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RESUMEN 

El grupo de E. coli enterohemorrágica (EHEC) y más frecuentemente el serotipo 

0157:H7 comprende un grupo de bacterias que han emergido como causa importante 

de enfermedades gastrointestinales por el consumo de alimentos contaminados tanto en 

países desarrollados como en los subdesarrollados y eventualmente este grupo de 

microorganismos poseen factores de virulencia comunes tales como la proteína 

intimina, que le permite la adhesión a células del epitelio intestinal, células sanguíneas 

y células nerviosas así como las toxinas tipo shiga, las cuales actúan a nivel de células 

del epitelio intestinal inhibiendo la síntesis proteica en esas células. 

Varios investigadores han demostrado que algunos extractos de plantas poseen 

efecto sobre el crecimiento de E. coli, sin embargo, pocos reportes existen sobre el 

serotipo enterohemorrágico. En nuestro trabajo analizamos la actividad extractos 

etanólieos y acuosos de 35 plantas medicinales del noreste mexicano sobre EHEC. 

Encontramos que de 35 plantas analizadas, sólo el extracto etanólico de palo de Brasil 

(Haematoxylon brasilettó) tuvo efecto sobre el crecimiento, la producción de la 

verotoxina y la adhesión de E. coli sobre células HeLa, obteniendo a una 

concentración de 4.00 ± 0.1 mg/ml la concentración mínima inhibitoria del 

crecimiento, también se vio un efecto muy marcado de inhibición sobre la producción 

de las verotoxinas tipo 1 y tipo 2, inhibiendo la producción hasta un 99% y 98% 

respectivamente a concentraciones más bajas de su CMI, es decir a 3 mg/ mi (75% del 

CMI); Además la adhesión se vio afectada cuando diferentes concentraciones del 

xn 



extracto se expusieron tanto a las bacterias como a las células Hela, sugiriendo un 

bloqueo de los receptores que intervienen en la adhesión bacteriana. 

Los resultados aquí mostrados abren nuevas alternativas para combatir bacterias 

que pueden tener mecanismos alternos para resistir la acción de antibióticos y además 

poder respaldar el uso de la medicina tradicional en muchos países con tan rica cultura 

tradicional como México y otros países latinoamericanos. 
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ABSTRACT 

Enterohemorragic E. coli group (EHEC) and more frequently the 0157:H7 

serotype are part of a bacteria group which have raised as important agents of 

gastrointestinal disorders by consumption of contaminated food in developed and 

undeveloped countries. These microorganisms could have virulence factors such as the 

intimin protein, which allows adhesion to epithelial intestinal, blood and neuronal cells; 

and verotoxins which act in epithelial intestinal cells inhibiting protein synthesis. 

Several researchers have demonstrated that many plant extracts have activity against 

growth of E. coli, however, there are a few reports on the effect on enterohemorragic 

serotypes of this bacterium. In this work, we studied ethanolic and aqueous extracts of 35 

medicinal plants from Northeast Mexico against EHEC. Only one out of 35, the ethanolic 

extract of palo de Brasil (Haematoxylon brasiletto) had effect against growth, verotoxin 

production and adhesion of E. coli on HeLa cells. The minimal inhibitory concentration 

was 4.00 ± 0.1 mg/ml, lower concentrations inhibited verotoxins type I and type II 

production; at 3 mg/ml (75% MIC) an inhibition of toxin production of 99% and 98% 

respectively was observed. In addition, adhesion between bacteria and HeLa cells was 

affected when both were individually exposed to different concentrations of ethanolic 

extract. This could suggest that the extract could block in some way, both bacterial and 

cellular receptors. 

Our results open new alternatives in the effort to combat bacteria, and help 

to scientifically validate the use of this plant in the traditional medicine in many countries. 



1. INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades diarreicas causadas por patógenos invasivos y toxigénicos 

constituyen un agudo problema de salud En el intestino humano el movimiento de 

iones, agua y macromoléculas entre las células y el lumen intestinal es dependiente de 

la organización estructural y funcional de éstas células. La alteración de alguno de los 

estados de organización pudiera resultar en el desarrollo de las enfermedades diarreicas. 

Usualmente, la causa de la diarrea puede ser debida a la acción de toxinas o por la 

invasión microbiana dentro de las células intestinales. Las enfermedades infecciosas 

debidas a organismos enteropatogénicos pudiera, en un principio, ser tratadas por el 

bloqueo de la fijación de los patógenos y/o sus toxinas a sus lugares de unión en las 

células blanco hospederas (Coconier, M. H., 1997). 

Dentro del grupo bacteriano de E. coli existen cinco tipos patogénicos 

caracterizados por sus factores de virulencia y el tipo de síntomas que causan, éstos son 

clasificados por sus respectivos serotipos flagelares (H) y somáticos (O) (Griffin, P.M., 

1995). Uno de los más importantes patógenos de alimentos hoy en día ha llegado a ser 

Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC) que posee factores de virulencia como la 

proteína de adhesión, la intimina y las toxinas denominadas verotoxinas (Cézame, P., 

1999) que pueden causar náuseas, dolor estomacal, diarrea hemorrágica y 

complicaciones severas como el síndrome urémico hemolítico y la trombocitopenia 

púrpura. Los afectados principalmente son los niños, los ancianos y los pacientes 

inmunocomprometidos (Snyder, P., 1998). La responsable de estos problemas es una 



vero toxina producida por esta bacteria. El serotipo más frecuentemente involucrado es 

el 0157:H7. 

La resistencia contra los antibióticos por parte de algunos patógenos se ha 

incrementado en los últimos años, este es un gran problema de salud debido a que las 

alternativas para combatir algunas bacterias han disminuido. Una alternativa promisoria 

es el uso de plantas medicinales que puedan presentar sustancias capaces de combatir a 

las bacterias de interés. Esto no es nuevo ya que desde el tiempo de Luis Pasteur se han 

investigado las bondades de las plantas medicinales, considerándose una buena 

alternativa de antimicrobianos. Muchos países latinoamericanos tienen una gran cultura 

en el ramo de la medicina tradicional o medicina folklórica, en donde las culturas 

ancestrales usaban las plantas como medicamentos (Cáceres, A., 1990). 

Muchos trabajos realizados con extractos de plantas a fin de estudiar sus 

propiedades antimicrobianas, han dado buenos resultados al encontrar actividad 

inhibitoria del crecimiento de los patógenos. Sin embargo, no existen muchos trabajos 

en donde se haya estudiado el efecto de estos extractos contra la producción de factores 

de virulencia y patogenicidad de los microorganismos. Nosotros en este trabajo 

abordamos este aspecto. Por lo que el presente trabajo busca demostrar que ciertas 

plantas usadas en la medicina folklórica del noreste Mexicano tienen actividad contra el 

crecimiento, la producción de verotoxinas y/o la adhesión a la linea celular HeLa a fin 

de dar un respaldo científico, así como ofrecer alternativas terapéuticas contra E. coli 

0157:H7 y las enfermedades que esta provoca. 



2. ANTECEDENTES 

2.1 Escherichia coli 

Escherichia coli es una bacteria perteneciente a la familia Eníerobacteriaceae, y 

fue primeramente descrita hace más de 100 años, por Theodore Escherich. Esta bacteria 

es un bacilo anaerobio facultativo gram-negativo que generalmente coloniza de manera 

comensal el tracto intestinal de recién nacidos durante la primera semana de vida, por lo 

que puede residir en cualquier momento en el intestino humano. Sus cientos de 

serotipos son diferenciados de acuerdo a la presencia de dos de sus principales 

antígenos, el O (somático) y el H (flagelar) (Griffin, P.M. et al, 1995). 

E. coli y otros tipos de bacterias dentro del intestino son necesarios para proveer 

vitaminas esenciales como la vitamina K y complejos vitamínicos del tipo B (Cézame, 

P., 1999). La mayoría de las cepas no patógenas de esta especie están presentes en la 

flora normal del intestino, sin embargo, una pequeña minoría son patógenas y pueden 

causar diferentes cuadros clínicos, tales como infección renal, meningitis o diarrea 

(Nisa, I., 1998). 

2.2 Grupos Bacterianos de E. coli Patogénicas 

Al menos existen cinco tipos diferentes de E. coli patogénicas: E. coli 

enteropatogénica (EPEC), E. coli ¿íeroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva 

(EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC) y E. coli enterohemorrágica (EHEC). Se ha 

visto que cada tipo patogénico posee un grupo específico de factores de virulencia que 



pueden ir desde adhesinas específicas e invasinas hasta diferentes toxinas (Nisa, L, 

1998). 

2.2.1 E. coli enteropatogénica (EPEC) 

Este grupo tiene una mayor importancia como causa de diarrea endémica en 

países en desarrollo. Es la principal causa de diarrea infantil en estos países. Este grupo 

bacteriano produce intimina, una adhesina del tipo no fimbrial, la cual media la 

adhesión a la mucosa intestinal. Causa diarrea acuosa o sanguinolenta, la cual esta 

asociada a la adhesión (Nisa, I., 1998). Produce una característica histopatológica, al 

igual que EHEC, conocida como lesión de Fijación y Borramiento, "Attaching and 

Effacing Lesiónla cual es esencial para la completa patogenicidad. Algunos serotipos 

de este grupo bacteriano fueron relacionadas por primera vez con brotes de diarrea 

infantil entre los años cuarenta y cincuenta (Frankel, G., 1998 y Hartland, E., 1999). 

