UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

EFECTO DE EXTRACTOS DE PLANTAS SOBRE
EL CRECIMIENTO, LA ESPORULACION

Y LA PRODUCCION DE TOXINAS DE
Clostridsum perfringens tipo A

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL
GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN
MICROBIOLOGIA,

PRESENTA

CESAR ALFREDO SANCHEZ GARCIA

San Nicolas, N. L. Mayo de 1997






(AUTRIND A

0000000000



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

EFECTO DE EXTRACTOS DE PLANTAS SOBRE EL
CRECIMIENTO, LA ESPORULACION Y LA PRODUCCION
DE TOXINAS DE Clostridium perfringens Tipo A

TESIS

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

PRESENTA

CESAR ALFREDO SANCHEZ GARCIA

San Nicolas, N.L. Mayo de 1997



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS BE POSGRADO

EFECTO DE EXTRACTOS DE PLANTAS SOBRE EL CRECIMIENTO, LA
ESPORULACION Y LA PRODUCCION DE TOXINAS DE
Clostridium perfringens Tipo A

TESIS

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

PRESENTA

CESAR ALFREDO SANCHEZ GARCIA

APROBADA PLIR )

COMISION DE TESIS w
T,

GARCIA ALVARADO a. NORMA LAURA HEREDIA ROJAS
PRESIDENTE SECRETARIO

Dra. %?Rlﬁc JULIA VERDE STAR

VOCAL

1|






EFECTO DE EXTRACTOS DE PLANTAS SOBRE EL
CRECIMEINTO, LA ESPORULACION Y LA PRODUCCION DE
TOXINAS DE Clostridinm perfringens Tipo A

ESTE TRBAJO FUE RELIZADO BAJO LA DIRECCION DEL Dr. JOSE SANTOS
GARCIA ALVARADO, LA ASESORIA DE LA Dra. NORMA LAURA HEREDIA
ROJAS Y LA Dra. JULIA VERDE STAR; EN EL LABORATORIO DE BIOQUIMICA Y
GENETICA DE MICROORGANISMOS DEL DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
E INMUNOLOGIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON.

ESTA INVESTIGACION FORMO PARTE DEL PROYECTO TITULADO: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y
ANTIENTEROTOXIGENICA DE EXTRACTOS DE PLANTAS FINANCIADO POR EL Consgjo NACIONAL DE CIENCIA

Y Tecnorocia (CONACYT) MEDIANTE EL cONVENIO coN LA U.A.N.L. No. 3996-N



y gue ademda covesfonde al sonvicio gue fresta.
EL valor de un bombre. de cxalguien manora,
debe verse en lo gue dd.

g wo en lo gue es capay de recibir.

AHbens Einstein



DEDICATORIA

A mrs PADRES: Ceskr Sneacy 2usgins (+) y RosHsrnps GARCIA
GARZA POR GUIATINE EN EL MUHDO EXTERIOR

Y MOSTRAME LH4S MARAVILLAS ZUE ENGIERRA.

A MIS HERMANOS EDUARDO. rHLBERTO E TLYANA POR LAS RISAS Y LOS
TUEGOS ZUE HE AYUDATON A SEPIR #ADELAUTE STH THDOTIAR LO 2UE

SULEDIERA.

A4 245 NINAS 2UE DE WA FORMA U OTRA TOCATON W LORAZON

U ME RICIERON LO 2UE S0Y.

Poz termo # ~ TrE Drsamsr-Mazsrs ”
ZUIENES COMO YO. SE AAH DESLIZADO ATRAVEG DE N ESPED.
LLDYEN UN REFLEND EN LOS OIS ZUE LES OBLIGH A OCULTHRLD T0D0; PERO
QUATDO PIERDEN LO ZUE OLULIAN Y YA NO ES POSTBLE GHALLAR MAS,

DEBEN ENTIR PARA PROTEGER A LOS DEMAS.

v



AGRADELTMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT por el apoyo
econdmico brindado para la relizacién de esta investigaciéon y la beca
otorgada.

Al Dr. José Ssantos Garcia Alvarado y a la Dra. Norma Laura Heredia Rojas por
SU asesoria, su tiempo su paciencia y sus ensenanzas.

A 1a Dra. Ma. Julia Verde Star por sus consejos, su apoyo incondicional y por
maostrarme que siempre se puede hacer todo con una sonrisa.

A la M.C. Leticia Lozano Gonzalez por mostrarme que el mundo puede ser
visto de formas diferentes, por abrime los 0j0s 2 nuevos retos y nuevas
preguntas.

Al equipo de trabajo del Laboratorio de Biogimica y Génetica de
microorganismos por lo que me ensenaron en el tiempo que convivimos.

Al personal docente de la Facultad de Ciencias Biolégicas que sembraron
en mi un espiritu de lucha con el que se puede lograr todo en Ia vida
usando tan solo bases cientificas y por Ias facilidades prestadas para este
trabajo.

A los Biologos v Q.B.P. de 2° y 3* semestre de la facultad por hacer mis
pocos ratos de ocio mas agradables y mostrarme otras formas de ver de |3
vida.



INDICE DE CONTENIDO

Pagimde Titulo . . ... ......................
Dedicatoria . .. .. ...... .. ... ... .. ... ...
Agradecimientos . ......... . ciiiiiiaiinnanan
Indicede Contenido .. ... ...........ccnuununn

Listade Figuras . .. ... ... .. . .. ............

Listade Tablas . . ... ........... ... ...........

Antegédentes - 157 N Lol iiiie e e
Clostridium perfringens . . . . ... ... ...........

Plantas como antimicrobianos empfricos . . . . ..

..........................

..........................

...........................

...........................

..........................

..........................

..........................

Efectos de extractos de plantas en el crecimiento bacteriano .................

Plantas como inhibidores de la formacién de esporas y la produccién de toxinas .

Hipotesis .. . s T A s e
Objetivers,// /77t -« v o N o .

Materialy Métodos . . .. .. ....... ... ....... ..

Plantas analizadas . .. .....................

£ s LR - e e A e e D Pt

Activaci@nde cepas;. . .z . . - asuesis gy s s

Determinacién del nimero de indculo . . ... ..

Obtencion de extractos. . . . ...............

..........................

..........................

..........................

..........................

Determinacién de la concentracién minima inhibtoria del crecimiento de

Coherfringens . ... ....... .. ..............

Efecto de extractos sobre la producciéndeesporas . . .. ... . ... .. ... . ...

Efecto de extractos sobre la produccién de enterotoxina . . .. .. ..., ... .....

Producciéon de suero anti-enterotoxina . .. .. ..

..........................

Deteccién de enterotoxina por contrainmunoelectroforesis . . ... ...........

Efecto de extractos sobre la produccién de fosfolipasa C (o toxina) . .. .. ......

Cuantificacién de la actividad de la fosfolipasa C

21

FRERXBBRBE



Resultados . .

Discusién . . .
Conclusiones

Literatura Citada

........................................................

Estandarizacién de los extractos
Determinacién del némero de U.F.C. en el inéculo
Determinacién de las CMI de C. perfringens en medio Mueller-Hinton
Efecto de extractos de plantas en la formacién de esporas
Efecto de extractos de plantas en la produccién de enterotoxina
Efecto de extractos de plantas en la produccién de fosfolipasa
Determinacion de la CMI del control positivo

.......................................
.........................
.........
...................
.............

.............................

.........................................................



LISTA DE FIGURAS

Figura 1a: Efecto de diferentes concentraciones de extractos de 5 plantas
sobre el crecimiento de Clostridium perfringens NCTC 8238 en medio
Mieller-Hinton. ..... RS ECE AR SE R T T —

Figura 1b: Efecto de diferentes concentraciones de extractos de 5 plantas
sobre el crecimiento de Clostridium perfringens NCTC 8238 en medio
Mieller-Hintomn ....coceerinincernerereecressncsnns AR AR SR A AR

Figura 2a: Efecto de diferentes concentraciones de extractos de 5 plantas
sobre el crecimiento de Clostridium perfringens NCTC 8239 en medio
Mieller-HintoN...ccoveeeeeinecnsnensaes nT— T —_— PO— T

Figura 2b: Efecto de diferentes concentraciones de extractos de 5 plantas
sobre el crecimiento de Clostridium perfingens NCTC 8239 en medio
Mueller-HIiNton. .cc..ceeeeuiirniinieerensareercmecnoccccencens bereesessesssentessesnssesaornes

Figura 3a: Efecto de diferentes concentraciones de extractos de 5 plantas
sobre el crecimiento de Clostridium perfingens NCTC 8798 en medio
MUGEHEr-HIMLON ..uvereerriciniiiiienececeneesensareranammransesssncassresessassncanssnsarsonas

Figura 3b: Efecto de diferentes concentraciones de extractos de 5 plantas
sobre el crecimiento de Clostridium perfingens NCTC 8798 en medio
Maeller-Hinton .............. ethueessesenstienavatatsenterarenanans remteserenearsenniaensan

Figura 4a: Efecto de diferentes concentraciones de extractos de 5 plantas
sobre el crecimiento de Clostndium perfringens FD-1 en medio
Muieller-Hinton ....c.voeevveeeeee o teeeessesnsesnnsassasentorsannsnnncn reensmesanannnans

Figura 4b: Efecto de diferentes concentraciones de extractos de 5 plantas
sobre el crecimiento de Clostridium perfingens FD-1 en medio
MEEHEE-HIBEON - sosusorvommsnesssmsipsossnsmessavesmsnsrssrusmimmmassunessrss snssraovss srvses

Figura 5a: Efecto de diferentes concentraciones de extractos de 5 plantas
sobre el crecimiento de Clostridium perfringens ATCC 3624 en medio
Mieller-Hinton .............. —— T — O eEevsaRRS R SRNSESS

Figura 5b: Efecto de diferentes concentraciones de extractos de S plantas
sobre el crecimiento de Clostridium perfringens ATCC 3624 en medio
MUCHEr-HINION . cioiciniimsssisesosnaisisstes issatorss5essiesAvossstainns s iss5aTansbssiss

Pagina

30

30

30

30

31

31

31

31

32

32



Figura 6: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla
sobre 1a formacion de esporas de C. perfringens NCTC 8238 ................

Figura 7: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla
sobre lIa formacién de esporas de C. perfringens NCTC 8239 ......coceeeueee

Figura 8: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla
sobre la foomacion de esporas de C. perfringens NCTC 8798 ................

Figura 9: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla
sobre fa formacién de esporas de C. perfingens FD-1 ... ..ceeeeeieecnnannnn- %

Figura 10: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla
sobre la formacién de esporas de C. perfringens ATCC 3624 ................

Figura 11: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de canela
sobre la formacion de esporas de C. perfringens NCTC 8238 ................

Figura 12: Efecto del 25, 50y 75% de la CMI del extracto de canela sobre
(a formacion de esporas de C. perfringens NCTC 8239 ...cooeeneeenrienananes

Figura 13: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de canela sobre
1a formacion de esporas de C. perfringens NCTC 8798 ..............u.......

Figura 14:Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de canela sobre la
formacion de esporas de C. perfingens FD-1 .....ccuecereeneenerrereceenccaranenns

Figura 15: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de canela sobre
la formacién de esporas de C. perfringens ATCC 3624 ....coeeveeeeeerennnene-

Figura 16: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo sobre la
formacion de esporas de C. perfringens NCTC 8238 ......ccc.eemeevuveranenean

Figura 17: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo sobre la
formacién de esporas de C. perfringens NCTC 8239 ................ rasnneenns

Figura 18: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo sobre la
formacion de esporas de C. perfringens NCTC 8798 ....ccuceiceeccieninensen.

