizar este método pueden presentarse algunas desventajas, puesto que los

extractos que tienen un bajo poder de difusion no lo realizan libremente, lo que puede
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proporcionar una interpretacion errénea de los resultados negativos, por otro lado, los
extractos que no mostraron efecto sobre el crecimiento, pudieran presentarlo bajo otras
condiciones de prueba y con diferentes solventes.

Otros factores que pueden influir en los resultados incluyen los métodos de extraccion,
volumen de inéculo, pH y tiempo de incubacion (Kinghorn, A. D. 1994). Algunas propiedades
biolégicas de las plantas pueden alterar la cantidad de compuestos activos, ya que estos
pueden variar segiin la etapa de desarrollo. Thomson en 1989 menciond que con frecuendia la
floracion coincide con un incremento en el contenido de estos compuestos, asi como la
temporada de lluvias que puede ocasionar una disolucion de los compuestos por lo que se
pueden encontrar en menor cantidad, lo cual trae como consecuencia que las plantas
colectadas no exhiban la misma actividad biolégica que la observada en extracciones
anteriores, de manera que es importante considerar ¢l ambiente natural de una planta de
interés asi como su localizacion.

En base a los ensayos preliminares que analizamos, seleccionamos aquellas plantas que
inhibieran el crecimiento del microorganismo con los dos diferentes solventes, los resultados de
las hojas de Citrus aurantium (naranja agria) no fueron reportados debido a que se necesitaron
grandes cantidades de extracto durante los ensayos preliminares para determinacion de CMI
por lo que fue descartado. Los resultados de la CMI en medio Infusién Cerebro Corazén (ICC)
fueron mostrados en la tabla 3, donde observamos que los extractos etandlicos mostraron un
mayor efecto inhibitorio puesto que con menores cantidades de extracto se controld el
crecimiento del microorganismo a diferencia de los acuosos. Cabe remarcar que el extracto
etandlico de Haematoxylon brasiletto (Palo de Brasil) fue el que mostré mayor actividad
antimicrobiana, posteriormente fuphorbia postrata (golondrina), hojas de Psidum gusjava
(guayabo) y finalmente Rhizophora mangle (Mangle rojo). En los extractos acuosos se observd
que el Palo de Brasil presentd mayor actividad, seguido de hojas de Guayabo, Golondrina y
Mangle.

Cuando realizamos la determinacion de la CMI en medio Duncan-Strong (con rafinosa),
el cual es un medio comiinmente usado para inducir la esporulacion debido a que su contenido
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nutricional es menor que otros medios como el ICC, observamos que el extracto acuoso y
etanélico de Palo de Brasil fue el de mayor actividad, posteriormente los extractos de hojas de
guayabo, golondrina y mangle. Observamos que experimentos anteriores, los extractos
acuosos ejercieron menor poder antimicrobiano que los etanélicos.

La CMI en medio ICC fueron diferentes en cuanto a las detectadas en Duncan-Strong,
esto se pudo presentar debido a que el método de dilucion utilizado para el ensayo es afectado
por distintos factores como el medio de crecimiento, contenido catidnico y de proteina, lo que
puede influir sobre el metabolismo del microorganismo y responder de diferente manera
(Masako, L. 1989).

En la literatura se menciona que la CMI es una concentracion del anitmicrobiano en la
que una pequefia proporcion del inéculo original puede permanecer viable y sobrevivir al
crecimiento si el microorganismo se subcultiva en medios libres del inhibidor. Masako ef a/
1989, recomienda utilizar el método de cuenta viable de células en placa para determinar si la
inhibicion del crecimiento por los extractos es bactericida o bacteriostatica en nuestros ensayos
resembramos los tratamientos en tubos con medio ICC y no se detectd crecimiento del
microorganismo por lo que presumiblemente las concentraciones determinadas fueron
bactericidas.