Uno de los procesos principales para que exista una mejor adhesión es la 

producción de una proteína que es secretada y transferida a las células huésped donde es 

fosforilada e insertada en la membrana para crear un epítope superficial de fijación 

para la intimina. Esta proteína ha sido llamada receptor translocado para intimina, 

Translocated inümin receptor, Tir. Luego que la bacteria se adhiere a la célula mediante 

la intimina y Tir, se genera una adhesión íntima y una acumulación de actina 

polimerizada en pedestal produciendo un rearreglo de los componentes de la membrana 

celular afectando el transporte de solutos, iones y agua, provocando de esta manera la 

diarrea (Hicks, S., 1998). 



2.2.2 E.coli enteroagregativa (EAEC) 

E. coli enteroagregativa es asociada con la diarrea aguda y diarrea persistente en 

niños. Esta bacteria al igual que EPEC no secreta enterotoxinas; la característica de esta 

bacteria es la producción de una estructura denominada fimbria de adherencia 

agregativa, lo que al adherirse a las células intestinales induce un acortamiento de las 

vellosidades, necrosis hemorrágica y una respuesta inflamatoria, produciendo ima 

estimulación de la secreción mucosa manifestada con diarrea acuosa, con mucho moco 

y además fiebre (Griffin, P.M., 1995). Otros estudios han detectado que produce una 

toxina enteroagregativa termo-estable (EAST1), la cual actúa a nivel del sistema 

intracelular de la guanilato ciclasa. Ha sido implicada como una causa de diarrea 

persistente en niños quienes tuvieron un inicio agudo de diarrea acuosa asociada con 

vómito y deshidratación, sobre todo en países en desarrollo. Estos organismos han sido 

implicados en brotes causados por alimentos como agua contaminada (Griffin, P.M. y 

RTauxe, 1996). 

2.2.3 E. coli entero invasiva (EIEC) 

Esta bacteria puede causar la disentería bacilar, cuadro clínico muy similar al 

causado por Shigella, con quien E. coli comparte genes de virulencia. EIEC puede 

invadir y proliferar en las células epiteliales de la mucosa del colon, el sitio de acción y 

puede llegar a matar las células. Clínicamente da por resultado una disentería 

bacteriana, y se caracteriza por la presencia de sangre y moco en las heces de personas 



infectadas, además de calambres abdominales, vómito, fiebre y malestar general 

(Griffin, P.M., 1995). 

2.2.4 E. coli enterotoxigénica (ETEC) 

Este grupo bacteriano causa la conocida diarrea producida en viajeros quienes 

estuvieron en países en desarrollo, así como diarrea en niños. Este organismo produce 

enterotoxinas, las cuales inducen a la secreción de agua y electrolitos dentro del lumen 

intestinal, muy similar a los síntomas causados por V. cholerae. Estas enterotoxinas son 

del tipo termo lábil (LT), y termo estable (ST), y colonizan a nivel del intestino delgado 

mediante adhesinas fimbriales; esta bacteria no es invasiva. El organismo es adquirido 

por la ingestión de alimentos y aguas contaminadas. La adhesión al epitelio intestinal ha 

sido correlacionada con la producción de antígenos específicos para el huésped, de los 

cuales los K88, K99, F41 y 987P son encontrados en las cepas de origen animal y, en 

las cepas para humanos hay dos importantes factores de colonización, l y ü (CFA/I y 

CFA/H) y también se han encontrados antígenos diferentes producidos para humanos 

descritas como CFA/IÜ, PCF8775 o CFA/TV y antígeno 2330 (Darfeuille- Michaud, A., 

1990). 

2.2.5 E. coli enterohemorrágica (EHEC) 

Esta bacteria causa muchos síntomas como náuseas, dolor abdominal, diarreas, 

colitis hemorrágica, síndrome urémico hemolítico, y la trombocitopenia púrpura. Las 



bacterias de este grupo bacteriano producen verotoxinas las cuales son los factores de 

virulencia más importantes. 

2.3 E. coli enterohemorrágica 

Escherichia coli 0157:H7 inicialmente fue reconocida en 1982 en los Estados 

Unidos y ahora ha emergido como importante patógeno entérico en Canadá, Estados 

Unidos y Reino Unido con muchos brotes y muchos casos esporádicos de colitis 

bemorrágicas, enfermedades diarreicas, síndrome urèmico hemolítico (SUH) y 

trombocitopenia trombótica púrpura (Weeratna, R., 1991), ocurridas en enfermerías, 

centros de cuidado diario y comunidades (Ratman, S., 1988). 

Aunque ya se había reportado su presencia a principios de 1993 este serotipo 

(0157:H7) recibió considerable atención después de un gran brote causado por el 

consumo de hamburguesas contaminadas, servidas en un restaurante de comida rápida 

en los Estados Unidos. Más de 700 personas fueron afectadas en cuatro estados del país. 

Se reportaron complicaciones graves tales como SUH en 51 pacientes y cuatro de ellos 

murieron. A partir de entonces, la atención y los estudios de este serotipo han ido 

aumentando. Se sabe que actualmente en los Estados Unidos entre 10,000 a 20,000 

casos son reportados cada año (Palumbo, R., 1995). 

Dentro de la especie E. coli, este grupo enterohemorrágico posee marcadores 

bioquímicos distintivos, un 100% de reacción negativa para la P-glucoronidasa y la 

fermentación de sorbitol y un 100% de reacción positiva para rafinosay dulcitol, lo que 

facilita su aislamiento y/o su identificación. Otra característica importante es la 



producción de verotoxinas (conocidas como toxinas tipo Shiga) (Raiman, S., 1988 y 

Feng, P., 1998). Además este serotipo 0157:H7 parece ser una nueva cepa, la cual 

primero obtuvo la habilidad para producir la adhesión de fijación y borramiento, 

características que comparte con el grupo EPEC, y luego adquirió genes codificados en 

fagos para la producción de verotoxinas (Palumbo, R., 1995). Este grupo bacteriano 

también ha sido aislado de pacientes con diarrea no complicadas así como también de 

personas sanas (Boerlin, P., 1999). 

Escherichia coli 0157:H7 tiene una alta tolerancia al ácido y crece a pH tan 

bajos como 4 y 4.5, esta tolerancia ha sido identificada como un determinante de 

virulencia, desde que este comportamiento mejora la habilidad de las células a 

sobrevivir a condiciones ácidas de las primeras regiones del tracto gastrointestinal y 

pasar a colonizar el intestino, además de que también le permiten sobrevivir durante el 

procesamiento y almacenamiento en carne fermentada y otros alimentos que tienen un 

pH final de 4.5- 5.5 (Dufíy, G., 2000). 

2.3.1 Verotoxinas 

Las toxinas tipo shiga o verotoxinas son una familia de citotoxinas producidas 

por algunas cepas de E. coli, y es el más importante factor de virulencia de estas 

bacterias. Las cepas de E. coli han sido previamente identificadas las cuales producen 

una citotoxina similar a la producida por Shigella dysenteriae 1 (Shiga toxina). Esta 

toxina, referida como toxina tipo shiga I fue descrita en 1982 por O'Brien y 

colaboradores, y parece ser la misma que produjo una cepa 0 2 6 H 3 0 citototóxica para 

células Vero (linea celular de rinón de mono), descrita por Konowalchuk y 



colaboradores en 1977 (Weinstein, D., 1988 y MacLeod, D.L., 1989). Se denominó 

verotoxina porque era capaz de inducir la formación de vacuolas en células Vero. Esta 

tiene dos variantes: Verotoxina I (Vt 1) y Verotoxina II (Vt II) (Proulx, F., 1992). La 

producción de Vts es reconocida ahora como una importante característica de todas las 

cepas de EHEC implicadas en el SUH, el cual es una complicación producida por estas 

bacterias. La mayoría de las cepas de este tipo producen y secretan ambas variedades de 

la toxina, sin embargo, se han visto que algunas producen sólo una de ellas, Vt I o Vt II 

(Karmali, M., 1985). La Vt I se encuentra predominantemente en los lisados celulares, 

mientras que la Vt II es encontrada en los filtrados de los cultivos (Palumbo S., 1995). 

Desde que las bacterias pueden estar en cualquier microambiente, es posible que 

ellas pueden adquirir información genética de otras fuentes como virus bacterianos, 

plásmidos o sólo pedazos desnudos de DNA. En algunos casos esta información puede 

ser necesaria para que la bacteria sobreviva en otras condiciones. En el caso de E. coli 

serotipo 0157:H7 y los demás serotipos que producen y secretan verotoxinas, las 

bacterias parecen haber sido afectadas con un virus bacteriano, el cual tuvo la habilidad 

de insertar su propio DNA dentro del cromosoma bacteriano. Esta secuencia genética 

contuvo la información para la producción de las verotoxinas (Cézame, P.,1999). 