Figura 19: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo sobre la
formacion de esporas de C. perfringens FD-1 ................. e

38

38

38

39

39

39

39

40

40

40

40

41

41



Figura 20: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo sobre la
fonmacion de esporas de C. perfringens ATCC 3624 ........ccceveeeeeeennn.. "

Figura 21: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de hojasen sobre
la formacién de esporas de C. perfringens NCTC 8238 ....coeuuiecenenncnann.

Figura 22: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de hojasen sobre
la formacion de esporas de C. perfringens NCTC 8239 ....cccvvercnmerereanns

Figura 23: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de hojasen sabre
la formacidn de esporas de C. perfingens NCTC 8798 ........cccovveninnnn.

Figura 24: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de hojasen sobre
Ia formacion de esporas de C. perfringens FD-1 .....cerveeceeccinrcriniannnananee

Figura 25: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de hojasen sobre
la formacién de esporas de C. perfringens ATCC 3624 ........cueervneennnann.

Figura 26: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de laurel sobre
la formacion de esporas de C. perfringens NCTC 8238 ....c.ccvevirenerrennne

Figura 27: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de laurel sobre
la formacion de esporas de C. perfringens NCTC 8239 .....coeemeeeecannnen.-

Figura 28: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de laurel sobre
la formacion de esporas de C. perfringens NCTC B798 .....cccceeuieeseirannee

Figura 29: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de laurel sobre
la formacion de esporas de C. perfingens FD-1 .....cuoveeeneeconeereeeaannnnn

Figura 30: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de laure) sobre
la formacion de esporas de C. perfringens ATCC 3624 ..........cvveevennnnee

Figura 31: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de orégano sobre
la formacion de esporas de C. perfringens NCTC 8238 .........ccueeeee.....

Figura 32: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de orégano sobre
la formacion de esporas de C. perfringens NCTC B239 ...oueereriernnrenenes

Figura 33: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de orégano sobre
la formacién de esporas de C. perfingens NCTC 8798 ......eeeeereeeerenvenen

Pagina

41

41

42

42

42

42

43

43

43

43

44



Figura 34: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de orégano sobre
la formacion de esporas de C. perfringens FD-=1 .....uuieieiiniimiicocinsmneansnes

Figura 35: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de orégano sobre
la formacion de esporas de C. perfringens ATCC 3624 ........cueeeveninnnesee

Figura 36: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8238 en medio ICC ..........

Figura 37: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla
sobre |3 produccidon de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8238 ........-

Figura 38: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8239 en medio ICC ..........

Figura 39: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8239 .........

Figura 40: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de Jechuguilla que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8798 en medio ICC ..........

Figura 41: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8798 .........

Figura 42: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla que
inhibe el crecimiento de C. perfringens FD-1 en medio ICC ..........cc.cceevee

Figura 43: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilfa
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens FD-1 ......ccveuveeemene

Figura 44: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla gue
inhibe el crecimiento de C. perfringens ATCC 3624 en medio ICC ........

Figura 45: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de lechuguilla
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens ATCC 3624 .......

Figura 46: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de jarilla que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8238 en medio ICC ..........se0x

Figura 47: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de jarilla
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8238 ........-...

Pagina

51

51

52

52



Pagina
Figura 48: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de jarilla que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8239 en medio ICC ....... P, |

Figura 49: Efecto def 25, 50 y 75% de ia CMI del extracto de jariila
sobre la produccién de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8239 ......... S3

Figura 50: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de jarilla que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8798 en medio ICC .......... 53

Figura 51: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de jarilla
sobre (a produccién de fosfolipasa C de C. perfnngens NCTC 8798 ......... 53

Figura 52: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de jarilla que
inhibe el crecimiento de C. perfringens FD-1 en medio ICC ..................... 54

Figura 53: Efecto del 25, 50 y 75% de 1a CMI del extracto de jarilla
sobre la produccién de fosfolipasa C de C. perfringens FD-1 ........cceceueneeen 54

Figura 54: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de jarilla que
inhibe el crecimiento de C. perfringens ATCC 3624 en medio ICC .......... 54

Figura 55: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de jarilla
sobre ia produccién de fosfolipasa C de C. perfringens ATCC 3624 ......... 54

Figura 56: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de canela que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8238 en medio ICC .......... 55

Figura 57: Efecto del 25, 50 y 75% de 1a CM\ del extracto de canela
sobre I3 produccién de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8238 ......... 55

Figura 58: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de canela que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8239 en medio ICC .......... 55

Figura 59: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de canela
sobre la produccién de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8239 ......... S5

Figura 60: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de canela que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8798 en medio ICC .......... 56

Figura 61: Efecto del 25, 50 y 75% de 1a CMI del extracto de canela
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8798 ......... 56



Figura 62: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de canela que
inhibe el crecimiento de C. perfringens FD-1 en medio ICC .......cocrvuunee.n.

Figura 63: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de canela
sobre la produccién de fosfolipasa C de C. perfringens FD-1 .......... TR

Figura 64: Efecto del 25, 50 y 75% de la CM| del extracto de canela que
inhibe el crecimiento de C. perfringens ATCC 3624 en medio ICC ..........

Figura 65: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de canela
sobre la produccién de fosfolipasa C de C. perfringens ATCC 3624 .........

Figura 66: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo que
inhibe el crecimiento de C. perfingens NCTC 8238 en medio ICC ..........

Figura 67: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo
sobre la produccién de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8238 .........

Figura 68: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8239 en medio ICC ..........

Figura 69: Efecto del 25, 50 y 75% de 1a CMI del extracto de clavo
sobre la produccién de fosfolipasa C de C. perfingens NCTC 8239 .........

Figura 70: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8798 en medio ICC ..........

Figura 71: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI det extracto de clavo
sobre la produccién de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8798 .........

Figura 72: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo que
inhibe el crecimiento de C. perfringens FD-1 en medio ICC ....u.eeeeeiriennnns

Figura 73: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens FD-1 ...................

Figura 74: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo que
inhibe el crecimiento de C. perfringens ATCC 3624 en medio ICC ..........

Figura 75: Efecto de) 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de clavo
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens ATCC 3624 .........

Pdgina

56

56

57

57

57

57

58

58

58

58

59

59



Figura 76: Efecto del 25, 50 y 75% de Ia CMI del extracto de gobemadora
que inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8238 en medio ICC ..

Figura 77: Efecto del 25, SO y 75% de la CMI del extracto de gobemadora
sobre la produccién de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8238 .......

Figura 78: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de gobernadora
que inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8239 en medio ICC ..

Figura 79: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de gobemadora
sobre 1a produccion de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8239 .......

Figura 80: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de gobernadora
que inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8798 en medio ICC ..

Figura 81: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de gobemadora
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8798 .......

Figura 82: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de gobermadora
que inhibe el crecimiento de C. perfringens FD-1 en medio ICC .............

Figura 83: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de gobernadora
sobre 1a produccion de fosfolipasa C de C. perfringens FD-1 ..................

Figura 84: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de gobermadora
que inhibe el crecimiento de C. perfringens ATCC 3624 en medio ICC ..

Figura 85: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de gobermadora
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens ATCC 3624 .......

Figura 86: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de orégano que
inhibe el crecimiento de C. perfingens NCTC 8238 en medio ICC ........

Figura 87: Efecto del 25, 50 y 75% de Ia CMI del extracto de orégano
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8238 .......

Figura 88: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de orégano que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8239 en medio ICC ........

Figura 89: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de orégano
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8239 .......

Pdgina

60

60

60

60

61

61

61

61

62

62

62

62

63



Figura 90: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de orégano que
inhibe el crecimiento de C. perfringens NCTC 8798 en medio ICC ..........
Figura 91: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de orégano
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfringens NCTC 8798 .........

Figura 92: Efecto del 25, 50 y 75% de [a CMI del extracto de orégano que
inhibe el crecimiento de C. perfringens FD-1 en medio ICC .....ecoreveenveene.
Figura 93: Efecto del 25, 50 y 75% de 1a CMI del extracto de orégano
sobre la produccion de fosfolipasa C de C. perfingens FD-1 .......ceevmeenee..

Figura 94: Efecto del 25, 50 y 75% de fa CMI del extracto de orégano que
inhibe el crecimiento de C. perfringens ATCC 3624 en medio ICC ..........
Figura 95: Efecto del 25, 50 y 75% de la CMI del extracto de orégano
sobre Ia produccion de fosfolipasa C de C. perfringens ATCC 3624 .........



LISTA DE TABLAS

Tabla 1: Plantas EStUdiadas ....cecceeeeecnrersossccnssnes S
Tabla 2: Diagrama de INMUNIZACION ....c.euieienieessoniomnrecmsenesnrenersnsssnsssnasasases
Tabla 3: Peso Seco Obtenido de los Extractos Acuosos de 1as Plantas Utilizadas

Tabla 4: Numero de Células del Indculo de 5 cepas de C. perfringens
a Diferentes Tiempos de INCUDACION .....c.cevrrenreecenrinirenceranieerenresnsesnsansas

Tabla 5: CMI de Extractos Acuosos de Plantas que Inhiben el Crecimiento de
cepas de C. perfringens en medio de Miieller-Hinton ........ccccceemeeneeenenees

Tabla 6: CMI de Extractos Acuosos de Plantas que Inhiben el Crecimiento de
cepas de C. perfringens en medio de Duncan y Strong .......ccceievevevneenanes

Tabla 7: CMI de Extractos Acuosos de Plantas que Inhiben la Formacién de
Esporas de cepas de C. perfringens en medio de Duncan y Strong ...........

Tabla 8: Concentraciénes Usadas en la Determinacion del Efecto sobre

la Formacion de Esporas y la Produccion de Enterotoxina en
O . perNGers BP0-A 01l Lo i desrds b aidisel osdoch o ditasusntosssimbidsdes itnas

Tabla 9: Efecto de Extractos de Plantas sobre la Produccion de
Enterotoxina de C. perfringens tiPo A .....ccuc.ceeeeevmeemnirereessenseresensecosnnns

Tabla 10: CMI de Extractos Acuosos de Plantas que Inhiben el Crecimiento de
cepas de C. perfringens en medio Infusion Cerebro-Corazon ........cvee-ee..