Para la segunda etapa de este trabajo se continué con tres extractos debido a que la
CMI en el medio Duncan-Strong para el Mangle rojo fue muy alta y no resultaba practico
continuar con su determinacion. Establecimos el efecto de los extractos etandlicos y acuosos de
Palo de Brasil, Hojas de guayabo, y Golondrina a las concentraciones del 25, 50 y 75% de la
CMI en Duncan- Strong, estos fueron presentados en la Tabla 4. No detectamos presencia de
enterotoxina mediante la técnica de ELISA utilizada. Con respecto al método, Granum ef a/en
1984 mencionaron que falsos resultados negativos en cuanto a la deteccion de toxina pueden
presentarse de acuerdo a la variantes de la técnica de ELISA utilizada ya que no se presenta el
mismo limite de deteccién, por lo que un método adecuado para la deteccion de enterotoxina

en sobrenadantes debe ser evaluado. Posteriormente Berry er &/ en 1988 evaluaron los
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métodos de ELISA, RPLA y células Vero para la deteccion de enterotoxina y determinaron que
el método de ELISA fue la técnica mas especifica, sensible y reproducible.

Bl efecto de los extractos sobre la produccion de toxina no solo se ha evaluado en C.
perfringens, Jacora er alen 1979, evaluaron ¢l efecto del aceite garlico y de cebolla sobre la
produccion de toxina por Clostridium botulinum en came y demostraron que estos extractos
fueron capaces de inhibir la produccién de toxina de C. botwlinum tipo A. Nosotros
encontramos que los extractos probados inhibieron totalmente la produccion de la toxina.

En cuanto a la determinacion del efecto de los extractos sobre la esporulacion
observamos que el extracto etanélico de Palo de Brasil disminuyé la esporulacién conforme se
incrementaba la concentracién del extracto, sin embargo las observaciones al microscopio al
25% de la CMI de Palo de Brasil se apreciaron bacilos con esporas y esporas libres, mientras
que al 50 y 75% bacilos sin espora y una menor cantidad de esporas libres.

El extracto acuoso de Palo de Brasil, demostré una marcada reduccion en el niimero de
células al 25 al 50% de la CMI y ausencia de crecimiento de colonias a la concentracion del
75% del CML. Sin embargo, al microscopio se observaron bacilos esporulados al 25% de la
CMI, principalmente bacilos sin espora y una pequeiia proporcion de bacilos con espora al
50%, mientras que al 75% se observaron (nicamente bacilos no esporulados. Este
comportamiento se presentd igualmente con los extractos de Guayabo.

Los resultados anteriores pueden sugerir que a mayores concentraciones de los
extractos utilizados se retardd e proceso de esporulacion de C perfringens, cabe la
probabilidad de que a mayores concentraciones de los extractos se retardara el proceso de
esporulacion y a la vez la sintesis de toxina. Ademas, en algunos extractos como el caso de
Palo de Brasil acuoso y Guayabo tanto acuoso como etandlico en donde se observaron bacilos
esporulados pero no esporas libres, es probable que se sintetizara la enterotoxina pero no fue
liberada por lo que no pudo detectarse en los sobrenadantes, de manera que es necesario de la
lisis de la célula madre para su liberacion y deteccion. Los resultados reportados del conteo de
esporas pudieron ser consecuencia de la lisis de la célula madre inducida por e choque térmico
aplicado y también por la germinacion de |as esporas libres. En particular los extractos de Palo
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de Brasil y Hojas de Guayabo ejercieron un efecto sobre la disminucién de la esporulacién pero
no en la viabilidad de la esporas.

Comprobamos que otros extractos tienen accién mas potente contra la esporulacion
como el caso del extracto de Golondrina, donde se produjo la inhibicion de la esporulacion a
las concentraciones utilizadas; Esto fue corroborado con las observaciones microscopicas en
donde solo se observaron bacilos sin espora.

Los resultados reportados en esta investigacion son base para futuros experimentos. En
este trabajo utilizamos extractos crudos de los cuales no se separaron los compuestos
antimicrobianos, sin embargo es necesario continuar con estos ensayos y determinar e o los
compuestos que llevan a cabo la actividad biolégica antimicrobiana.