Estructura de las Verotoxinas 

Dos categorías de verotoxinas han sido distinguidas. La Vt I es casi idéntica a la 

toxina shiga producida por Shigella dysenteriae en la secuencia de aminoácidos y no 

puede ser distinguida de ésta toxina, serológicamente hablando. En tanto que la Vt II es 

menos relacionada a la toxina shiga de Shigella y no es neutralizada por los anticuerpos 



contra Vt I o la toxina Shiga de S. dysenteriae (Boerlin, P., 1999). Tanto la verotoxina I 

(Vt I) como la verotoxina II están formadas por una subunidad A de casi 33 kDa y de 5 

subunidades B de 7.5 kDa cada una. Estructuralmente esta toxina tiene una similitud 

con la toxina termolábil (LT) producida por ETEC. La subunidad A tiene un fragmento 

N-terminal (Al ) en el cual reside su actividad enzimàtica, y un fragmento C-terminal 

(A2). Las subunidades B forman una estructura esférica con un poro en el centro, las 

cuales reconocen a un receptor, globotriasilceramida (Gb3), el cual está presente en 

grandes cantidades en células epiteliales intestinales, renales, trombocitos, eritrocitos y 

probablemente en otras células (Boerlin, P., 1999). 

Modo de acción de las verotoxinas 

Una vez que ha ocurrido el reconocimiento hay intemalización de la toxina. El 

fragmento A l interactúa con la subunidad ribosomal 60S y se fija en el RNAr 28S, en 

donde cataliza la remoción de un residuo de adenina de la molécula de RNAr, el cual es 
b 

el sito de unión del factor de elongación 2 (EF-2) durante la síntesis de proteínas 

(Snyder, P., 1998). 

Similitud entre la verotoxina tipo I v tipo II 

La verotoxina II (Vt II) es muy similar a la Vt I en su modo de acción, estructura 

y características bioquímicas generales. Sin embargo, la secuencia de aminoácidos de 

las dos toxinas difieren substancialmente, hay 57% de homología entre la subunidad A 

y 60% entre la subunidad B. El receptor para Vt ü es también el Gb3, aunque la 



afinidad de fijación de Vt D es menor, comparándola con Vi I. Los genes para Vt II son 

mediados al parecer, por el mismo fago (Snyder, P., 1998). 

Existen variantes de la verotoxina II, las cuales se denominan como Vt ü v y son 

serológicamente relacionadas con Vt II teniendo un 94% de homología en la secuencia 

de aminoácidos y una neutralización cruzada para su actividad citotóxica, pero es 

significativamente diferente, debido a que Vt Üv ha sido implicada en la enfermedad de 

edema de cerdos (ED). Una explicación razonable de la patogénesis de ED es que 

ciertas cepas de E. coli colonizan el intestino delgado de cerditos y producen la Vt üv, 

la cual es absorbida y causa daño a nivel del endotelio vascular resultando en edema 

(MacLeod D.L., 1989). En este caso el receptor es Gb4, el cual da a esta toxina un 

diferente rango de células afectadas. Los genes para Vt lie, la cual es una de las Vt üv, 

son cromosómicos y no asociados a fagos. Se ha encontrado un 91% de asociación de 

toda la secuencia nucleotídica entre Vt II y Vt lie, con una más alta homología en las 

subunidades A (98%) que en las subunidades B (70.6%). Vt lie producidas por EHEC 

están asociadas con la enfermedad de edema en cerdos. 

Las toxinas de EHEC juegan un papel importante en la respuesta inflamatoria 

que causa el HUS. La manera en que Vt podría mediar el HUS no esta claro, se piensa 

que a través de hematógenos esparcidos, los cuales dirigen el daño a órganos blancos 

afectando a nivel del endotelio celular, particularmente del glomérulo renal (Snyder, P., 

1998) 



2.3.2 Enterohemolisinas 

Además de las verotoxinas, EHEC también produce otro tipo de toxinas, como 

las enterohemolisinas, las cuales han demostrado tener una fuerte correlación con la 

producción de verotoxinas. Estas enterohemolisinas están asociadas a la célula, por lo 

que parece ser una proteína externa de membrana de 60 kDa y tiende a ser producida 

sólo en la fase tardía del crecimiento del microorganismo y ha sido sugerido que es 

también otro factor de virulencia adicional de este serotipo (Bamett, D., 1997) 

2.3.3 Factores de Adhesión 

Originalmente, para la mayoría de los enteropatógenos, se ha descrito que se 

requiere la adhesión del microorganismo o sus toxinas a las células del huésped para 

desarrollar la enfermedad utilizando los receptores ya existentes. La adhesión a células 

intestinales es el primer paso de la patogenicidad bacteriana, esto requiere factores 

especializados codificados por la bacteria, los cuales directamente se fijan a los 

receptores de las células huéspedes. La fijación de las bacterias patogénicas a las 

superficies de las células epiteliales intestinales puede tener muchos resultados 

incluyendo la colonización, daño celular, internalización, disturbios de los mecanismos 

celulares regulatorios y proliferación intracelular. Como consecuencia, la superficie es 

reducida y es caracterizada por un alto número de enterocitos inmaduros, la mucosa 

dañada tiene una mínima capacidad para el transporte activo de Na y Cl, el estado de la 

secreción de base lineal de aniones y las funciones absortivas-digestivas son 

pobremente desarrolladas (Coconnier, M., 1993). 



En el caso de EHEC se tiene un novedoso modelo de adherencia, se ha 

establecido que el microorganismo manufactura e inyecta sus propios receptores dentro 

de las células huéspedes, para poder fijarse, este compartimento es similar al de las 

bacterias del grupo EPEC. Esto es mediado por una proteína bacteriana de 78 kDa 

llamada Tir, la cual es exportada e inyectada a las células huéspedes y es modificada 

por un receptor descrito como Hp90 (Bell, B., 1994). Hay datos obtenidos por Hartland 

y colaboradores, donde se da evidencia de que la intimina puede fijarse 

independientemente a las células huéspedes aún en la ausencia de la proteína Tir. Esta 

interacción independiente de Tir y la habilidad de EPEC y EHEC a inducir lesiones de 

fijación y borramiento, requiere de un módulo tipo lectina intacto que reside en la 

terminación carboxi del polipéptido intimina (Hartland, E., 1999 y Hicks, S., 1998). 

Esta proteína de superficie de 94 kDa llamada Intimina (EaeA), es codificada por 

el gen eaek (Frankel, G., 1998). La fijación de EHEC y EPEC es mediada por 

glicoesfíngolípidos y fosfolípidos específicos de la membrana celular. Muchas cepas 

EHEC de serotipo 0 1 5 7: H7 se fij an a gangli oas il cerami da (Gb4) y 

fosfatidiletanolamina (PE) y débilmente a gangliotriasilceramida (Gb3). La fijación a 

PE es dependiente de la temperatura y es sensible a cationes divalentes (Barnet, D., 

1997). 

En trabajos realizados previamente se ha demostrado que la adhesión de E. coli a 

células HeLa (células de cáncer cérvico uterino) y células del epitelio colonico de 

humano fue mayor durante la fase de crecimiento exponencial. Además, se ha reportado 

que bajas concentraciones de hierro disminuyeron la adhesión, mientras que las células 



bacterianas cultivadas bajo condiciones anaerobias mostraron un incremento marcado 

en la fijación a células HeLa. 

Los autores concluyeron que esta adhesión es medida por adhesinas específicas 

(Urabi, 2 0 0 h http./Aveb.bham.ac.uk./bcm4gth6/vtec/isue3/vtec202.html). 

2.3.4 Serotipos de EHEC 

Este grupo patogénico esta formado por cepas de E. coli que contienen los 

siguientes serotipos: 02.H5, H6; 048:H21; 0112.H2; 0145.H25; 04.H10; 050.H7; 

0113:H2, H21; Ol46:H8; 05:H-; 055:H6, H7, H10; 0114:H4; 0153:H25; 06:H2; 

086:H40; 0115:H10, 0157:H7; 018:H70, 091:H10, H21; 0117:H4; 0163:H19; 

022:H8; 098:H-; OlI8:H12; OI65:H25; Q26:H11; 0103:H2, OU9;H6; 0168:H-; 

038:H21; Ol21:hl9; 0?:H2, H7, H19, H21; 045:H2; 0105:H18; 0125:H-; 046.H31; 

OI 11:H2. H8. H-: Ol28:H2, H25 (Snyder, P., 1998). De todos ellos, el serotipo 

0157:H7 ha emergido como el más frecuentemente implicado en brotes importantes de 

enfermedades gastrointestinales en países desarrollados. 

