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RESUMEN

Las enfermedades diarreicas representan en México, al igual que en muchos paises en
desarrollo, un problema de salud public;\ importante. Escherichia coli, rotavirus y Shigella
son algunos de los patégenos de m'ayor importancia en etapas tempranas de la vida. En
México existe, en la practica, un sistema plural o mixto de atencion a ia salud en el que
coexisten la medicina profesional, la tradicional y la doméstica o casera. Para amplios
sectores de la sociedad mexicana y en particular para los indigenas, la medicina
tradicional constituye el principal o Unico recurso para la atencion a la salud; para otros,
mucho mas numeroéos, la medicina tradicional es una alternativa complementaria a la
medicina profesional.

En este trabajo se probo la sensibilidad de 184 cepas de E. coli aisladas de 42 nifios con
diarrea a extractos acuosos de corteza de Nanche (Byfsonima crassifolia).'hojas de
Gobernadora (Larrea tridentata), hojas de Geranio (Geranium mexicanum), hojas y
.corteza de Guayaba (Psidium guajava), ademas se determind el efecto de dichos
extractos sobre la adherencia a células HEp-2. Las cepas se identificaron por pruebas
bioquimicas y se tipificaron seroidgicamente con antisueros somdaticos y flagelares
especificos. Los extractos acuosos se prepararon por el método tradicional (té) y se
probaron por el método de Bauer y cols. (1966) y Caceres y cols. (1990). La inhibicién de
la adherencia se realizé siguiendo el método de Cravioto y céls. (1979) utilizando cepas
de E. coli con los patrones localizado, difuso y agregativo. De los 5 extractos probados
todos mostraron actividad bacteriostatica y/o bactericida en diferente proporcion
observandose que la corteza de guayaba presenté el mayor porcentaje de actividad
bacteriostatica (74.2%) y la gobernadora el menor (34.5%). La actividad bactericida fue
mayor con la gobernadora (14.9%) y menor con el nanche (8.2%). El estudio de inhibicion
de la adherencia mostré que las cuatro plantas estudiadas nanche, gobermadora, geranio,
corteza de guayaba y hoja de guayaba inhiben la adherencia inespecificamente cuando la
concentracion de la infusidn es mayor disminuyendo dicho efecto al disminuir la
concentracion de la planta. Se puede concluir que las infusiones de estas plantas tienen
componentes con actividad bactericida .y bacteriostatica y otros que interfieren con la
capacidad de adherencia bacteriana.



INTRODUCCION

Aunque son numerosos los microorganismos a los que estan-expuestos los humanos,
muy pocos de estos producen enfermedad. La capacidad para inducir una enfermedad
esta determinada tanto por la virulencia de los gérmenes, como por factores especificos
del hospedero. Asi tenemos que, la exposicién de un individuo a microorganismos
virulentos, suele conducir a enfermedad. De modo similar, los pacientes con compromiso,
en su estado inmune son susceptibles a ser infectados incluso por microorganismos de la
microbiota humana. Dicha microbiota esta constituida por un gran numero de
microorganismos, algunos de los cuales viven en un estado Optimo de parasitismo
realizando funciones importantes para el hospedero tales como digestién de alimentos,
transporte de metabolitos e incluso proteccion contra la colonizacién por microorganismos
patégenos. La fuente principal de los microorganismos patdgenos es la exégena, estos
entran al organismo a través de una de tres rutas: ingestion, inhalacién o penetracion
directa (Murray, 1997).

Otros factores que determinan las consecuencias de la interaccion entre patdgeno y
hospedero son ia fuente de exposicién y el tamafio del inéculo. Muchos microorganismos
patégenos tienen un tropismo limitado de drganos o céluias en los que son capaces de
replicarse, es importante tener presente que éi indculo necesario para provocar

enfermedad puede variar mucho dependiendo de factores del hospedero (Murray,1997).

La diarrea aguda es un sindrome caracterizado por el aumento en el numero, volumen de
las evacuaciones intestinales y disminucién en la consistencia, con una duracién menor
de 14 dias. La complicacién mas frecuente y mortal de la diarrea infecciosa infantil es la
deshidratacion, misma que esta en funcién de las pérdidas de agua y electrdiitos; los
casos mas graves cursan con acidosis metabdlica descompensada (Carrada y
Avila,1991).