Es necesario también determinar la estabilidad de la actividad biolégica del extracto,
puesto que algunas sustancias pueden ser termolabiles o hidroliticamente inestables (Kinghorn.
A. D, 1994), Paz et a/en 1995, mencionaron que los extractos deben ser evaluados durante
un periodo de 6 meses para verificar su actividad. En nuestra investigacion observamos que
algunos extractos pierden su capacidad antimicrobiana con el tiempo como fue en el caso del
extracto de Palo de Brasil,

Rocio ef af en 1989, mencionaron que los agentes antimicrobianos aislados de plantas
pueden actuar como reguladores del metabolismo intermedio, al activar o bloquear una accién
enzimatica, remover 6 neutralizar un inhibidor que influye en la toma de nutrientes en el medio
¢ afectando la sintesis de enzimas a nivel nudear o ribosomal, cambiando estructuras de
membrana o sustituyendo un factor limitante en el metabolismo intermedio. Por lo que seria de
gran importancia una vez caracterizado el o los compuestos activos, determinar su accion a
nivel molecular.

Sin embargo, junto con lo anterior un aspecto sumamente importante es definir la
toxicidad del compuesto a fin de establecer el posible potencial de la planta o & riesgo que
acompaiia la administracion oral. Estudios realizados por Balandrin en 1985 demostraron la
presencia de diterpenos esteres en especies de Fupfrorbia, los cuales son potentes irritantes y
cocarcinogenos.
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La evaluacion del modo de accién antidiarréico de los extractos de hojas de Guayabo
fue reportado por Caceres en 1990 y Meckes, M en 1997, mencionaron que Jas hojas de
Guayabo contienen quercetina, una droga capaz de inhibir contracciones del ileum “in vitro”
por una estimulacién transneural eléctrica lo que induce a una disminucion del peristaltismo en
¢ intestino delgado. La potente actividad de esta planta como antimicrobiano habia sido
anteriormente evaluada por Masako ef a/en 1989 contra enterobacterias, sin embargo no se
tenian reportes contra C. perfringens. Ambos efectos del extracto de las hojas de Guayabo
podrian justificar su uso en la medicina tradicional.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo proporcionaron una base cientifica para
el uso popular de plantas antidiarréicas desde el punto de vista microbiolégico al evaluar su
efecto sobre C. perfringens el cual es de gran problematica en la industria de alimentos y salud
publica.

Como punto final de discusion podemos confirmar la hipétesis propuesta al inicio de
este trabajo, al demostrar que algunas plantas usadas en la medicina tradicional para el
tratamiento de enfermedades gastrointestinales, evitan el crecimiento, la produccion de

enterotoxina o |a esporulacion de C. perfringens. La hipétesis fue aceptada.
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CONCLUSIONES

El crecimiento de C. perfringens FD-1041 fue inhibido por |3 extractos de
plantas medicinales.

Los extractos etandlicos y acuosos de Hyptis verticillata (hierba del negro) y
Lippia dulcis (Hierba dulce) no ejercieron efecto sobre el crecimiento del
microorganismo.

Los extractos etandlicos presentaron un mayor efectos inhibitorio que los
extractos acuosos.

El extracto etandlico de Haemoatoxylon brasiletto ejercidé una mayor
actividad antimicrobiana, mientras que el extracto acuoso de Fuphorbia postrata
presentd la menor actividad en medio ICC y Duncan Strong.

Las Concentraciones Minimas Inhibitorias variaron segiin el medio de cultivo
utilizado para el crecimiento de C. perfringens FD-104 1.

No se detectdé produccién de enterotoxina por C. perfringens FD-1041 a un
25, 50 y 75% de la CMI de los extractos etandlicos y acuosos de Haematoxylon
brasiletto, Euphorbia postrata y Psidum guajava.

El extracto de Euphorbia postrata inhibié el proceso de esporulacion de C.
pertringens FD-104 1.

Los extractos de Haemoatoxylon brasiletto y Psidum guajava disminuyeron la
produccion de esporas termoestables dosis dependientes.
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