2.3.5 Enfermedades causadas por EHEC y sus complicaciones 

Dentro de las principales complicaciones provocadas por este microorganismo, 

está la colitis hemorrágica la cual usualmente comienza con calambres abdominales y 

diarrea, seguida por diarrea sanguinolenta y en algunas ocasiones (5%) el SUH, el cual 

afecta principalmente a niños menores de 10 años. Este se caracteriza por la destrucción 

de los glóbulos rojos, el daño de las células de las paredes de los vasos sanguíneos y, en 



muchos casos, deñciencias renales. Los pacientes con HUS presentan una aguda falla 

renal, trombocitopenia y anemia hemolítica microangiopática y con frecuencia seguida 

de una diarrea prodromal (Boerlin, P.,1999). La cohtis hemorrágica y el síndrome 

urémico hemolítico son enfermedades severas las cuales frecuentemente requieren 

hospitalización y HUS puede ser fatal en un 5% de los casos (Boerlin, P.,1999). Se ha 

observado que la mayoría de los casos de HUS ocurre después de una infección 

intestinal con E. coli 0157:H7. Durante las primeras etapas del HUS se presentan 

frecuentemente síntomas gastrointestinales, tales como dolor abdominal, vómito y 

diarrea sanguinolenta; esta etapa dura de I a 15 días. Muchos problemas severos se dan 

en el intestino y el colon. Para la mayoría de los niños con HUS, el vómito y la diarrea 

cesan después de 2 o 3 días. Cuando la gastroenteritis ha cesado, los niños no recobran 

su salud, permaneciendo pálidos, cansados e irritables. Durante este período, las 

bacterias se alojan principalmente en el sistema digestivo produciendo verotoxinas que 

entran al torrente sanguíneo y destruyen los glóbulos rojos y las plaquetas. El daño 

provocado por esto puede obstruir los vasos sanguíneos de los ríñones y por lo tanto 

causar lesiones renales dando como resultado una producción disminuida de orina. La 

sangre fluye al riñon y otros órganos vitales tales como el cerebro, páncreas e hígado, 

los cuales son comprometidos desencadenando a una falla en la función de estos 

órganos. Estos problemas extra- renales pueden manifestarse como un desarrollo 

repentino de diabetes e hiperglicemia, hepatitis y fallas cardiovasculares. Una vez que 

el HUS se desencadena no hay tratamiento conocido que pueda detener el progreso del 

síndrome. Los tratamientos son dirigidos para mantener los niveles específicos de 

fluidos y sales. Otra causa de HUS es el consumo de un medicamento denominado 



ciclosporina. Hay raros casos familiares de HUS que pueden reflejar una única 

susceptibilidad heredada de niños en particular contra agentes infecciosos o drogas. 

Estos niños son especialmente propensos a recurrencias de la enfermedad o más 

ligeramente a desarrollar fallas renales crónicas (Lois Joy Galler Fundation, 2001, 

http://www.loisioypaller.orp./q uestions.html). 

2.3.6 Dosis Infectiva y Alimentos Implicados del serotipo 0157:H7 

EHEC son comúnmente encontrados en el intestino de ganado, y las infecciones 

humanas son usualmente una consecuencia del consumo de carne contaminada y 

productos lácteos, los cuales han sido no apropiadamente cocinados y/o procesados. 

Muchos estudios sugieren que al menos para algunas cepas de EHEC la dosis infecciosa 

para humanos puede ser muy baja (10- 1000 UFC) (Patón, A.W., 1998). 

Todo esto favorece la ocurrencia de brotes y la dispersión de la bacteria de 

persona a persona. Solo en los Estados Unidos se estima que E. coli 0157:H7 causa 

mas de 20 mil infecciones y 250 muertes cada año (Boyce, T., 1994). Sin embargo, la 

carne no es el único vehículo que puede transmitir éste microorganismo, algunos brotes 

también han implicado otros productos como vegetales, bebidas, cidras, etc (Besser, R., 

1993; Pickering, L., 1994 y Urabi, 2001, 

http; //web. bham.ac.uk./bcm4gth6/vtec/isue3 Mec202.html.). Peter Feng en 1995, 

sugirió que la alta ocurrencia de 0157:H7 también era causada por alimentos ácidos, 

frutas, ensaladas vegetales, yogur y agua. 



2.4 Actividad de Extractos de Plantas Medicinales 

Desde tiempos inmemoriales los productos vegetales han sido utilizados con la 

finalidad de poder curar las enfermedades. Se tienen datos donde se ha señalado que 

desde la época de Luis Pasteur se comenzó a determinar la naturaleza química de los 

compuestos existentes en las plantas y que eran responsables de sus actividades 

antimicrobianas. En 1969 Johnson y Vaughin observaron que los extractos de ajo y 

cebolla eran antimicrobianos contra S. enteritidis var. Typhimurium y E. coli. 

Se han realizado una gran cantidad de estudios para determinar el efecto de 

plantas sobre diferentes microorganismo. En 1984 se realizó un trabajo donde se analizó 

el efecto de 84 plantas medicinales de Guatemala contra E. coli, S. enteritidis var. 

Typhi, S. enteritidis var. Dysenteriae y S. enteritidis var. Flexnieri y se encontró que 

todas las plantas producían inhibición del crecimiento contra estas enterobacterias 

(Cáceres, A., 1990). 

Tuncel y colaboradores (1993) probaron compuestos fenólicos extraídos de 

frutos del olivo contra bacterias enteropatógenas y se encontró que éstos tuvieron 

actividad inhibitoria del crecimiento contra E. coli OI57: H7. Siguiendo con lo mismo 

Tanira y colaboradores (1994) probaron plantas nativas de los Emiratos Árabes Unidos 

para determinar su actividad inhibitoria contra diferentes microorganismos. Ellos 

encontraron que algunos de los extractos inhibieron a K. pneumoniae y C. albicans, sin 

embargo, ninguna de las plantas probadas tuvo actividad contra E. coli y otras 

enterobacterias. 



Otros extractos que se han sido probados son los de la raíz de Cryptolepsis 

sanguinolenta (extracto etanólico) en donde se mostró actividad inhibitoria del 

crecimiento de E. coli ATTC 25922, no patogénica (Paulo, A.,1994). Un efecto similar 

fue reportado por Irobi y colaboradores en 1994, utilizando extractos de Mitracarpus 

villosus, por Kandil y colaboradores (1994) cuando utilizaron extractos de Thymus 

capitus, por Babic y colaboradores (1994) al utilizar extractos de zanahoria y por 

Bratner y colaboradores (1994), al usar 20 extractos de diferentes plantas tuvieron 

efecto inhibitorio sobre el crecimiento de E. coli. Guevara y colaboradores (1994) 

probaron los efectos in vitro de infusiones de plantas del Perú contra V. cholerae. Se 

reportó que la infusión de Malus sativa y Cydenia oblonga mostraron efecto 

bactericida, mientras que la de Persea ratissima tuvo un efecto tardío sobre la 

inhibición del crecimiento. La infusión y la decocción de Púnica granatum mostró el 

mejor efecto bactericida contra V. cholerae (Guevara, J., 1994). 

Un equipo de investigadores de Rutgers, Nueva Jersey (USA) aislaron 

componentes llamados taninos condensados o proantociani dinas a partir del fruto de 

arándano, los cuales fueron capaces de prevenir la fijación de E. coli a células del tracto 

urinario (Karmali, M., 1985). 

Muchas investigaciones han sido enfocadas a berberine (alcaloide de muchas 

plantas medicinales), debido a sus características antidiarreicas, y se ha observado que 

posee actividad contra V. cholerae OI, E. coli, y también tiene un efecto inhibitorio 

sobre la respuesta secretoria causada por la enterotoxina termoestable de E. coli y la 

toxina del cólera (Shetty, M., 1994). 



Los extractos de té negro, té verde japonés, té chino y café inhibieron el 

crecimiento de varías bacterias que causaban enfermedades diarreicas. El té y el café 

mostraron actividad bactericida contra V. cholerae, S. eníeritidis var. Typhimurium y S. 

enteritidis var. Typhi (Shetty, M., 1994). 

Aunque existe una gran cantidad de estudios sobre el efecto de los extractos de 

plantas sobre E. coli, casi no existen reportes que nos indiquen sobre el serotipo 

enterohemorrágico 0157:H7 ni sobre la adhesión del microorganismo y/o la producción 

de verotoxinas. 

Este estudio pretende analizar plantas utilizadas en la medicina tradicional del 

noreste de México con la finalidad de darles un respaldo científico, así como ofrecer 

alternativas terapéuticas contra las enfermedades producidas por E. coli 0157:H7. 



3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

3.1 HIPOTESIS 

Algunos extractos de plantas del noreste Mexicano poseen actividad sobre E. 

coli 0157:H7 inhibiendo su crecimiento, la producción de sus toxinas o la adhesión del 

microorganismo a líneas celulares. 

3.2 OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto de extractos de plantas usadas en la medicina tradicional 

del noreste Mexicano, sobre el crecimiento, la producción de toxinas y/o la adhesión de 

E. coli 0157:H7 a líneas celulares. 

3.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1.- Determinar el efecto de los extractos etanólicos y acuosos de 50 plantas 

medicinales sobre el crecimiento de E. coli 0157:H7. 

2.- Establecer el efecto de las concentraciones menores al CMI de los extractos que 

inhiban el crecimiento de la bacteria, sobre la producción de las verotoxinas. 

3.- Establecer el efecto de los extractos sobre la adhesión de los microorganismos a 

líneas celulares HeLa a concentraciones menores que concentración mínima inhibitoria 

del crecimiento. 



4. MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1 Bacterias 

Las cepas utilizadas fueron E. coli enterohemorrágica ATCC 43894 y ATCC 

43895 y E. coli ATCC 25922 (no enterohemorrágica). Éstas fueron proporcionadas por 

la Dra. Lynne A. McLandsborough del Departamento de Ciencias de los Alimentos de 
/ 

la Universidad de Massachusets, Amherst, MA, E.U. Estas se mantuvieron a 4 °C en 

Agar Soya Tripticasa (AST, DIFCO) y se realizaron resiembras periódicas cada 15 días. 

c 
4.2 Plantas utilizadas y obtención de los extractos 

Se analizaron 35 dlantas utilizadas en la medicina del noreste Mexicano para 

aliviar problemas gastrointestinales. 