Tabla 11: Concentraciénes Usadas en la Determinacion del Efecto de extractos
sobre el Crecimiento y la Produccion de Fosfolipasa C en C. perfringens

tipo A

Tabla 12: Concentracién Minima Inhibitoria por Penicilina G sobre el
Crecimiento de C. perfringens tiPO A .....cceceeverereccrerioscecsersonermnssersssaasns

XVIl

28

29

33

34

35

46

47

48

65



Asoo
A.C.
ANOVA
ATCC

°C
CaCl;
CaCO;
(61))
CMI
CO:.
D.C.
D-S
EDTA
E.UA.

min

LISTA DE ABREVIATURAS

Absobancia a 600 nm
Antes de Cristo
Andlisis de Varianza

Coleccion de Cultivos "Tipo™ Americano
(American Type Culture Colection)

Grados Centigardos
Cloruro de Caicio
Carbonato de Calcio
Centimetro (s)

Concentracion Minima Inhibitoria

Dioxido de Carbono (gas)
Después de Cristo
Medio de Duncan y Sturong

Acido Etilen-diamino-tetra-acetico

Estados Unidos de America
Figura

Figuras

Fuerza Gravitacional
Gramo (s)

Hora (s)

Medio de Infusion Cerebro-Corazon

Litro (s)

Molar

Miliamperes

Miligramo (s)

Medio de Miieller-Hinton
Minuto (s)

XVIII



mi
mm
mM

4

N,
NaCi
nm
No.
NCTC

pH

PMSF
p/v
Tris-HCI
SP.
UFC/mI
v/v

%

Mililitro (s)

Milimetro (s)

Milimolar

Micrémetro (s)

Microgramo (s)

Microlitro (5)

Nitrogeno (gas)

Cloruro de Sodio

Nanémetro (s)

Nuamero (s)

Coleccion Nacional de Cultivos Tipo
(National Type Culture Colection)
Logaritmo Reciproco de l2 Concentracién de Jon
Hidrégeno
Fenil-metil-sulfonil-cloruro

Porciento Peso / Volimen
Tris-hidroximetil-aminometano

Sin Especie

Unidades Formadoras de Colonias por Mililitro
Porciento Volimen / Volimen
Porciento



RESUMEN

Clostridium perfingens ha sido histdricamente asociado como causa de
gangrena gaseosa (mionecrosis clostridial); la cual esta fuertemente
relacionada con la produccion de fosfolipasa C. Su papel como causante de
una toxi-infeccion dlimentaria fué determinado a principios de los anos
setentas, donde se involucrd la produccién de una enterctoxina durante la
esporulacion de la bacteria. En diversos estudios se ha demostrado que las
plantas son una fuente importante de sustancias capaces de inhibir el
crecimiento de microorganismas y en algunos casos de la produccion de sus
toxinas. Recientemente se demosiid que varios exiractos de plantas de Ia
region Norte de la Republica Mexicana inhibian el crecimiento de C.
perfingens. Por lo que era importante determinar el efecto de estos extractos
sobre la esporulacion, la produccion de enterotoxina y de fosfolipasa C de esta
bacteria. En este trabdjo se analizaron extractos acuosos de 10 especies de
plantas del norte de la republica que son usadas comidnmente en la medicina
fradicional o como especias en los alimentos. Estos fueron adicionados a los
medios Muaeller-Hinton, Duncan y Strong e Infusion Cerebro-Corazon. En todos
ellos se determind la concentracion minima que inhibia el crecimiente, mientras
que en el segundo se determind ademds la concentracion minima que inhibia
la esporulacion y la produccion de enterotoxina; y en el tercero se determind la
produccion de fosfolipasa C. La medicion del crecimiento se realizd

espectrofotométricamente. La formacion de esporas se determind usando el



método de cuenta viable en placa. La produccién de enterotfoxina fue
cuantificada por el método de contrainmunoelectioforesis y la de fosfolipasa C
por el método de Van Heyningen. Las concentraciones minimas de 10
extractos de plantas que inhibieron el crecimiento de cinco cepas de C.
perfringens tipo A fueron: de 1.65 a 30 mg/ml en el caldo Mueller-Hinton (M-H),
el medio de Duncan y Strong de 9.6 a 119 mg/ml y de igual forma para el
medio de Infusion Cerebro-Corazon. La concentracién minima gue inhibié la
esporulacion de estos fueron de 6.4 mg/ml a 96 mg/ml. El andlisis estadistico
reveld que no existian diferencias significativas enire el comportamiento de las
copas usadas en los tres medios al igual que los extractos usados en el medio
de ICC. Sin embargo. si las hay entre los diferentes extractos en los medios de
Mueller-Hinton y Duncan y Strong. dl igual que enfre los diferentes medios (M-H,
D-S e ICC) con a=0.05%. Por otra parte se observd que la adicién del 25, 50y 75
% de la CM de los diferentes extractos indujo una reducciéon en la formacion de
esporas y crecimiento, asi como una disminucién en la produccion de ambas

foxinas bajo las condiciones anteriores.



INTRODUCCION

C. perfringens es una bacteria de forma bacilar, gram positiva,
formadora de esporas, encapsulada y no movil. Es capaz de producir mas de
13 proteinas bicldgicamente activas. Algunas son toxinas con actividad
enzimatica. y una de ellas es una enterotoxina. Las cepas se han clasificado en
5 tipos (A-E) de acuerdo a la produccion de 4 toxinas extracelulares: alfa, beta.
epsilon e iota (Labbé, R.G. 1989).

C. perfiingens ha sido histéricamente asociado como causa de
gangrena gaseosq; este patdgeno se relaciono también como causante
directo de una toxi-infeccion alimentaria desde principios de los anos setentas
(Labbé, R.G. 1989). Ademds de estas enfermedades, se le ha involucrado
como agente causal de diarrea infecciosa asociada a la administraciéon de
antibidticos (Borrielio, S.P. ef a/ 1984: Larson. H.E. y S.P. Borrelio. 1988) y se le ha
asociado con el sindrome de muerte sibita infantil (Murrel, 1.G.C., et o/ 1987).

La principal toxina involucrada en la produccion de gangrena gaseosa
es la fosfolipasa C (a toxina) (Willis, A.T. 1960; McDonel, J.L. 1986; Calowick. S.P.
y N.O. Kaplan 1988), mientras que en la intoxicacion alimentaria, la diarrea
infecciosa y el sindrome de muerte slbita infantil es la enterotoxina (Labbé,
R.G. 1988).

Para combatir estas y otfras enfermedades se han establecido
tratamientos quimioterapéuticos, sin embargo, muchos de los microorganismos

han adquirido con el paso del tiempo, resistencia contra los antibidticos usados



en la actualidad (Soldérzano, S.F., ef af 1987). Por otro lado, muchos de los
antimicrobianos de uso comuin pueden presentar un espectro limitado, efectos
colaterales serios y en algunos casos son dificiles de obtener ya sea por su
precio o por su disponibilidad (Solérzano, S.F., ef o/ 1987; kan, R. 1991). Es por
esto que ha sido necesario buscar alternativas terapéuticas para combatir o
confrolar a los organismos patdgenos.

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 (Alcocer, J.M. 1992). Es por esto y aunado a sus caracteristicas
saborizantes y aromdaticas, que en la actualidad muchos de estos vegetales son
tambien utilizados en el procesamiento de los aiimentas, como saborizantes y
como conservadores (Conner, D.E. 1993).

México presenta en su superficie casi todos los biomas existentes en el
planeta. por lo gque es uno de los paises con la mayor diversidad vegetal a nivel
mundial. En la actuadlidad se estima que en nuestro pais existen
aproximadamente 30,000 especies de plantas (Lugo. E.E. 1992). En diversos
estudios se ha demostrado que las plantas son una importante fuente de
sustancias capaces de inhibir el crecimiento de microorganismos (Conner, D.E.,
1993) y en algunos casos la produccion de sus toxinas (Nychas, G.J. y R.G.
Board. 1991; Tranter, H.S., ef a/ 1993).

Recientemente se demostrd que 24 extractos de un total de 33 plantas

de la regiébn norte de la Republica Mexicana inhibian el crecimiento de C.



perfringens (Sanchez-Garcia, C.A. 1995). Por lo que en este trabdjo se
considero importante determinar el efecto de 10 extractos de esas plantas

sobre el crecimiento, la formacién de esporas vy la produccion de toxinas de

cepas de C. perfringensiipo A.




ANTECEDENTES

Clostridiurn perfringens.

Es un bacilo anaerobio, gram positivo, encapsulado, formador de
esporas, inmovil. que produce mas de trece toxinas diferentes. Se clasifica en
cinco tipas: A, B, C. D y £ de acuerde con la produccion de cuatro toxinas

extracelulares a, B, £ ¥ 1 (Qlfa, beta, epsilon e iota) (Labbé, R.G.. 1989). A esta se

le considera la bacteria mas ampliamente distribuida en el medio ambiente, ya
que se le ha enconfrado en suelo, en agua, en alimentos, en el intestino de
casi todos fos animales y en el aire (Labbé, R.G., 1989). La diversidad de
ambientes y el nimero en que se puede encontrar este patégeno, se ven muy
favorecidos por su capacidad de formar esporas. Estas ditimas son
extremadamente resistentes al calor y a ofros factores (Labbé, R.G..1991); lo
cual le puede permitir sobrevivir @ olgunos procesos rutinarios de preservacion
de alimentos o a procesos defectuosos de esterilizacion de material bioidgico o
quirargico (Moat, A.G. y JW. Foster, 1988). Por otra parte el microorganismo
puede tener tiempos de generacion tan corfos como 7.1 min, lo que favorece
un crecimiento rapido (Willardsen, R.R., ef @/ 1978).

El microorganismo ha sido histéricamente asociado con la gangrena
gaseosa (Labbé, R.G. 1988). Esta enfermedad es la forma mas severa de
infeccidon necrosante causada por este género y principamente por C.

perringenstipos Ay C.




La mionecrosis clostridial se produce primero por la invasion de la
bacteria en heridas traumaticas o quirdrgicas que generaimente comienzan
con una lesion tisular y que se extiende rapidamente al fejido conectivo y al
musculo contiguo debido a la produccion de toxinas. Una de estas dliimas que
destaca es la fosfolipasa C, la cual destruye los capilares y evita la oxigenacion
de la zona. € siguiente paso es el establecimiento de un crecimiento
bacteriano masivo con aumento de la necrosis y finaimente bacteremia.
(Smith, D.S. y B.L. Williams, 1984; Holland, K.T. ef a/ 1987). Los signos y sinfomas
de esa enfermedad aparece de 6 a 72 h después de la lesidn inicial,
presentandose un color bronceado o amoratado en la piel, con exudado de
liquido serosanguinolento. Se presentan burbujas de gas en el tfejido
subcuténeo, seguido de una insensibilidad de la zona afectada por las lesiones
de los nervios periféricos. Si la enfermedad no se controla, se puede presentar
una bacteremia y la muerte (Robbins, S. L. y R. S. Cotran, 1984; Swartz, M.N.
1985),

La fosfolipasa C (fosfatidi-colina colina fosfohidrolasa EC 3.1.4.3) es uno
de fos principales agentes que originan la gongrena gaseosa (Willis, A.T, 1960;
McDonel, J.L. 1986; Colowick S.P. y N.O. Kaplan 1988); ademas es producida
por todas las cepas de C. perfiingens (Moliby, R., et al 1976). Esta es una
proteina termoestable que hidroliza fosfatidilcolina a fosforilcolina y 1.2~diacil
glicerol. Se ha demosirado que tambien afecta la esfingomielina y el

lisofosfatidilcolina (Krug. EL. y C. Kent 1984). Su peso molecular es de 30 kDa




cuando se usa cromatografia de exclusion molecular y presenta un punto
isoelectrico de 5.5 (Smyth, C.J. y J.P. Arbuthnott, 1974). La enzima presenta
diversas actividades biologicas; se le considera dermonecrofica, hemolitica y
letal (Sterne, M. y G.H. Warrac, 1964). Ademas, causa aqagregacion y
degradacion de plaquetas. y un aumento en la permeabilidad vascular
(Sugahara. T., 1977). Esta toxina afecta la membrana plasmatica de la célula,
de la mitocondria, del reficulo endopldsmico y del nucleo., ya que
desestabilizan los lipidos que las forman originando una muerte celular posterior
(Smith, L.D. y B.L. Wiliams, 1984) La fosfolipasa C fue catalogada como la
primera toxina mortal con actividad enzimdatica (Willis, A.T. 1960).