Para la obtención de los extractos se pesaron 20 g de la planta seca y se 

colocaron en una licuadora a la cual se le adicionaron 100 mi de amortiguador de 

fosfatos 50 mM pH 7.2, para el caso de extractos acuosos o etanol a 96% para extractos 

etanólicos. Después de moler, se dejó macerar por 24 h a temperatura ambiente para el 

caso de extractos etanólicos y a 4 °C para los extractos acuosos. La suspensión se filtró 

w 

con papel whatman N° 1 y el sobrenadante se concentró por evaporación en un 

rotavapor R 3000 BU^HI 

a 60 °C y se secaron totalmente a temperatura ambiente. 

Posteriormente, los extractos fueron resuspendidos en amortiguador de fosfatos y 

esterilizados por filtración en membranas con poro de 0.45 |im y se hicieron alícuotas 



de 1 mi para conocer el peso seco del extracto y se almacenaron a 4 °C hasta su uso, por 

un tiempo no mayor de 15 días. 

4.3 Análisis Preliminar de Inhibición 

Para determinar la actividad de los extractos sobre el crecimiento de los 

microorganismos se utilizó la técnica del pozo, la cual consistió en adicionar los 

extractos estériles (volumen aproximado de 100 |il) en pozos hechos sobre placas con 

AST, las cuales fueron previamente inoculadas por extensión con 100 [il de las cepas de 

E. coli. Los cultivos se incubaron a 37 °C por 24 h. El efecto del extracto se detectó 

mediante la presencia de un halo de inhibición de crecimiento alrededor del pozo (Ríos, 

J.L., 1988, Brantner, A., 1994 y Kandil, O., 1994). 

4.4 Determinación de la Concentrac a Inhibitoria (CMI) 

ensayos preliminares, se le determinó su CMI. Esto se llevó a cabo a diferentes 

concentraciones en tubos con caldo soya tripticasa (CASOY) y posteriormente 

volúmenes de agua estéril a fin de alcanzar un volumen final de 3 mi en cada tubo. 

Después de incubar por 24 h a 37°C se analizó la presencia o ausencia de crecimiento, 

sembrando 100 pl del cultivo sobre una placa de Petri y luego se agregó agar soya 

del Crecimiento 

Debido a que sólo el palo de Brasil mostró efecto sobre el crecimiento en los 

inoculando al 1% (3 x 108 bacterias) las cepas de E. coli y se agregaron diferentes 



tripticasa y se incubó por 24 h a 37°C. La CMI se definió como la concentración 

mínima del extracto que inhibió el crecimiento de las diferentes cepas de E. coli 

(Verástegui, M. A, 1996). Cada prueba se realizó por duplicado y con tres repeticiones. 

4.5 Tolerancia al calor del Extracto de Palo de Brasil 

El extracto etanólico de palo de Brasil fue esterilizado por filtración y luego 

sometido a 121 °C por 15 min a fin tener una idea de la naturaleza de nuestra substancia 

activa inhibitoria. 

4.6 Cromatografía en Capa Fina y Ensayo de Bioautografía 

Se trató de aislar y detectar el (los) compuesto(s) activo(s) presente(s) en el 

y. 

extracto de palo de Brasil mediante cromatografía en capa fina. Para este ensayo se 

usaron tres mezclas de solventes como fase móvil, la primera constó de metanol: éter de 

petróleo: benceno en diferentes concentraciones, la segunda fue cloroformo: metanol y 

la tercera de etanol: metanol (ver mezclas y proporciones en tabla 2). Las placas de 20 x 

20 cm para la fase estacionaria fueron llenadas con sílica gel tipo G, tamaño 10-40 |i y 

fijador CaS04 (Sigma, Alemania). Después que las placas secaron fueron activadas a 

120 °C por 1 h. 

Para el ensayo de bioautografía se utilizó la mezcla de solventes que logró una 

mejor separación de los compuestos bajo la luz UV (cloroformo: metanol, 8:2) sobre la 

placa cromatográfica. Se dejó evaporar el solvente y posteriormente se agregó agar soya 



tripticasa, después que solidificó, se sembró 5 x 108 UFC E. coli por extensión sobre el 

agar y se incubaron a 37 °C por 24 h en cámara húmeda, al cabo de la cual se 

determinaron zonas de inhibición de crecimiento. 

4.7 Actividad sobre la Producción de Verotoxinas 

4.7.1 Obtención de Sobrenadantes con Verotoxinas 

Antes de realizar este ensayo se llevó a ¿cabo un conteo de los microorganismos 

después de 24 h de incubación con concentraciones menores a su CM1 (25, 50, y 75%) 

a fin de detectar si en estas condiciones habia una disminución considerable de la 

población microbiana, lo cual pudiera también provocar una disminución de la cantidad 

de verotoxina tipo I y tipo II a ser detectada. 

Para los ensayos de detección de toxinas se inocularon 50 de cultivo de 24 h 

de E. coli en tubos con caldo de soya tripticasa, a los cuales previamente se le 

adicionaron diferentes concentraciones del extracto de palo de Brasil (75, 50 y 25% de 

la CMI) y agua destilada estéril a fin de alcanzar un volumen final de 5 mi. Después de 

incubar los tubos por 18 h, las bacterias fueron lisadas por sonicación, posteriormente 

los tubos fueron centrifugados a 1140 g (rotor JA21) por 15 min a 2°C y se obtuvieron 

los sobrenadantes, los cuales fueron distribuidos en alícuotas de 4 mi y liofilizados. 

Para la cuantificación de las verotoxinas se utilizó el sistema comercial VTEC-RPLA 

"Seiken" (Oxoid, United Kingdom) (Beutin, L„ 1996). 



4.8 Actividad del extracto de palo de Brasil sobre la adhesión de E. 

coli a la línea celular HeLa 

Estos ensayos se llevaron a cabo siguiendo la metodología descrita por 

Darfeuille- Michaud, (1990) y que consistió en varios pasos como siguen: 

4.8.1 Radiomarcaje de E. coli 

Antes de realizar el mareaje de la cepa se realizó una curva de asimilación del 

radionucleótido por E. coli. Para esto se adicionaron 5 y 10 pCi/ml a cultivos de E. 

coli. Se realizaron cuentas cada h. Encontramos que la mejor incorporación del 

radionucleótido fue a las 3 h de incubación agregando 10 |iCi/ml. Con estos datos se 

realizó el radiomarcaje de las cepas, se inocularon tubos de 3 mi con 1% de cultivo 

fresco de la cepa (3 x 108 UFC/ml) y con 10 pCi/ml de metil- 1- 2- 3H timidina 

(Amersham Pharmacia Biotech, UK), se incubaron a 37°C por 3 h, luego estas bacterias 

fueron utilizadas para las pruebas de adhesión. 

4.8.2 Cultivo de línea celular HeLa 

La línea celular HeLa fue gentilmente donada por el Dr. Juan Manuel Alcocer 

del Laboratorio de Inmunología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la UANL. 

Las células fueron rutinariamente crecidas en medio mínimo esencial (MEM, Gibco 

BRL, Canadá) suplementado con 10% de suero bovino fetal (Gibco BRL, Canadá). 

Estas células fueron crecidas hasta confluencia a 37 °C y 5% de C0 2 . Posteriormente 



fueron disgregadas con 4 mi de tripsina- EDTA (25% Tripsina, Gibco BRL, Canadá), 

contadas y resuspendidas en medio nuevo para los ensayos de adhesión. 

4.8.3 Determinación de la adhesión de E. coli a células HeLa 

a) Pre- exposición de bacterias al extracto de palo de Brasil 

A cultivos de E. coli marcadas radioactivamente (1 x 108 bact/ mi) se le agregó 

extracto de palo de Brasil a concentraciones mas bajas del CMI (25, 50 y 75%) y se 

ajustaron con agua destilada estéril a un volumen final de 3 mi. Estas suspensiones 

fueron incubadas a 37°C por 1 h. Posteriormente los cultivos fueron centrifugados a 

1030 g por 10 min a temperatura ambiente y se lavaron con PBS en dos ocasiones. Las 

células posteriormente fueron resuspendidas en 3 mi de medio mínimo esencial (MEM, 

Gibco BRL, Canadá). Se tomaron alícuotas de 0.5 mi (5 x 107 UFC) de la suspensión 

anterior y se agregaron 0.5 mi de una suspensión de células HeLa (5 x 104 cél) se 

incubaron por una hora 37 °C y 5% C02. Luego de este tiempo los tratamientos fueron 

centrifugados a 114 g por 10 min, y se lavaron con PBS 50 mM (pH 7.2) en dos 

ocasiones. Finalmente se resuspendieron en 0.5 mi de PBS. Se tomaron alícuotas de 50 

|al y se colocaron en el centro de un pedazo de papel whatman N° 1 y se dejaron secar a 

80 °C, luego se colocaron en viales de centelleo y se agregaron 5 mi de solución de 

centelleo (Tolueno + PPO 0.06% en 100 mi de tolueno y POPO 0.006% en 100 mi de 

tolueno). 



b) Pre- exposición de la célula HeLa al extracto de palo de Brasil 

Se tomaron 0.5 mi de una suspensión con células HeLa (5 x 104 cél.) y se 

lavaron en dos ocasiones con PBS. Finalmente se resuspendieron en 0.5 mi de MEM 

que contenían diferentes concentraciones del extracto de palo de Brasil (25, 50 y 75% 

del CMI). Se incubaron por una hora a 37°C y 5% de C02. Posteriormente la 

suspensión fue centrifugada a 114 g por 10 min y fue lavada con PBS en dos ocasiones. 

Finalmente las células fueron resuspendidas en 0.5 mi de MEM al cual se le adicionaron 

0.5 mi de la suspensión bacteriana (5 x 107 UFC). Los tratamientos se incubaron por 1 h 

a 37°C y 5% C02. Después de centrifugar y lavar en dos ocasiones, se resuspendió en 

0.5 mi de PBS y se siguió el procedimiento especificado anteriormente para determinar 

las cuentas por minuto de nuestros ensayos. 

Análisis Estadístico 

En todos los estudios realizados se analizaron estadísticamente media, 

desviación estándar y comparación de medias en el paquete statistical win y, las 

gráficas fueron realizadas en el paquete Microsoft office 2000. 



5. RESULTADOS 

5.1 Análisis Preliminar de Inhibición y Determinación de la CMI 
t ^ 

V ^ ^ del Crecimiento. V 
á ̂  « v ^ 

' ^ . ^ ( / 

Se colectáronos plantas ef^hierberías uliíizadas por la medicina tradicional para 

tratar problemas gastrointestinales (Tabla 1). De estas se realizaron los extractos 

etanólicos y acuosos. Al realizar los ensayos preliminares, sólo el extracto etanólico de 

palo de Brasil fue la única que mostró efecto inhibitorio del crecimiento sobre las tres 

cepas analizadas. De este se realizó la determinación de la concentración mínima 

inhibitoria (CMI), la cual fue de 4.0 mg/ mi para las tres cepas probadas (tabla 2) . 

5.2 Determinación de algunas características del extracto de palo 

de Brasil. 

El extracto de palo de Brasil esterilizado por calor tuvo el mismo efecto de 

inhibición del crecimiento que el extracto esterilizado en frío por filtración (Fig. 1 A). 

Cuando tratamos de separar los compuestos activos presentes en el extracto, la mezcla 

de solventes que permitió una mayor cantidad bandas fue cloroformo: metanol (8: 2) 

(tabla 3). Al separar el extracto con estos solventes obtuvimos 14 bandas visibles bajo 

la luz UV (Fig.2 A). Al realizar la bioautografía no obtuvimos inhibición del 

crecimiento con ninguno de los compuestos separados (Fig. 2 B) 



Tabla 1 Halos de Inhibición del crecimiento de extractos etanólicos y acuosos de Plantas 
medicinales 

Nombre Científico* Nombre común Paite utilizada de la 
Planta 

Extracto 
Nombre Científico* Nombre común Paite utilizada de la 

Planta 
Etanóbco Acuoso 

Taxodium mucronatum Ahuefauete Corteza -

Artemisa ¡as¡mala Ajenjo Ramas -

Ocirrurtt basilicum Albahaca Hojas - -

Octnum micranthum Albacar Corteza • -

Vaccinum geminijlora Arándano Ramas - -

HeUeta parvifolia Barreta Ramas - -

Peumus boldus Boido Hojas - -

A triplex canes cens Cenizo Corteza - -

Kramería secundiflora Clameria Corteza - -

Juliana adstringens Cuachalalate Corteza - -

Artemisa mexicana Estafiate Corteza • • 

Citrus aurantium Naranja agria Flor - -

Larrea tridentata Gobernadora Hojas - -

Euphorbia próstata Hierba golondrina Hojas - -

Psidium guayaba Guayaba Hojas - -

Flourensia cernua Hoja sé Corteza • -

Lippia dulcís Hierba buena Hojas - -

Hiptis verticilata Hierba del Negro Hojas - -

Acacia fameciusa Huizache Corteza • -

Solanum mgrum Hierba Mora Hoja - -

Baccharí glutinosa Jarilla Ramas - -

Malva parviflora Malva Ramas - -

Rhizophora mangle Mangle rojo Corteza - -

Prosopis juiijlora Mezquite Fruto - -

Salvia coccínea Mirto Rama - • 

Morus alba Mora Fruto y Hojas - -

Cnidospolus urens Ortiga Ramas - -

Lantana trifolio Oro sus Ramas - -

Hoematoxylon brasiletto Palo de Brasü Corteza 1.2 ± 1 cm b -

Rosmarina officialis Rosa de Castilla Ramas 
Rosamarína officialis Romero Corteza - -

Lippia alba Salvia Real Hojas -

Jatropha cordata Sapo Hojas • -

Salve taxipholia Sauce Corteza - -

Waiteria americana Tapatola Rama - -

(•): extracto no activo sobre ei crecimiento; *: nombres específicos (Martínez M. 1979), .halo de inhibición 

Tabla 2 Concentración Mínima Inhibitoria (CM3) 

Cepas de Escherichia coli Extracto de Palo de Brasil (Haematoxylon brasiletto) Cepas de Escherichia coli 
Etanólico mg/ ml Acuoso mg/ ml 

ATCC 43894 4.0 ± 0.1 -

ATCC 43895 4.0 ±0.1 -

ATCC 25922 4.0 ±0.1 -

(•) Extracto negativo en la inhibición del crecimiento 



B 

Fig. 1A Halo de inhibición del extracto esterilizado por filtración 
IB Halo de inhibición del extracto esterilizado por calor a 121 °C por 15 min. 

Fig. 2A Separación cromatogràfica del extracto de palo de Brasil 
2B Bioautografia de la separación cromatogràfica del extracto de palo de Brasil 

(Haematoxylon brasiletto) 



Tabla 3. Mezcla de solventes utilizados en la separación cromatogràfica en capa fina del 
extracto etanólico de palo de Brasil 

Solventes Proporción de Solventes (mi) 
Mezcla Uno 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Metanol 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
Eter de Petróleo 90 80 70 60 50 40 30 20 10 

Benceno 10 20 30 40 50 60 70 80 90 
Mezcla Dos 

Cloroformo 90 80* 70 60 50 40 30 20 10 
Metanol 10 20 30 40 50 60 70 80 90 

Mezcla tres 
Etanol 90 80 70 60 50 40 30 20 10 

Metanol 10 20 30 40 50 60 70 80 90 
* Esta mezcla de solventes ñie utilizada por su mejor separación cromatográfica. 

5.3 Actividad del extracto alcohólico de Palo de Brasil sobre la 

Producción de Verotoxinas 

Para este ensayo previamente se realizó la determinación de la población 

microbiana al agregar 25, 50 y 75% del CM1 (1, 2 y 3 mg/ml) del extracto. 

Encontramos que en estos 3 tratamientos la población celular se mantenía constante 

(Tabla 4). 

Tabla 4. Efecto de Concentraciones Menores del CM1 del extracto etanólico de Palo de 
Brasil sobre el crecimiento de las 3 cepas de Escherichia coli. 

Cepas de 
Escherichia coli UFC/ml 

ATCC 43894 
75% CMl 5.65 ± 0.4 x 107* 
50% CMI 1.5 ± 0.03 x 10* 
25% CMI 7 ± 2.8 x 108 

0% CMI (control) 7 ± 1.4 x 10g 

ATCC 43895 
75% CMI 5.4 ± 0.14 x I07 

50% CMl 4.7 ± 0 x 108 

25% CMI 4.5 ± 0.42 x 10" 
0% CMl (control) 6.7 ± 0.42 x 108 

ATCC 25922 
75% CMI 5 .4± 1.1 x 101 

50% CMI 7.4 ± 0 98 x 107 

25% CMI 4 5 ±0.28 x 108 

0% CMI (control) 7 ± 0.28 x IO8 

* Promedio ± Damnen —unàat 



Para la semicuantificación de las verotoxinas I y II se utilizó el ensayo de 

hemaglutinación pasiva en reversa (VTEC- RPLA) de la compañía comercial Denka 

Seiken. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5 en donde observamos que el 

extracto de palo de Brasil sí afectó la producción de las toxinas, incluso a 

concentraciones muy bajas (1 y 2 mg/ mi, 25 y 50% CM1, respectivamente). Al agregar 

el 50% del CM1 la cantidad de verotoxinas se redujeron desde un 50% hasta un 87% y 

en el caso del 75% del CMI la reducción fue mayor del 75% (tabla 5). 

Tabla 5. Titulaciones de la Cuantificación de Verotoxinas tipo I y tipo n de las cepas 
EHEC bajo la Actividad de Diferentes concentraciones de Extracto Etanólico de Palo de 
Brasil. 

Cepas 75% CMI 50% CMI 25% CMI 0% CMI 
(3 mg/ mi) (2 m g j mi) ( l m g / m l ) (Contro l ) 

Verotoxinas 

V t l VtlI V t l v t n V t l v t n V t l v t n 

43894 1: 8 
98.44% 

1:32 
99.2% 

1:256 
50% 

1:512 
87.5% 

1:256 
50% 

1:2048 
50% * 1:512 

100% 
1:4096 
100% 

43895 1:128 
75% 

1:256 
93.5% 

1:128 
75% 

1:2048 
50% 

1:512 
100% 

1:4096 
100% 

25922 
0 0 ND ND ND ND 0 0 

Medio + 
Extracto 

ÑD: no determinado,a: porcentaje de inhibición de la producción de verotoxinas 

En general podemos decir que la cepa ATCC 43894 (Fig. 3) fue la mas afectada 

en la producción de la verotoxinas por el extracto de palo de Brasil con respecto a la 

cepa ATCC 43895 (Fig. 4). 
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Fig. 3 Efecto del Extracto de Palo de Brasil en la Producción de la Verotoxina I y n de E. 
coli 43894 a diferentes concentraciones menores de la CMI 
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Control 1 mg/ mi 2 mg/ mi 3 ma/ mi 
0% CMI 25%CMI 50%t:MI 75%CMI 

Concentraciones 

Fig. 4 Efecto del Extracto de Palo de Brasil en la Producción de la Verotoxina I y II de E. 
coli 43895 a diferentes concentraciones menores de la CMI 



Estadísticamente no pudimos hacer comparaciones de la producción de la 

verotoxinas entre los diferentes grupos, deb.do a que nuestra desviación estándar fue 

cero. 