C. perfiingens puede también causar una toxiinfeccion alimentaria
debida a la ingestion de dalimento contaminado. Se ha visto que los productos
involucrados principalmente con esta enfermedad son de origen carnico y
embutidos (Lund., M.B. 1990). Para causar este padecimiento, los alimentos
deben estar contaminados con una gran cantidad de células de ese
microorganismo (entre 4 x 10° y 6 x 10° de ingesta total) (Bormiello, S.P. ef o/,
1985). La sinfomatologia ocurre de 8 a 24 h después de la ingestion del
alimento contaminado y se caracteriza por diarrea y dolor abdominal severo
(Labbé, R.G. 1989). En el caso de la ingesta de alimentos contaminados con
células vegetativas de C. perfiingens, estas al llegar al intestino. esporulan,
producen vy liberan la enterotoxina originando los sintomas (Borriello. S.P. et of

1985; Lund. M.B. 1990).



A nivel celular, esta foxina se une un receptor de 50 kDa de las células
del borde de cepillo del intestino; una vez adherida ocurre una insercion en la
membrana formando vacuolas y poros, lo que origina cambios en la
permeabilidad de la membrana modificando el fiujo de iones. aminoacidos y
nucledtidos (McClane, B.A.. ef o/ 1988. McDonnel, J.L., 1986). Ademds la
profeina inhibe la sintesis de macromoléculas causando dano morfoloégico y
muerte celular Wneck. A. y B.A. McClane, 1989).

La enterotoxina se compone de una sola cadena protéica (Labbé. R.G.,
1980), con 309 aminodacidos (Granum, P.E. y O. Harbitz, 1984). Esta tiene un peso
molecular de 34,262 daltones y un punto isoeléctrico de 4.3 (Yotis, WW. y C.
Castimpolas, 1975).

Otro de los padecimientos relacionados con C. perfingens es la diarea
infecciosa cuya sinfomatologia es parecida a la toxiinfeccion alimentaria. La
enfermedad también presenta dolor abdominal agudo y en muchos casos
heces sanguinolentas, pero con una duracion mayor que la anterior. Varios
aufores opinan que este cuadro resulta de una colonizacion persistente y de la
sobrepoblacion de C. perfingens en el intestino donde continuamente se esta
produciendo la enterotoxina (Larson, H.E. y S.P. Borrelio, 1988).

Por otro lado, en un estudio retrospectivo, se demostrd la presencia de la
enterctoxina de C. perfiingens en muestras séricas y gastrointestinales de bebés
que habian muerto por el sindrome de muerte sdbita infantil. Los autores han

sugerido que la enterotoxina podria jugar un papel directo o indirecto en la
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causalidad de esa enfermedad. ya que varios reportes indican que cuando la
tfoxina se administra infravenosamente en animales experimentales, se
observan cambios en los Tejidos que son similares a los mostrados en ese
sindrome (Murrel, .G.C., et a/1987).

En términos de incidencia de casos de intoxicacion alimentaria
reporfados cada ano, C. perfringens ha ocupado un segundo fugar en
Canada y en el Reino Unido vy el tercero en Estados Unidos como causante de
esa enfermedad (Robinson, J. y M. Messer 1969: Hatheway, C.L., ef o/ 1980;
Shandera, W .X.. ef a/ 1983). Este mismo problema se ha encontrado también en
otros paises como Brasil, Colombia, Japén y Noruega, entre otfros (Baorriello, S.P.,
ef o/ 1985; Kumate. J. y A. Isibasi 1986: C.D.C. 1990). En estudios epidemiologicos
realizados a lo large de trece anos (1972-1985), se demosird que C. perfiingens
causd 60935 casos enfermedades alimentarias reportadas en los paises

industrializados de Europa (Guerrant, R.L, 1990).

Las plantas como antfimicrobianos empiricos:

Se han encontrado pruebas que muesiran que el empleo de plantas
para fines terapéuticos data de alrededor de 8000 anos, por lo que se puede
suponer que este uso nace casi con lo apariciéon del hombre sobre la tierra. El
primer registro escrifo al respecto se remonta a mas de 3000 anos A.C. y fue
encontrado en China. Otros datos muesfran que en el ano 2500 A.C. los

sumerios utilizaban una diversidad de plantas como ferapéuticos. Algunos siglos
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después, aproximadamente en el ano 1500 A.C. se encontraron mas
evidencias, donde los Egipcios usaban exfractos de plantas contra muchas
enfermedades; ellos agrupaban sus conocimentos de las propiedades de
plantas en el Codex Ebers. En este manual existian aproximadamente 800
férmulas para curar las enfermedades o heridas (Block, E. 1983; Magana. R.H. y
M.G. Jorda 1991; Lugo. E.E. 1992) ; también existen reportes similares de los
Griegos Y Romanos en el ano 77 A.C. (Lugo, E.E. 1992).

En América los registros mas antiguos estan contenidos en el Cédice
Badiano, el cual se remonta al ano 15852 (fecha en que fue traducide al lafin).
En 1571 se escribic ofro libro por Francisco Herndndez para constatar ia

sabiduria indigena sobre plantas medicinales (Lugo. E.E. 1992).

Efectos de extractos de plantas en el crecimiento bacteriano:

Existen reportes de Louis Pasteur, del anoc 1858, donde describid la
efectividad del ajo y ia cebolla para eliminar algunas bacterias y hongos
patdgenos (Block, E. 1983; Delaha, E.C. y V.F. Garagusi 1985).

En las Ultimas décadas se ha reportade una gran cantidad de plantas
cuyos extractos inhiben el crecimiento microbiano y entre los frabajos mas
relevantes se encuentran los siguientes: A principios de este siglo, Match y
Kunkel (1920) y Diche-Teague (1924) describieron los efectos antimicrobianos
de aceites volatiles de fragancias crudas obtenidas de planias y usadas en Ja

preparacion de jabon.
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En los anos 30, médicos australianos documentaron el use de plantas
usadas por los indigenas de Ila region como terapéuticos contra
microorganismos patdgenos. Ellos encontraron que presentaban efectos
inhibitorios mas rapidos y fuertes que los medicamentos usados en esa época
(Humphrey, E.M. 1930; Penfold, A.R. y F.R. Morrison 1937; Carson, C.F. y T.V. Riley
1993). En 1943, Osborn estudio los efectos de 2300 especies de piantas contra S
aureus y E. coli encontrando 63 géneros de plantas con actividad
antimicrobiana. Mas tarde, en 1944, Huddleston ef af describieron 23 géneros
de plantas con efecto inhibitorio contra £. col. S auretsy Brucellia aborfus.

Por otra parte Sanders ef a/. en 1945, encontraron 15 plantas que inhibian
el crecimiento de £. coliy Bacillus subtilis. Hayes en 1946, descubrid la actividad
de 46 especies de piantas confra al menos unc de los microorganismos
siguientes; £ col Erwinia corotfovora 'y Phytfomonas fumerfaciens (Mitscher, LA,
1971).

Carlson et al, encontraron actividad antimicrobiana contra £ coliy S.
aureus en 115 especies de planias de 550 estudiadas (Mitscher, LA. 1971). De
manera similar, Cardoso y De Santos detectaron una fuerte actividad inhibitoria
contra S. oureus y Profeus X-19 en 4 de 104 piantas probadas (Mitscher, LA.
1971; Carson, C.F. y T.V. Riley 1993).

Sporoston et of, observaron los efectos de extractos de 73 plantas sobre
bacterias y hongos patogenos y encontraron que impatiens biflora era la mas

activa de las estudiadas.
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Por ofro lado, Atkinson estudio los efectos de 1200 especies de planfas
con flores sobre el crecimiento de S awreusy Salmonella fyphi El encontrd 50
especies activas que inhibian el crecimiento de la primera bacteria y cuatro de
la segunda (Mitscher, LA. 1971).

En 1950, Bushnell ef o/, demostiraron el efecto inhibitorio de Micrococcus
pyogenes, E. coliy Pseudomonas aeruginosa de 42 plantas de un total de 101
probadas, Anos después Malcolm y Sofowora en 1969 reportaron la actividad
antimicrobiana de extractos de plantas encontradas en Nigeria contra algunas
bacterias y hongos patdégenos para el hombre.

En un estudio realizado por Mitscher ef a/ en 1971, se encontré que de
156 especies de plantas estudiadas, i@ mayoria presentaban un efecto
inhibitorio del crecimiento en al menos uno de 10s microorganismos probados
(S. aureus, E coli S. gdlinarum, Klebsiella pneurmuniae, Mycobacterium
smegmatisy C. albicans).

Al ano siguiente se reportd el efecto de extractos de Arfemisia
herba-alba contra 8. aureus, E. coli, S. typhosa, Shigelia sonneiy Strepfococcus
hemoliticus, ademdas se determind que el agente antibacteriano era el alcohol
santolinico (Yashphe, J. e &/, 1979).

En 1978 un estudio determiné el efecto de 521 fragancias crudas usadas
en los jabones contra Sfaphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida
albicans. Se enconird que el 44% mostraba una inhibicion conira al menocs uno

de los fres microorganismos. De esos extractos se seleccionaron 212 con
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caracteristicas lipofiicas y se probaron contra Corynebactenum sp. Se
determind que el 30% de esos fueron efectivos contra esta bacteria (Morris, A.
et a/1978).

A principios de la década de Jos 80, McDuffie reporté que el extracto de
gjo presentaba un efecto inhibidor del crecimiento en micobacterias y que
era mas eficaz que otros 55 tratamientos comerciales usados contra este
género (Betto, P., el o/ 1988). Este estudio fué corroborado por Delaha y
Garagusi en 1985.

En 19864, se demostrd fa presencia un nuevo grupo de sustancias con
efectos antimicrobiales en presencia de luz solar en al menos 30 familias
diferentes de plantas (Downum, K.R. 1986; Downum, K.R., ef o/ 1989).

Al ano siguiente (1987), Rios, Recio y Villar reportaron la actividad de 81
especies de plantas con efectos antimicrobianos, las cuales presentaban la
posibiidad de ser usados como antisépticos o desinfectantes.

Un ano mas tarde Zaika (1988) encontrd que el clavo (Eugenia
aromatica) y la canela (Cynnamomun zelyanicum) presentaban efectos
contra microorganismos gram positivas y gram negativos. También en ese ano
se demostraron en forma cientifica las propiedades bactericidas del té y el
café contra patdogenos gastrointestinales (Toda, M., ef o/ 1988). A su vez
Nicoletti, Serafini y Cassinovi reportaron que extractos de diversas plantas
poseian efectos antineoplasicos asi como también antibacteriales (Betto, P. ef

0/ 1988),
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En 1990 se reportd que el grano de café (Coffea arabica) y la cocoa
. podian ser fuertes inhibidores del crecimiento de algunas bacterias que causan
gastroenteritis y otras enfermedades peligrosas (Pearson, L.J. y E.H. Marth 1990).
Chung et o/ en 1990, demostraron que exfracfos de plantas, usadas en la
medicina fradicional china, presentaban un efecto antibacterial contra
microorganismos asociados a alimentos y recomendaron su uso COmMo
conservadores.