Algo que notamos al analizar las diferentes cepas es que se produjeron 

diferencias entre los valores de toxinas encontradas en las cepas estudiadas (Fig. 5 

verotoxina I y Fig. 6 verotoxina II) 

Control 1 mg/ mi 2 mg/ mi 3 mg ral 
0%CMI 25% CMI 50% CMI 75%CMI 

Concentraciones del Extracto 

Fig. 5 Efecto del extracto de palo de Brasil en la Producción de la Vt I por dos cepas de E. 
coli. 



Control 1 mg/ mi 2 mg/ mi 3 mg/ mi 
0% CMI 25% CMI 50% CMI 75%CMI 

Concentraciones del Extracto 

Fig. 6 Efecto del extracto de palo de Brasil en la Producción de la Vt n por dos cepas de E. 
coli 

5.4 Efecto del Extracto de palo de Brasil sobre la Adhesión de E. 

coli a células HeLa 

a) Pre- exposición de bacterias al extracto de palo de Brasil 

Este procedimiento consistió en la incubación previa de la bacteria con varias 
concentraciones del extracto (3, 2 y 1 mg/ml, que representaba el 75, 50 y 25% del 
CMI, respectivamente). Nuestros resultados indicaron para la cepa 43894, que al 
agregar 1 y 2 mg/ml del extracto la adhesión casi no se vio afectada; habiendo un 96 y 
92 % de adhesión respectivamente, sin embargo, cuando agregamos 3 mg/ml de palo de 



Brasil, la adhesión disminuyó en un 88% (Fig. 7). Sin embargo, aún con estas 

diferencias visibles no encontramos diferencia estadística entre nuestros tratamientos. 

Cuando analizamos la otra cepa EHEC (43895) observamos un comportamiento 

diferente ya que se vio que se afectó más la adhesión. Encontramos que al agregar 1 

mg/ml del extracto se disminuyó un 10% la adhesión, con 2 mg/ml se disminuyó un 12 

% y con 3 mg/ml disminuyó la adhesión en un 28%. El análisis estadístico reveló que sí 

existía diferencia significativa al agregar 3 mg/ml del extracto (tabla 6 y Fig.8). 

La cepa no EHEC 25922 mostró en las concentraciones de 1, 2 y 3 mg/ml del 

extracto una adhesión de 41.5, 37.2 y 31% respectivamente. Hubo una diferencia 

estadística significativa de los grupos comparados con el control, más no entre ellos 25, 

50 y 75% CMI (tabla 6 y Fig. 8). 

Tabla 6 Efecto del extracto de palo de Brasil sobre la adhesión de E. coli a la célula HeLa. 
La bacteria y el extracto fueron incubados previamente y luego se realizaron los ensayos de 
adhesión. 

Cepa 
Concentración de Palo de Brasil 

0% CMI 25% CMI 50% CMI 
(Control) (1 mg/ mi) (2 mg/ mi) 

75% CMI 
(3 mg/ mi) 

43894 
CMP 

% Adhesión 
11697.5 ± 1722 

100 % 
11244.25 ± 2653 

96.1 % 
10776.2512461 

92.1 % 
10278 1 2066 

87.8 % 

43895 
CMP 

% Adhesión 
7436.25 ± 882.7 

100 % 
6720 ± 791 

90% 
6598.75 ± 239.2 

88.7 % 
5340 1 642 

71.89 % 

25922 
CMP % 
Adhesión 

39001451 
100 % 

1618375 ±476 
41.5 % 

1450 1 136 
37.2 % 

1237.51 164 
31.7% 



Fig. 7 Adhesión bacteriana al 75% CMI cuando la bacteria estuvo expuesta por 1 h a 37 °C 
con el extracto de palo de Brasil. 
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Fig. 8 Adhesión de Escherichia coli sobre célula HeLa. La bacteria fue incubada con el 
extracto antes del ensayo de adhesión 



b) Pre- exposición de células HeLa al extracto de palo de Brasil 

En este caso el extracto fue puesto en contacto primeramente con la línea 

celular, después de incubar se centrífugo y se agregó medio nuevo y la cepa bacteriana. 

Bajo estas circunstancias encontramos que al agregar 1 o 2 mg/ml (25 y 50% de CMI) a 

la cepa EHEC 43894 no se observó disminución de la adhesión bacteriana. Sin 

embargo, al agregar 3 mg/ml (75% CMI) el porcentaje de adhesión disminuyó a un 

70%. Este mismo comportamiento se observó con la otra cepa EHEC 43 895 ya que con 

1 o 2 mg/ml no se observó disminución de la adhesión, en tanto que a 3 mg/ml (75% 

CMI) sólo disminuyó un 10%. La cepa no EHEC 25922 mostró un 86 y 85 % de 

adhesión con las concentraciones de 2 y 3 mg/ml del extracto, mientras que a 1 mg/ml 

no hubo casi inhibición de la adhesión (tabla 7 y Fig. 9) 

Tabla 7 Efecto del extracto de palo de Brasil sobre la adhesión de E. coli a la célula HeLa. 
La célula HeLa y el extracto fueron incubados previamente y luego se realizaron los 
ensayos de adhesión. 

Cepa 
Concentración de Palo de Brasil 

0% CMI 25% CMI 50% CMI 
(Control) (1 mg/ mi) (2 mg/ mi) 

75%CMI 
(3 mg/ ral) 

43894 
CMP 

% Adhesión 
7354.75 ± 439.6 

100 % 
7256.25 ±312 

98.6 % 
7206.5± 921 

97.8 % 
5146.5 ±301.2 

70% 

43895 
CMP 

% Adhesión 
11185.9 ± 1407.9 

100 % 
11124.1 ± 2285.7 

99% 
10652 ±2281.3 

95% 
10071 ± 2267 

90% 

25922 
CMP 

% Adhesión 
12276.5 ±3005 

100 % 
11738.75 ±2340 

95.6 % 
10516.4 ± 2026.2 

85,6 % 
10458.75 ±974.2 

85.1% 



Concoitraciooes del Extracto de Palo de Brasil 
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ATCC 4394 

— • — ATCC 43895 

ATCC 25922 

Fig. 9 Adhesión de Escherichia coli sobre HeLa. La célula HeLa fue incubada con el 
extracto antes del ensayo. 



6. DISCUSIÓN 

Los antibióticos son algunas veces asociados con efectos adversos en pacientes 

entre los que se incluyen hipersensibilidad, disminución de microorganismos benéficos 

del intestino, inmunosupresión y reacciones alérgicas; esta es una de la razones por las 

que el estudio de búsqueda de sustancias antimicrobianas a partir de fuentes naturales es 

necesario. (Kandil, O., 1994). 

En nuestros ensayos sólo el extracto etanólico de Haematoxylon brasiletto (palo 

de Brasil) mostró actividad contra las cepas de E. coli analizadas. En estudios realizados 

en el Laboratorio de Bioquímica y Genética de Microorganismos de la Facultad de 

Ciencias Biológicas, UANL con esta misma planta, al analizar su actividad contra 

Clostridium perfringens y Vibrio cholerae, se demostró ser también sumamente eficaz, 

teniendo CMIs más bajos que los encontrados por nosotros, especialmente para C. 

perfringens. Estos estudios concuerdan con el patrón de inhibición encontrado por otros 

autores, ya que Grosvenor (1995) estableció que las bacterias gram-positivas eran más 

susceptibles contra extractos de plantas medicinales en comparación con las gram-

negativas. Se ha establecido que esta susceptibilidad se debía a características 

morfológicas, ya que las bacterias gram-negativas poseen una membrana externa 

compuesta principalmente de lipopolisacáridos, la cual las hace más impermeables a 

moléculas lipofílicas, tales como antibióticos hidrofóbicos (macrolidos, rafamicinas y 

actinomicina D), detergentes (sodio dodecil sulfato), sales biliares y tritón X- 100 y a 

tintes hidrofóbicos (eosina, azul metileno y verde brillante). Sin embargo, también esta 

membrana externa también actúa como una barrera selectiva a moléculas hidrofilicas. 



Un reporte similar fue publicado por Vlietinck (1995), cuando estudió más de 

100 plantas procedentes de Rwanda siendo también más activos los extractos contra 

gram- positivos y donde sólo el 10% de los extractos fueron activos contra E. coli. 