En América Latina, Caceres ef a/se han dado a la tarea de la blsqueda
de extractos de plantas con efectos antimicrobianos. Entre 1990 y 1991 habian
reportado efectos de aproximadamente 318 especies de plantas usadas en la
medicina tradicional como terapéuticos empiricos.

Al ano siguiente, se reportd el uso del vapor de isocianato de dlilo,
extraido de la mostaza (Brassica junceq), como preservativo en alimentos, ya
que inhibia el crecimiento bacteriano (Isshiki, K. ef af 1992). En ofro trabgjo se
demostrd que ia zanahoria y sus extractos presentaban una fuerte inhibicion
contra microorganismos principalmente del género Listeria, y que esto se debia
a compuestos polifendlicos y poliacetilénicos. Se recomendd el uso de este
vegetal como preservativo en ciertos alimentos (Nguyen-the, C. y B.M. Lund
1992).

En 1994, se reportd que extractos de Xantium spinosum L. presentaban
actividad fungicida y bactericida. Se determind que tal efecto fue debido a un

compuesto lamado xantatina (Ginesta-Peris, E. ef al, 1994). En este mismo ano
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se aislaron fres nuevos neo-clerodano-furan-diterpenos con efecto
anfimicrobial de las raices de Crofon sondenanus (Silveira, ER. y JR.
McChensey 1994).

A principios de 1995, se reportd que los exiractos acuosos y etandlicos de
33 plantas del norte de la Replblica Mexicana presentaban efectos de
inhibicion del crecimiento sobre al menos una de once especies bacterianas

causantes de enfermedades gastroinfestinales (Sdnchez-Garcia, C.A. 1995).

Plantas como inhibidores de la formacion de esporas y la produccion de
toxinas:

En 1974 se observd que las aguas residuales provenientes de una planta
de fermentacion de aceitunas, mostraban efecto anfibacterial sobre
organismos gram negativos y ademdas que evitaban la formacion de esporas
de Bacillus cereus en los suelos regados con estas aguas (Flemming, H.P.. ef af
1973, Vazquez-Ronceno, A. ef a/ 1974; Gariido-Fernandez, A. y R.H. Vaugh 1978,
Tranter, H.S. ef o/ 1993)

En 1991 Nychas observd que extractos de ciertas plantas presentaban
inhibicion de la secrecion proteica de 8. aureus. En 1991, se determind que el
aceite de eucdlipto presentaba efecto inhibitorio en la produccién de toxinas

producidas por Aspergillus fiavus (Ansari, AA. y AX. Shivastava 1991).
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Al ano siguiente. Bilgrami ef af encontraron que extractos de clavo,
cebolla y gjo inhibian la produccion de aflatoxinas de A. fiavus (Bilgrmi, K.S. ef
a/1992).

Durante 1993, Tranter y colaboradores reportaron que los compuestos
polifendlicos provenientes de los frutos del olivo provocaban una fuere
inhibicion de fa produccion de la enterotoxina tipo B de 8. qureus .

Como se ha visto, se ha demostrado el efecto antibacteriano de gran
ndmero extractos de plantas, asi como en algunos de ellos la inhibicién en la
produccién de toxinas. Sin embargo, hasta el momento se desconocian [os
efectos de las plantas de la region sobre la fisiologia y los eventos metabdlicos
relacionados con las principales enfermedades causadas por C. perfringens.
Por 1o que en este trabagjo pretendemos establecer el efecto de extractos de
10 de esas piantas sobre el crecimiento. la formaocion de esporas y la

produccion de toxinas de C. perfringenstipo A.
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HIPOTESIS

Los extractos acucosos de 10 plantas de la regidn presentan efectos
inhibitorios del crecimiento, de la formacidon de esporas y de la producciéon de

toxinas de Clostridium perfringens tipo A.

OBJETIVOS

1) Anglizar el efecto de 10 exiractos acuosos de plantas sobre el crecimiento

de C. perfringens.

2) Establecer la Concentracion Minima de los exiractos qQue inhiben el

crecimiento de C. perfiingens en tres medios diferentes.

3) Determinar el efecio de esos exiractos de plantas sobre la formacion de
esporas, la produccion de enterofoxinag y de fosfolipasa C de C.

perfingens.



MATERIAL Y METODOS

Plantas Analizadas:
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Se utilzaron 10 plantas para este estudio; el detatlle de ellas se muestra en

la tabla no. 1.

Tabla No. 1.- Plantas estudiadas

NOMEBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN | PARTE USADA
Agave lechuguilia Torr. Lechuguilla Raiz, Hojas
Bacharis glutinosa Pers. Jarilla Tallo, Hojas
Cinnamomum zelyanicum Negs. Canela Corteza
cynanomum Cynanomum L. Comino Frutos
Eugenia aromatica Baili. Clavo Frutos
Flouresia cernua DC. Hojasen Hojas
Larrea tridentata DC Cov. Gobernadora Tallo, Hojas, Flores
Litsea glausescens H.B.K. Laurel Hojas
Lantana involucrata L. Orégano Hojas
Yucca sp. Yuca Raiz, Tallo

Cepas Usadas:

En este estudio se utilizaron cinco cepas de C. perfiingens tipo A: dos no

productoras de enterotoxina: FD- 1y ATCC 3624 y tres productoras: NCTC 8238

(H-2), NCTC 8239 (H-3) y NCTC 8798 (H-9). Todas se mantuvieron en medio de

carne cocida segin Robertson a -20°C hasta su uso, Se hicieron resiembras

cada 8 o 12 meses (Garcia-Alvarado, J.S. 1990; Garcia-Alvarado, J.S. 1992a).
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Activacion de las Cepas:

Para esto se utiizé el caldo con tioglicolato el cual se inoculd con 2
gotas del cultivo de reserva, e inmediatamente después se aplicdé un choque
férmico a 75 °C por 15 min. Posteriormente, se incubd a 37 °C por 16 a 18 h.

(Garcia-Alvarado, J.S. 1992b).

Determinacion del NGmero de Indculo:

De los cultivos activados se inocularon al 1% tubos con 5 ml de medio
caldo con tioglicolato. Se incubaron a 37 °C y a las 14, 16 y 18 h se tomaron
alicuotas y se determind el numero de células viables por el método de cuenta
en placa. Este consiste en hacer diluciones decimales de cada tubo e
inocularlos en cajas Petri a las que se agregé medio nutritivo con agar
(Proteosa peptona 1.5%, extracto de levadura 1.0%. agar-agar 1.5%). Las cajas
se incubaron a 37 °C durante 24 - 48 h en anaerobiosis con una atmosfera ai

5% de CO, y 95% de N, (Garcia-Alvarado, J.S. 1990).

Obtencion de los Exiractos:

Las partes ufiizadas de las plantas se lavaron y secaron a 30 °C. Se
pesaron 20 g de la planta y se le agregd 100 ml de amortiguador de fosfatos
001 MpH?7. La m-ezclo se triturd en un mortero durante 5 0 6 min. £l macerado
se dejo en reposo por espacio de 16 - 18 h a 4 °C. La suspension se filtrd con

papel Whatman No. § y posteriormente se centrifugd a 10,000 x g por 20 min a
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temperatura ambiente. El sobrenadante se esteriizé por ﬁﬂ;rocién con
membranas de nitrocelulosa con poro de 0.45 . El extracto estéril se colocd en
viales que se mantuvieron a 4°C hasta su uso, pero por un periodo mdéximo de
20 dias (Sanchez-Garcia, C.A. 1995). Una dlicuota del extracto se secd a 40 °C

en vigles tarados y pesados con el fin de determinar el peso seco como una

medida de estandarizacion.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMBP) del
Crecimiento de C. perfiingens:

Se utilizaron tubos de 13 x 100 mm con § ml de caldo Mdeller-Hinton
(M-H): este medic es el recomendado por la ATCC para las pruebas de
susceptibilidad con antimicrobianos. A estos tubos se agregaron diferentes
concentraciones de fos extractos (niciando con 1 mg/ml). Despuégs se
inocuiaron con las cepas y se incubaron a 37 °C por 10 h. Durante este tiempo
se realizaron determinaciones espectrofatométricas cada h a 600 nm
(Sequoia-Turner Modelo 340). La CMI se definid como la concentracion del
extracto mas baja que inhibié el crecimiento de los microorganismos. Se utilizd
un antibidfico comercial (penicilina G) como control positivo,

En el caso de los medios de Duncan y Strong (DS) o Infusion
Cerebro-Corazon (ICC) para obtener las CMI se requirid la qdicion de
cantidades mayores de extracto, lo cual coloreaba el cultivo, por lo que estas

se determinaron mediante lag observacion de un frotis en fresco en el
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microscopio de confraste de fases. La CMI el crecimiento se determin® como
aquella concentracion que presentaba menos de § células por campo en 10
campos observados (Estos valores se obtuvieron al observar frotis de los tubos
del control inmediatamente después de haber sido inoculados donden se

encontraron & células en 10 campos observados en promedio).

Efecto de extractos sobre la produccion de esporas:

Se utilizaron tubos con medio DS los cuales fueron inoculados e
incubados de la misma forma que el punto anterior. Para determinar el numero
de esporas formadas durante el periodo de incubacion, se tomaron muestras
de los cultivosalas 2, 4, 6, 8, 10 y 24 h y se les redlizd un choque térmico a 75 °C
durante 15 min para eliminar a las células vegetativas. Inmediatamente
después se procedié a realizar el método de cuenta viable en placa, tal como
fué descrito anteriormente (Garcia-Alvarado, J.S. 1992b). Ademas se ufilizaron
tubos con DS a los que se les agregd el 25, 50y 75 % de la CMI de la formacion
de esporas con el fin de determinar el efecto sobre este proceso.

La CMI de la formacion de esporas se definid como la concentracion

mas baja del exitracto que inhibid la formacion de esporas termorresistentes,

Efecto de Extractos Sobre la Producciéon de Enterotoxina:
Se agregod el 25, 50 o 76 % de Ia CMI de la formacion de esparas a 100

ml de medio D-S. Los cultivos se incubaron a 37 °C y después de las 8 h se
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tomaron muesiras de 10 ml de medio a las 24 h de cultivo. Las muestras fueron
centrifugadas a 5,000 x g por 10 min a 5 °C. Los sobrenadantes se emvasaron
en viales (1 mi) y se liofilizaron con el fin de concentrarlos. Posteriormente esfos
se resuspendieron en 100 pl de amortiguador de fosfatos (0.02 M pH 6.8): y se

les determind Ia concentracion de enterotoxina presente.

Produccion de suero anti-enterotoxina:

El suero fue producido en conejos de aproximadamente 5 kg segun la
metodologia descrita por Bartholemew y Stiinger (1983); y siguiendo el siguiente
diagrama de inmunizacion:

Tabla No. 2.- Diagrama de inmunizacién

Concentracion de | Volumen | Adyuvante completo . | N Dia de
enterotoxina (ug) {ml) de Freund* b & G | inoculacién

3 0.25 + Intramuscular 1

12 0.25 * o 8

30 0.25 + . 15

30 0.5 + ¥ 22

30 0.5 # “ 29

30 0.5 + « 36

100 l - Intravenosa 45

* El volumen de adyuvante fue igual al de 1a dosis usada

El sangrado se realizd en el dia 58 después de la primera dosis.
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La actividad antienferotoxina del suero obtenido fue determinada
mediante una contrainmunoeleciroforesis, utilizando enterotoxina obtenida en

nuestro laboratorio como antigeno y suero de referencia como conftrol.

Deteccion de enterotoxina por Contrainmunoelectroforesis:

Esta técnica se desarolid de acuerdo a la metodologia descrita por Naik
y Duncan en 1977 con algunas modificaciones, las cuales se describen a
confinuacion:

Se utilizé una solucion de agarosa tipo N (alta electroendosmosis) al 0.6 %
(p/Vv) disueita en amortiguador de barbital 0.06 M pH 8.6. De esta solucion se
anadieron 80 ml g una placa de vidrio de 20 x 20 cm previamente cubierta con
una capa fina de agar al 1% (p/v) disuelto en el mismo amortiguador. Después
de que la agarosa solidificd, se hicieron 5 hileras de pozos dobles con un
diametro de 4 mm. distanciados § mm entre cada pozo y 1.3 cm entre cada
hilera, Los estandares de enterotoxina contenian 25, 12.5, 6.2, 3.1, 1.6, 0.8,
0.4 y 0.2 ug/ml. Se colocaron 10 Wl de las muestras o los estandares en |0s pozos
de las hileras mas cercanas al cafodo. El suero antienterotoxina se diluyd 1:2 y
se aplicd (10 W) en los pozos de las hileras mas proximas al anodo.

Inmediatamente después se realizd una electroforesis horizontal,
utilizando el amortiguador de barbital en los reservorios, y aplicando 130 Volts
por un tiempo de 30 min. Terminado el tiempo, las placas se colocaron en una

cdmara himeda y se mantuvieron a temperatura ambiente por 12-14 h.
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Posteriormente la placa se tifid con acido tanico al 2% (p/v) recién preparado
por 2 min y se determiné la presencia de bandas de precipitacion. La Ulfima
concentracion del estGndar que mostré banda se compard con la Gitima

dilucion de la muestra en la que se observo banda.

Efecto de extractos sobre la produccion de Fosfolipasa C (a toxing):

Para determinar la actividad de la fosfolipasa de C. perfringens se
inocularon (1 % de indculo) tubos con ICC y a los cuales se agregd el 25,50y 75
% de la CMI del crecimiento. Los cultivos se incubaron a 37 °C y se tomaron
muestras cada 2 h por un periodo de 14 h. Estas fueron centrifugadas a 5,000 x
g por 20 min a 4 °C. El sobrenadante se recuperd y colocd en viales para
despusés ser liofilizados. Los viales se guardaron a-20 °C hasta la determinacion.

Los sobrenadantes liofilizados se resuspendieron en 200 pl de agua
destilada estéril y se procedié a cuantificar la actividad de la enzima mediante
el método turbidimétrico de Van Heyningen siguiendo las modificaciones
realizadas por Heredia 1996, de la siguiente forma:

De los sobrenadantes liofilizados y resuspendidos en agua destilada esteril
se fomaron 100 Jl y se les adiciond 1 ml de una solucidn de trabajo base (Esta
ultima fué preparada de |a siguiente forma: se prepard una solucion madre
que contenia 0.9 g de lecitina de soya en 25 ml de amortiguador Triss-HCI 20
mM pH 7.2 con 0.158 M de NaCl y 24 % de colato de sodio y de ésta se

tomaron 16 ml y se diluyeron en 100 ml de amortiguador de Tris-HCI 20 mM pH
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7.2 con 0.158 mM de NaCl, 10 mM de acetato de calcio y 0.2 mM de cloruro
de zinc). Los tubos fueron mezclados e incubados por 1 h a 37 °C. Después de
este tiempo la reaccién fué detenida agregando 10 pl de EDTA 0.2 M vy el
aumento en la turbidez fue determinado espectrofotométricamente (Coleman
Junior Modelo 340) (Jolivet-Reynau, C. 1988: Heredia, RN.L. 1996). Una unidad

de fosfolipasa C se definidé arbitrariamente como un cambio de 0.2 unidades

en la absorbancia a 510 nm.
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RESULTADOS

Estandarizacion de los extractos :
La tabla 3 muestra los valores de peso seco de los extractos obtenidos
despues de triturar 20 g de planta y maceraro por 16 @ 18 h en 100 ml de

amortiguador de fosfatos.

Tabla No. 3.- Peso seco obtenido de Tos extractos acuosos de las

plantas utlizadas.

Nombre Cientifico Nombre Comtin Peso Seco (mg/ml)
Agave lechuguilla Torr. Lechuguilla 160 + 0.05*
Bacharis glutinosa Pers. Jarilla 150 + 0.05
Cinnamomum zelyanicum Nees. Canela 150 + 0.05
Cynanomum cynanomum L . Comino 160 + 0.05
Eugenia aromatica Baill. Clavo 150 + 0.05
Flouresia cernua DC. Hojasen 150 + 0.05
Larrea tridentata OC Cov. Gobernadora 160 + 0.05
Litsea glausescens H.B.K. Laurel 170 + 0.05
Lantana involucrata L. Orégano 170 + 0.05
Yucca sp. Yuca 170 + 0.05

*- Desviacion tipica de la media



Determinacion del nimero de U. F. C. en el in6culo :
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Se observé que en el inéculo la cantidad de unidades formadoras de

colonia por mf enconfradas a las 14, 16 y 18 h después de la activacion fue

similar (Tabla 4). Debido a esfo, se utilizd para inocular fos cuifivos de los

diferentes medios usados en ias determinaciones del frabgjo.

Tabla No. 4.- Nimero de células def indcuto de cinco cepas de Clostridium penfingens a
diferentes tiempos de incubacitn.

Ti empo de NCTC 8238 | NCTC 8239 | NCTC 8798 FD-1 ATCC 3624
Incubacidn (h) UFC/ml

14 h 51x10%41.3 | 6.1x10°+1.4 | 5.0x10%1.1 | 1.7x10%+1.2 | 2.1x10%1.5

16 h 7.0x10%1.1 | 7.3x10°+1.8  6.6x10%:1.5 | 7.7x10%+1.1 | 3.4x10%+1.1

18 h 2.5x10%41.0 | 1.7x10%:1.2 | 2.3x10%1.1 | 1. 1x10%+1.4 | 1.0x10%+1 2

* Desviacion minima de la media
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Determinacion de las CMi de C. perfiingens en medio Mueller-Hinton.

En lo que se refiere a las CMI de los extractos en el medio de
Mueller-Hinton observamos marcadas diferencias, ya que 1os resuttados fuseron
de 1.65 mg/ml a 41.6 mg/mi (Tabla 5). El andlisis estadistico realizado ANOVA y
unq prueba de diferencia de medias por el método de Tukey: mostrd que no
existian diferencias significativas entre las cepas ufilizadas (P > 0.05%). Sin
embargo, si se encontraron diferencias significativas entre los extractos
utilizados, siendo la Y. sp. la mas efectiva para inhibir €l crecimiento y el hojasen

el menos efectivo (Figs. 1a, 1b, 2a, 2b, 3a. 3b. 4a, 4b. 5a, 5b).

Tabla No. 5.- cMi de extractos acuosos de plantas que inhibén el crecimiento de cepas
de C. perfringens en el medio de Mieller-Hinton.
L

Cepas Enterotoxigénicas Ente(::tia)csi;é:icas
CMI (mg/ml)
Flanta NCTC 8238 NCTC 8239 [NCTC8798| ED-1 |ATCC 3624
(Nombre Cientifico) i

A. lechuguilla Torr. 32+13*%| 48=+14 1609 [ 18416 84+1.6
B. glutinosa Pers. 105+£15( i95+15 (390+14 [268+15) 316+15
C. zeylanicum Nees. 1.4£09 14+1.0 28410 [101+14) 101+14
C. cynanomun L. 80+15 | 112+16 | 416+17 |184+16/) 336116
FE' aromatica Baill. 30+1.1 15007 | 45+1.09 |6.04+£15] 16615
F. cernua €. 30+15 | 255416 | 255+15 |184+16] 26.1%£1.5
L. tridentata OC Cov. 48+12 ) 162+06 | 8015 | 64+16 | 256x1.6
L. glausescens H.B.K. 34+10 68+1.1 51+16 | 86+17 | 189+18
’Z. involucrata L. 136£1.7} 153+17 [ 11917 | 5.1+1.7 | 29417
Y. sp. 16509 | 17010 | 16710 16510 165+1.0

* .- Desviacion Tipica de la Media
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Efecto de exiractos de plantas sobre la formacion de esporas

Debido a que la determinacion de la formacion de esporas y produccion
de enterotoxina se realzd en medio Duncan y Strong (DS):; primero fué
necesario determinar ia CMI de los extractos en este medio. Cuando
realizamos los ensayos para determinar 1a CMI en el medio D-S encontframos
qgue estas estaban en un rango de 9.6 mg/ml a 119.0 mg/ml (Tabla 6), pero al
igual que en el medio anterior no se presentaron diferencias significativas entre
las cepas solas o al ser agrupadas en enterotoxigénicas y no enterofoxigénicas
(P >0.05). Sin embargo se encontraron diferencias entre los exiractos probados
por lo que se determind que él extracto mas eficaz fue el de lechuguilla y el

menos efectivo fué el de orégano.

Tabla No. 6.- CM de extractos acuosos de plantas que inhiben el crecimiento de
diferentes cepas de C. perfiingens en el medio de Duncan y Strong.

Cepas Enterotoxigénicas Cepas no Enterotoxigénicas
CMI (mg/mi)
Planta I NCTC8238|NCTC8239| NCTC8798| FD-I | ATCC 3624
(Nombre Cientifico)
A. lechuguilla Torr. |208+15*%) 16014 | 14416 | 96415 160+1.5
B. glutinosa Pers. 600+14 | 66015 63.0+14 | 72015 600+15
C zeylanicum Nees. 476+13 | S88+14 | 490+14 | S46+15 [ 420+14
C. cynanomun L. 480+15 | 576+16 | 944+1.6 | 688+16 | 640+16
E. aromatica Baill. 315215 [ 315+15 | 540+14 | 390+14 | 375+15
F. cernua DC. 945+16 | 76515 | 735+15 | 615415 [ 45015
L. tridentata DC Cov. | 608+1.6 | 576+16 | 96.0+1.6 | 800%16 | 800+16
L_ giausescens HB.K. | 86717 | 935+17 | 850+1.7 | 103.7+1.7 | 1105+ 1.7
L. involucrata L. 86.7+1.7 | 86.7+1.7 | 1020+1.7 [1105+£1.7( 119017
Y. sp. 400+16 |384+16) 96016 |1150+1.6| 1088+17

“ .- Desviacion Tipica de la Media

5
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En relacion con la formacion de esporas encontramos que las CMI de los
extractos que inhibieron la formacion de esporas en el medio D-S variaron de
4.8 mg/ml a 96.0 mg/mi (Tabla 7). Al igual que en los puntos anteriores el andilisis
estadistico reveld que no existian diferencias significativas entre las cepas
utilizadas; pero si se enconfraron diferencias significativas entre los extractos.

Siendo el mejor inhibidor el de lechuguilla y el menos efectivo el de jariiia.

Tabla No. 7.- CMi de extractos acuosos de plantas que inhiben la formacion de esporas
de cepas de C. perfringens en el medio de Duncan y Strong.