£1 extracto etanólico de palo de Brasil tuvo un efecto antimicrobiano similar 

sobre las 3 cepas analizadas en este estudio. Cuando nuestro extracto fue calentado por 

15 min a 121 °C se mostró la misma actividad antimicrobiana. Esto nos hace suponer 

que el principio activo de este extracto no es una proteína, y que pudiera ser de 

cualquier otro origen químico, Al analizar nuestro extracto en cromatografía de capa 

fina y realizar el método de bioautografía para tratar de aislar el principio activo, no 

pudimos encontrar actividad en ninguna de las fracciones separadas, por lo que 

podemos sospechar que 2 o más substancias químicas que se encuentran en el extracto 

pudieran actuar sinérgicamente. Por lo que consideramos que seria de gran interés 

seguir trabajando en este aspecto. 

Las referencias encontradas sobre la actividad antimicrobiana de extractos contra 

E. coli principalmente se han centrado en el estudio de los tipos patogénicos no EHEC, 

solamente se tiene un dato del efecto sobre EHEC de metabolitos de plantas agregados 

a la dieta de animales de corral. En este caso el efecto antimicrobiano fue mediado por 

metabolitos obtenidos de la degradación bacteriana de cumarinas, las cuales se 

encuentran en plantas. Por lo tanto en este estudio el efecto antimicrobiano no se debió 

a la planta en sí (Brantner. A., 1994) 

Existen muchos factores que afectan la producción de la verotoxinas por EHEC 

In vitro. Dentro de los factores más importantes reportados esta la temperatura, la 

aireación, y anaerobiosis, así como factores químicos tales como la presencia de hierro, 



el pH, el medio de cultivo, fuentes de carbono, aminoácidos, antibióticos y mitomicina 

C. Según Weinstein (1988) la producción de verotoxina por E. coli fue 

significativamente inhibida cuando se adicionó el Fe+3 y este resultado fue 

marcadamente aumentado cuando se conjuntó con bajas temperaturas (30°C). 

Según MacLeod en 1989 la producción de la verotoxina fue mayor a un pH 

inicial de 8, comparada con un pH de 9.0. De acuerdo a la presencia de 0 2 (aerobiosis) 

los resultados han demuestrado que la cantidad de toxina fue mayor que en su ausencia 

(anaerobio sis). 

En 1995 Palumbo y colaboradores llegaron a la conclusión que la temperatura de 

incubación tema influencia sobre la producción de la verotoxina, teniendo su mayor 

producción a los 37 °C y la menor entre 12° y 10 °C. Según estos autores, la producción 

de la toxina parece estar en función tanto de la temperatura así como del tiempo de 

crecimiento. 

En nuestra investigación consideramos todos estos factores que pudieran influir 

en la producción de las verotoxinas utilizando condiciones adecuadas de pH, 

temperatura, aerobiosis estática y tiempo de incubación. Cuando analizamos el efecto 

de diferentes concentraciones del extracto sobre estas toxinas encontramos que a 3 mg/ 

mi (75% de CMI) se disminuyó significativamente la producción de ambas toxinas en 

ambas cepas, sin embargo, el comportamiento de las cepas fue diferente, teniendo en 

una de ellas mejor efecto inhibitorio que en otra. 

Se han realizado algunos estudios sobre la inhibición de la adhesión de 

Escherichia coli enteroinvasivas, enterotoxigénicas, enteropatogénicas y 

enteroagregativas, por bacterias acidolácticas {Lactobacillus, Bifidobacterium, 



Enterococcus) y otras bacterias gastrointestinales o los productos de su metabolismo. Se 

han encontrado que las bacterias lácticas tienen un mejor efecto bloqueador de la 

adhesión y esto es debido a que dichas bacterias poseen factores bien definidos que 

incrementan su adhesión inhibiendo dicho proceso en microorganismos virulentos 

evitando de esta manera la colonización. 

El sistema de adhesión de las cepas de EHEC y EPEC es semejante y esta 

basado en provocar las lesiones de fijación y borramiento (attaching and effacing). Esta 

lesión se debe a la acción de dos proteínas expresadas por la bacteria, la intimina, la 

cual ejerce la función principal de adhesión, así como la proteína Tir, la cual es 

expresada, secretada y fijada a las células epiteliales blanco por la misma bacteria, 

mejorando la adhesión mediada por la intimina, aunque algunos reportes han concluido 

que la acción de Tir solo es coadyuvante, llevándose a cabo la adhesión de las bacteria 

EPEC y EHEC en la ausencia de la expresión de esta (Knutton S, 1987, Hicks S., 1998 

y Frankel G., 1998). 

Darfeuille- Michaud (1990) estudiaron la manera de inhibir la adhesión de 

bacterias ETEC a líneas celulares y a enterocitos. Ellos utilizaron anticuerpos contra los 

factores de adhesión conocidos como CFA, y obtuvieron una disminución de la 

adhesióa 

En 1992 Chauviére y colaboradores estudiaron la interferencia de la adhesión de 

cepas de ETEC mediante el uso de L. acidophilus vivos y muertos al calor. Ellos 

encontraron que los lactobacilos vivos inhibieron la adhesión de ETEC, y que existía 

una competencia en la adhesión al utilizar los lactobacilos muertos, aunque no se ha 



establecido como ocurre esto último y se cree que es por competencia de los receptores 

de membrana para la adhesión. 

Coconier y colaboradores (1993) realizaron un trabajo muy similar utilizando 

patógenos enteroinvasivos (L. monocytogenes, Y. pseudotuberculosis, S. entiritidis var. 

Typhimurium y EPEC) y L. acidophilus, encontrando que los lactobacilos inhibieron 

eficientemente las asociaciones de invasión de los patógenos. Sin embargo, el 

mecanismo de inhibición no esta claro, ya que los resultados no explicaron si la 

exclusión de patógenos fue debida a la competencia por los receptores específicos o por 

la formación de una biopelícula de bacterias que evitó el acceso a la superficie de las 

células. 

En 1996 Ouwehand y colaboradores realizaron la purificación y caracterización 

de un componente producido por L. fermentum que inhibía la adhesión de E. coli que 

expresaba adhesinas K88 en la mucosa ileal de cerdos. El componente encontrado fue 

una N- acetilglucosamina, la cual se estableció que actuaba sobre la mucosa y no sobre 

las fimbrias. Este mismo grupo de investigadores en 1997 estudió la efectividad de la 

P~ lactoglobulina aislada del calostro de bovino para inhibir la adhesión de E. coli sobre 

glicoproteínas del íleon humano. Se encontró que este componente del calostro ejercía 

una acción inhibitoria de la adhesión bacteriana por competencia de los receptores. 

En nuestro trabajo investigamos el efecto del extracto etanólico del palo de 

Brasil sobre la adhesión de la línea celular HeLa. Realizamos dos ensayos a fin de 

poder sugerir sobre que receptores está actuando el extracto, en el primero incubamos a 

las bacterias con concentraciones del extracto y, en el segundo incubamos la linea 

celular con nuestro extracto antes de ponerla en contacto con las cepas. 



En el primer procedimiento obtuvimos que el comportamiento adhesivo de las 

EHEC y la cepa no EHEC variaron grandemente. En una EHEC y la no EHEC el 

extracto inhibió la adhesión a las células. Sin embargo, en la otra cepa EHEC no se 

observó diferencia significativa, lo que nos puede sugerir que el efecto del extracto 

varía de cepa a cepa, por lo que la búsqueda del mecanismo molecular de acción de este 

extracto resultaría sumamente interesante. 

En el segundo procedimiento, cuando se incubó el extracto con la línea celular 

los resultados en la adhesión también fueron distintos entre las cepas utilizadas. Sin 

embargo, en las tres cepas se obtuvo una mayor disminución de la adhesión en 

comparación con el primer procedimiento probado. Estos resultado nos pudieron sugerir 

que el extracto puede actuar en ambos receptores (bacterianos y celulares), pero los 

celulares tendrían mayor facilidad para bloquearse por el extracto. Sin embargo, para 

sostener esta sospecha hacen falta mas estudios al respecto. 

En síntesis, los resultados encontrados en este trabajo de investigación revelan 

que sola una de 35 plantas usadas en este estudio tuvo efecto sobre algunos procesos 

metabólicos de EHEC tales como el crecimiento, la producción de verotoxinas y la 

adhesión a línea celular HeLa, por lo que se acepta la hipótesis propuesta inicialmente. 



7. CONCLUSIONES 

El extracto etanólico de palo de Brasil (Haematoxylon brasilettó) tuvo efecto 

sobre Escherichia coli 0157:H7 tanto en el crecimiento, producción de verotoxinas y 

adhesión a la linea celular HeLa. 

La concentración mínima inhibitoria del extracto etanólico de palo de Brasil fue 

de 4 mg/ml para las tres cepas, ATCC 43894,43895 y 25922. 

La actividad antibacterial de palo de Brasil no fue afectada cuando se trató a 121 

°C por 15 min, 

De la separación cromatogràfica se obtuvieron 14 fracciones, las cuales en 

forma individual no mostraron efecto inhibitorio sobre el crecimiento de EHEC. 

En las concentraciones usadas la producción de las verotoxinas se vio afectada al 

agregar concentraciones mas bajas del CM1 de Palo de Brasil. 

La adhesión de EHEC a células HeLa se vio afectada a concentraciones 

menores de CMI. aunque en bajos niveles, sue l i éndose una posibidad de un bloqueo 

de los receptores bacterianos y celulares, teniendo mayor efecto sobre los receptores 

celulares que sobre los receptores bacterianos. 
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