Cepas Enterotoxigénicas Cepas no Enterotoxigénicas
CMI (mg/mb)
Phantas NCTC 8238 | NCTC 8239 [NCTC8798| FD-1 | ATCC 3624
(Nombre Cientifico)

A. lechuguilia Torr. | 144+£15% | 128+16 96+16 64+15 48+£16
rB. glutinosa Pers. 525+14 | 615415 | 630+15) 60015 | 435=%15
. zeylanicum Nees. 476+ 1.4 56014 476114 | 490+14 | 40614
C. cynanomun L. 480+16 | 56016 [ 65516 | 640+16 | 624+16
E. aromatica Baill, 315¢15 | 315+15 | 465+15|375+16 | 315+16
F. cernua DC. 315£15 315215 [ 24015 ] 465+16 | 36016
L. tridentata DC Cov.| 368+1.6 | 56016 | 65616 | 800+16 | 65615
L. glausescens HB.K.| 442+1.7 | 238+16 | 527+17 | 884+17 | 544+17
L. involucrdta L. 42516 340x16 697+17 | 85017 | 663*16
L sp. 224+16 208%16 BOO+19 | 960+16| 76.5+16

* - Desviacian Tipica de la Media
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De las CMI de la formacion de esporas enconfradas se determind la
media (Tabla 8) y se calculd el 25, 50 y 75% de esa concentracion. Estas

cantidades se usaron para determinar su efecto sobre fa formacion de esporas

y la produccién de enterotoxina

Tabla No. 8.- Concentraciones usadas en la determinacion del efecto de extractos de
plantas sobre la formacién de esporas y |a produccion de enterotoxina en C. perfringens tipo A.

Planta Mfflc‘;g E 25% DE LA 50% DE LA 75% DE LA

(NOMBRE CIENTIFICO) Gophity | U/l | CMllg/al) | CMI{ong/ml)
| A. Techeguilla Torr. 9.6+0.2* 24+02 48+02 72402
. zeylanicum Nees 49.1+0.5 123+05 245105 36.8+05
£. aromatica Baill 36.1+038 9.1+08 18.1+0.8 271108
F. cernua DC 345+03 87+03 17.3+03 259+03
L. glausescens H.B K. 52709 132+ 0.9 264+09 395+09
L. involucrata L. 505+07 148+ 0.7 206+07 444 +0.7

*Nota:

Este valor representa Ja media de las CMI de las cinco cepas usadas con su desviacion estandar
respectivamente.

El extracto que presentd ias CMI mas bajas para inhibir Ia formacion de
esporas  fue el de lechuguilla; todas las cepas mostraron una marcada
inhibicion sobre la formacién de esporas (Figs. 6. 7. 8, 9. 10).

En los extractos de canela. Jas cepas no presentaron una disminucion del

crecimiento tan marcada como en el Se observaraon

caso anterior.
disminuciones de 1 o 2 unidades logaritmicas en las cepas NCTC 8238 y NCTC
8798: la cepa NCTC 8239 solo fue inhibida ligeramente, ademads, estas cepas

presentaron un ligero refraso en la formacion de esporas cuando se agregd al

medio el 80 y 75 % de la CMI (Figs. 11, 12, 13). Al andlizar las cepas no
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enterofoxigenicas no observamos una inhibicion marcada en la formacion de
esporas ya que presentaron niveles similares a los del control; sin embargo. se
observo un retraso de hasta 4 h en la aparicion de estas (Figs. 14, 15).

El extracto de clavo mositd una inhibicién importante en la formacioén de
esporas en las cepas enterotoxigénicas (Figs. 16, 17. 18) ya que pudimos
apreciar una disminucion de 3 a 5 unidades logaritricas en comparacion con
el control. Estas cepas presentaron un retraso en la formacion de esporas de 2
a 4 h dependiendo de la concentracion de extfracto probado. la cepa FD-1
fue inhibida moderadamente por este extracto (2 unidades logaritmicas al 75 %
de la CM) (Fig. 19), mienfras que para la cepa ATCC 3624 se observd una
inhibicion en la concentracion mayor (Fig. 20). Ambas cepas tuvieron un retraso
en la formacién de esporas que varié de 2 a 6 h., dependiendo de la
conceniracion del exiracto.

El extracto de hojasen mostro una inhibicion muy leve de la formacion de
esporas en las cepas enterotoxigénicas (1 unidad logaritmica) en la
concentracidon mas alta usada. De la misma forma, se observé un retrase en la
formacion de esporas de 2 g 4 h, en las concentraciones probadas (Figs. 22, 23,
24). Cuando analizamos las cepas no enterotoxigénicas se observd un
aumento en la formacion de esporas en casi una unidad logaritmica al utilizar
la concentracion mas baja, sin embargo, también se observé un retraso de 2 a

6 h en este proceso dependiendo de la concentracion usada (Figs. 24, 25).
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En caso del exfracto de laurel, este mostré efectos muy variables
dependiendo de la cepa ufilizada. La cepa NCTC 8238, fue fuerfemente
inhibida por este extracto, (de 4 a 6 unidades logaritmicas) y ademas produjo
un retraso en la formacion de esporas de hasta 4 h dependiendo de la
concentracion (Fig. 26); la cepa NCIC 8239, presentd una inhibicion
moderada (2 unidades logaritmicas) con la concentracion del 25 %. el resto de
las concentraciones inhibieron totalmente la formacion de esporas ya que
estas se encontraban arriba del promedio de la CMI (Fig. 27):por otro lado en
las cepas NCTC 8798 y FD-1, no se inhibid formacion de esporas (Figs. 28 y 29).
Cuando andglizamos la cepa ATCC 3624 se observd un incremento en la
formacion de esporas de hasta una unidad logaritmica a las 10 h de
incubacién. Sin embargo, fambién se cbservo un retfraso de 2 h en la formacion
de esporas en todas las concentracioneas usadas (Fig. 30).

Con el extracto de oréganco se observé una disminucion en la cantidad
de esporas (2 a 5 unidades logaritmicas). Sin embargo para la cepas NCTC
8238 y NCTC 8239 no se produja un refraso en la aparicion de las esporas (Figs.

31. 32, 33, 34, 35).
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Efecto de exiractos de plantas en la produccion de enterotoxina:

Los resuffados obtenidos se encuentran resumidos en la tabla 9. En
general encontramos que el extracto de lechuguilla inhibe la preduccion de
toxina en las cepas probadas; en algunas (NTCC 8238 y NCIC 8239) lag canela,
el clavo y el orégano también mosiraron este efecto. De forma contraria el

laurel y el hojasen estimulan la produccion de esta enteratoxina.

Tabla No. 9.- Efecto de extractos de plantas sobre la produccion de enterotoxina de C.
perfringens, \a determinacion se realizo a los sobrenadantes despues de 24 h de incubacion.

Produccién de enterotoxina (pg/mi)
Planta Concentracidn NCTC 8238 NCTC 8239 | NCTC 8798
% de la CM1
Control 0 % 40 40 40
A. lecheguilla Torr. 25% 0 0 0
50% 0 0 0
75% 0 0 0
| C. zeylanicum Nees. 25% 0 5 20
50% 0 5 20
75% 0 5 10
E. aromatica Baill. 25% 0 0 2.5
50% 6 0 2.5
75% 0 (] 2.5
F. cernua DC. 25% 160 160 80
50% 160 160 80
75% 80 80 0
L. glausescens H.B.K. 25% 40 80 20
50% 40 0 20
5% 20 0 10
L. involucrata L. 25% 0 0 40
50% 0 1] 20
79% 0 0 10
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Efecto de extractos de plantas en la produccion de fosfolipasa:

Debido a que la determinacion de la produccion de fosfolipasa se realizd
en el medio de Infusion Cerebro-Corczén (ICC). primero fue necesario
determinar la CMI de los extractos en este medio. Los resufados se presentan
resumidos en la tabla 10. Las CMI se encontraron desde 9.6 mg/ml y 119.0
mg/ml. El andlisis estadisfico (Andlisis de Varianza y Prueba de Tukey) mostro
que no exisfian diferencias significativas entre el efecto de los extractos sobre
las cepas solas O entre las productoras y no productoras de enterotoxina, de
igual forma no se enconfraron diferencias significativas entre los exiractos

probadaos con una significancia del 0.05%.

Tabla No. 10.- Concentraciones Minimas (CM's) de extractos acuosos de plantas que
inhiben el crecimiento en el medio de Infusion Cerebro-Corazén.

Cepas Enterotoxigénicas Cepas no Enterotoxigénicas
CMIi en mg/mi
E- i NCTC 8238|NCTC 8239|NCTC 8798|  FD.1 | ATCC 3624
(Nombre Cientifico) '

A. Techuguilla Torr. 208+15%1 160+14 | 14414 | 96+15 1615
B. glutinosa Pers. 600+14 | 660+15) 63014 ( 72015 600x1.5
C. zeylanicum Nees. 476+13 [ 588+14 | 490+14 | 546+15| 42014
C. cynanomun L . 480+15 | 57616 [ 94416 68816 ) 64016
E. aromatica Baill. 31515 1 31.5+15 | 540+14 ] 39015 | 375+1.5
F. cernua DC. 945+1.6 | 76515 | 735+15 | 615x1.5 | 45015
L. tridentata 0C Cov. 608+16 | 576+16 | 960+16 ] 80016 | 800£16
L. glausescens H.B.K. 867+17 | 93517 ( 850+17 |103.7+17] 110517
L. involucrata L. 86.7+17 | 867+ 1.7 | 1020+1.7[1102+1.7| 119017
Y. sp. 400+16 | 384+161{ 9260+16 | 115016 1088+17

* - Desviagion Tipica de ta Media
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Una vez habiendo determinado las CMI se realizd un promedic y se
determin® la cantidad de extracto que correspondia al 25, 50 y 75% (Tabla 11),
Estas Gftimas concentraciones se utilizaron para la determinacion de los efectos
de los extractos sobre el crecimiento en medio ICC y la produccion de

fosfolipasa.

Tabla No. 11.- concentraciones usadas en la determinacion de! efecto de extractos de
plantas sobre e} crecimiento y la produccion de fosfolipasa C en C. perfringens fipo A.

T an” | 2%DELA | 50%DELA | 75%DELA

(/o) CMI (mg/ml) | CMI (mg/ml) | CMI (mg/ml)

(NOMBRE CIENTIFICO) 67.2+1.3* 168+ 1.3 336+13 504+13
8. glutinosa Pers. 931+£14 233+1.4 465+14 698+14
C. zeylanicum Ness. 588+14 14714 294+14 M41+14
E. daromatica Baill 421+15 10515 21.1£1.5 31515
L. tridentata DC Cov. T36£16 184+ 16 36816 552x16
LL. involucrata L. 1106+1.7 273£17 55 & 1.7 83.1£1.7

*Nota:

Este valor representa la media de las CMI de Jas cinco cepas usadas con su desviacion estandar
respechva.

De manera general, podemos decir que la produccion de esta toxina se
comportd de la misma forma que el crecimiento de la cepa (Figs. 36 - 99).
Encontramos que los extractos de gobernadora inhiben fotaimente la
produccion de la toxina; en la mayoria de las concentraciones probadas de los
extractos de lechuguilla, canela y orégano se observo una ligera disminucion

del crecimiento y de la produccion de fosfolipasa, mientras que el exiracto de
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jarila no mostrd alteraciones en el crecimiento y en la produccion de la

exotoxina.
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NCTC 8239 en medio ICC
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Fig. 57.- Efecto del 25, 50 y 78 % de |a CMI del extracto
de canela sobre la produccion de fosfolipasa C
de C. perfringans NCTC 8238
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Fig. 59.- Efecta de! 25 50 y 75 % de Ya CMI del extracto
de canela sobre |a producceion de fosfolipasa C
de C. perfringens NCTC 8239
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Fig. 62.- Efecto del 25, 50 y 76 % de |a CMI del extracto
de canela sobre el crecimiento de C. perfringens
FB-1 en medic ICC
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Fig. 61.- Efectn del 25, 50 y 75 % de 1a CMI del extracte
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de C. perfringens NTCC 8738
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Fip. 63.- Efecto del 265, 50 y 75 % de ta CM! del extracto
de canela sobre la produccion de fosfolipasa C
de C. perfringens FD-1
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Fig. 64.- Efecto del 25 50 y 76 % de la CM! del extracto
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Fig. 65.- Efecto del 25, 50 y 75 % de la CMI del extracto
de canela sobre la produccicn de fosfalipasa C
de C. perfringens ATCC 3624
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Fig. 67.- Efecto del 25, 50 y 76 % de |a CM| del extracto
de dlavo sobre la produccion de fosfolipasa C
de C. perfringens NCTC 8238
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Fig. 72.- Efecto del 25, 60 y 78 % de la CMI del extracto
de clavo sobre el crecimiento de C, perfringens
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Fig. 73.- Efecto del 26, 50 y 75 % de la CMI del extracto
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Fig. 76.- Efecto del 25, 50 y 76 4 de {a CMI del extracto
de gobernadora sobre ef crecimiento de C. perfringens
NCTC 8238 en medio ICC
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Fig. 78.- Efecto del 25, 50 y 75 % de la CMI del extracto
de gobemadora sobre el crecimiento de C. pesfringens
NCTC 8239 en medio ICC
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Fig. 79.- Efecto del 25, 50 y 75 % de la CM| del extracto
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Fig. 81.- Efecto del 25, 50 y 78 % de |a CMI del extracto
de gobernadora sobre la produccion de fosfolipasa C
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Fig. 83.- Efecto del 26, 50 y 76 % de la CM| del extracto
de gobernadora sobre la produccion de fosfolipasa C
de C. perfringens FD-1
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de gobernadora sabre el crecimiento de C. perfringens de gobernadora sobre la produccion de fostolipasa C
ATCC 3624 en medio KCC de C. perfringens ATCC 3624
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Fig. 89.- Efecto del 25, 5 y 78 % de la CWi del extracto

de orégano sobre la produccion de fosfolipasa C
de C. parfringens NCTC 6239
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Fig. 95.- Efecto del 25, 50 y 75 % de la CMI del extracto
de orégano sobre Ja produccién de fosfolipasa C
de C. perfringens ATCC 3624
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En este caso se ufilzd la penicilina en los medios usados (Tabla 12).

Encontramos que estas concentraciones variaron de 0.2 pyg/mi a 0.35 ug/mi. El

andlisis estadistico (ANOVA y prueba de Tukey) revelé que no existian

diferencias significativas entre las cepas agrupadas por su enterotoxigenicidad

o individuales. Sin embargo, las pruebas estadisticas entre los medios mostraron

diferencias altamente significativas, con un a de 0.05 %.

Tabla No. 12.- Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) del crecimiento por

peniciina G
[ - Cepas Enterotoxigénicas Cepas no
Enterotoxigénicas
CMI (ug/mi)

Medio NCTC 8238 | NCTC 8239 |[NCTC 8798 FD-1 ATCC 3624
Mueller-Hinton 0.2+ 0.05 | 0.254£ 0.05 { 0.2+ 0.05 | 0.2+ 0.05] 0.25+ 0.05
Duncan y Strong 0.2+ 0.05 | 0.3+ 0.05 ) 0.3+ 0.05 |0.34+ 0.05] 0.25+ 0.05
Infusién Cerebro-Corazén| 0.2+ 0.05 | 0.2+ 0.05 |0.25+ 0.05| 0.3+ 0.05| 0.3+ 0.05

Nota:

Los experimentos se realizaron al menos por duplicado con tres repeficiones cada uno.




66

DISCUSION

Las plantas son una importante fuente de antimicrobianos y en ultimas
fechas, compuestos aislados de estas. se ulilizan en la preservacion de
alimentos, como antimicrobianos, etc.. En un estudio reciente se demostrd que
un nimero considerable de plantas utiizadas en la medicina fradicional
presentan un efecto antimicrobiano contra diversos microorganismos cusantes
de enfeimedades gastrointestinales (Sanchez-Garcia, C.A. 1995). En este
frabajo nos enfocamos a determinar los efectos de algunos de esos extractos
de plantas en el crecimiento, la formacion de esporas y la produccion de
toxinas de C. perfringenstipo A .

En este trabgjo se observd que existen diferencias significativas en las CMI
que inhibieron el crecimiento en los distintos medios usados. Estas diferencias se
pueden deber a ia composicion de ios medios utilizados, debido a que las
concentraciones minimas aumentaban a razon de la cantidad de nutrientes
disponibles en el medio; por ejemplo: De los extractos probados sobre el
crecimiento de este patdgeno el proveniente de Yuca sp. fue el que presentd
la CMI mas baja para todas las cepas, en el medio de Mueller-Hinton (M-H),
pero esto no fue asi en los otros medios, en los que presentd CMI mayores.

Se detfermind estadisticamente que las CMI mas bajas para el
crecimiento se obtuvieron en el medio de M-H de los fres probados; seguido

por el medio de D-S, y el que presentd las CMI mas alfas fue el de ICC. Aun as,
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se determind que todos los extractos probados presentaron un efecto
inhibitorio del crecimiento y que, en la mayoria de los casos, este era
dependiente de las concenfraciones del extracto usado, es decir, a mayor
cantidad de extracto mayor la inhibicion del crecimiento mostrada.

En el medio de D-S se determind el efecto de los extractos sobre la
formacion de esporas y la produccion de enterotoxina; aqui se observd que no
existian diferencias significativas entre las CMI| para el crecimiento y la
formacion de esporas, mas sin embargo, al manejar cada extracto por
separado las CMI que inhiben g formacion de esporas resulfan ser, en su
mayoria, menores a las opbtenidas para el crecimiento en este medio, Esto
concuerda con trabagjos realizados en el género Bacillus donde se menciona
que algunos compuestos procedentes de plantas inhibian el proceso de
esporulacion pero no interferian con €|l crecimiento de Jg bactejia a
concentraciones iguales (Fleming, H.P. et al 1973).

El extracto de lechuguilla mostrd una fuerte inhibicion de la formacion de
esporas en todos las cepas de C. perfingens. Los de laurel y de orégano
inhibieron la formacion de esporas en forma moderada pero solo en las cepas
enterotoxigénicas, el resto de |os extractos no mosfraron una inhibicion de este
proceso o lo hicieron en forma muy ligera. Sin embargo, se observd que en
algunos de los extractos a concentraciones menores a la minima, aumentaban
la formacion de esporas del microorganismo, aunque este comporfamiento no

fue estadisticamente significativo.
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En este microorganismo la produccion de enterotoxina se relaciona de
una manera estrecha con el proceso de esporulacion (Lund, M.B. 1990); esto se
reafim® durante este trabgjo puesto que una inhibicion o aumento de (a
formacion de esporas ocacionaba un efecto similar en Jo produccion de
enterotoxina, como se observd en los exiractos de la lechuguilla y orégano,
como inhibidores, y de forma contraria en el de hojasen.

Por ofra parte, se observd que los extractos de orégano y canela solo
inhibian la produccién de enterotoxina en algunas cepas pero no la formacion
de esporas. Lo cual fue corroborado por los estudios de Nychas, G.l. et al en
1991 y Tranter, H.S. et al en 1993, donde se demostid que algunas sustancias
provenientes de plantas pueden inhibir la secrecion o formacion de toxinas
bacterianas.

Tambien determinamos que aigunos extractos en concentraciones
menores a ia CMI lograban inhibir la formacién de esporas pero ne lo
produccion de toxina, como el caso de los exiracios de laurel. Un efecto similar
ha sido enconfrado en hongos del genero Aspergilius donde se ha visto que la
produccion de aflatoxinas totales aumenta al colocar a el hongo en
concentraciones de antifungicos menores a la minima inhibitoria (Badii, F. and
Moss, M.O. 1988); los autores mencionan que esto se debe a que el hongo se
encuentra en una situacion de estres que lo obliga a aumentar la produccion
de este tipo de metabolitos, tal vez como un sistema de defensa o de

reparacion.
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De igual forma, se determind el efecto de los extractos sobre el
crecimiento en el medio de ICC. En este caso 1os extractos que mostraron una
fuerte inhibicion del crecimiento fueron los de clavo y de gobernadora,
seguidos por los de canela y orégano con una inhibicion moderada. El
extracto de lechuguilla no mostrd inhibicién en las concentraciones probadas;
mientras que el extracto de jarilla aumento el crecimiento del micraorganismo.
La produccién de fosfolipasa C en este medio fue afectada por los extractos
de forma similar que el crecimiento. Se ha visto gue la cantidad de toxina
depende del numero de células presentes (Mollby, R. ef a/ 1976) por lo que
pensamos que las reducciones observadas en el crecimiento de C. perfiingens
disminuyeron la cantidad de esta enzima mas que una inhibicidn en la
produccion de esta.

Por lo que nosotros podemos afimar que los extractos acuosos de
algunas plantas de la regidn presentan efectos inhibitorios sobre el crecimiento,
la formacion de esporas y la produccion de toxinas de C. perfingens tipo A por
lo que podrian ser una afternativa como preservadores de alimentos o bien
para el fratamiento de la diarrea infecciosa.

Sin embargo es necesario realizar esfudios mas profundos con el fin de
determinar un sisfema de solventes para mejorar la extraccion del compuesto
acfive y de igual forma caracterizario; para seguir estudios farmacologicos y de
toxicidad en lineas celulares e "in vivo™ con animales de laboratorio; pruebas

de palatibilidad. resistencia al manejo del dlimento y vida de anaquel del
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. i de la
compuesto activo puro y mezclado con el dlimento, dependiendo

utilidad propuesta.
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CONCLUSIONES

Los resuttados presentados en este trabajo nos muestran que:

1) Los extractos acuosos de las plantas andlizadas originaron una
inhibicion del crecimiento, de ta formacion de esporas y de la produccion de

toxinas de Clostridium perfringenstipo A.

2) Las CMI del crecimiento de la bacteria varian de manera significativa

dependiendo de el medio que se uiiliza.

3) £l proceso de esporulacion es inhibido a concentraciones menores de

extracto que el de crecimiento.

4) La mayoria de los extractos disminuye de forma considerable la

formacion de esporas y la produccion de enterotoxing de este patégeno.

5) La produccion de fosfolipasa C fue afectada por los extractos en

forma paralela al crecimiento de la bacteria.
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) De los extractos andlizados la CM| del crecimiento mas baja fue
mostrada en el medio de M-H por el extracto de yuca (1.65 mg/ml) y la mas

alta fue en el medio de ICC por el extracto de laurel (141 mg/ml).
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