Caracteristicas de Escherichia coli

La familia Enterobacteriaceae es el grupo mas grande y heterogéneo de bacilos Gram
negativos con importancia clinica. Los miembros de esta familia en general se encuentran
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en el suelo, el agua y la vegetacion, forman parte de la microbiota intestinal de la mayoria
de los animales, incluyendo al hombre. Las enterobacteriaceas tienen requerimientos
nutricionales simples, fermentan la glucosa, reducen el nitrato a nitrito y son ~
catalasapositivas y oxidasanegativas. La ausencia de actividad citocromo oxidasa es una
caracteristica importante que permite diferenciar durante la identificacion las
enterobacteridceas de otros bacilos Gram negativos fermentativos y no fermentativos
(Murray, 1997). |

Escherichia cofi es una bacteria anaerobia facultativa de la familia Enterobacteniaceae
que se presenta en forma abundante en las heces en concentraciones de 10" a 10®
bacterias por gramo de estas (Cravioto y cols 1996a}).

E. coli puede ser recuperada faciimente de una muestra clinica con un medio general o
selectivo, cultivando a 37°C bajo condiciones aerobias, frecuentemente es recuperado en
agar MacConkey, en el cual forma colonias de color rosado ya que es un organismo
fermentador de lactosa o Agar eosin azul de metileno (EMB), en los cuales crecen
selectivamente miembros de la familia Enterobacteriaceae. Para propésitos clinicos o
epidemiologicos, las cepas de E. coli son seleccionadas de placas de agar despdés de
una presuntiva identificaciéon visual. Sin embargo, este método debe ser usado
cuidadosamente, porque aunque cerca del 90% de las cepas de E. coli son lactosas
positivas; existen biotipos no fermentadores de lactosa (Cravioto y cols 1996a).

Desde el punto de vista bioguimico las cepas de E. cofi asociadas a la produccion de
diarrea no se distinguen de cepas no patogénicas presentes-en el intestino. Por tal motivo
las cepas de E. coli patdgenas solo pueden diferenciarse siguiendo un sistema de
tipificacion seroldgica desarrollado por Kauffman en 1947, basado en la presencia de dos
antigenos comunes a la mayoria de las enterobacterias, el somatico (O) formado por la
porcidn polisacarida de la molécula del lipopolisacarido, presente en la membrana externa
de la bacteria. El otro antigeno es el flagelar (H), formado por flagelina que constituye el
drgano de locomocion de esas bacterias. Actualmente el esquema para la tipificacién de
E. coli comprende 175 antigenos somaticos (O) y 56 flagelares (H) (Orskov vy
Orskov,1984).



Clasificacion

El desarrollo de modelos in vivo e'in vitro asi como las técnicas de biologia molecular han

facilitado la caracterizacion de las cepas de E. coli productoras de diarrea mismas gue en

la actualidad se clasifican en los siguientes cinco grupos (Levine, 1987, Nataro y Kaper
1998).

1) Enteropatégenc (EPEC)

2) Enterotoxigénico (ETEC)
3) Enteroinvasivo (EIEC)

4) Enterohemorragico (EHEC)
5) Enteroagregativo (EAEC)

Mecanismos de adherencia de E. coli

Para que un microorganismo produzca enfermedad requiere establecerse en el epitelio
de su hospedero. La adherencia es el primer evento que realiza el microorganismeo para
colonizar los tejidos del hospedero. La adherencia inicial puede ser inespecifica y
realizarse mediante interacciones electrostaticas, hidrofébicas, etc. y posteriormente a
través de la interaccion de estructuras de la superficie bacteriana conocidas actuaimente
como adhesinas. El proceso de adherencia a su vez requiere un receptor scbre ia
superficie celular del hospedero, el cual puede ser de naturaleza glucoproteinica o
glucolipidica (Murray,1997).

Ciertas adhesinas juegan un papel significativo en infecciones a nivel de las superficies
mucosas en el inicio del proceso patogénico y por lo tanto constituyen factores de
virulencia. Sin embargo, su sola presencia en la superficie celular bacteriana no es
suficiente para causar enfermedad; se requieren de otros factores responsables del dafio
(Beachey, 1981).

Las fimbrias o pili son estructuras filamentosas localizadas en la membrana de la bacteria
que asemejan hebras que salen a varios nandometros de la superficie (Duguid y
01d,1980). La composicién, dimension, estabilidad, expresién, antigenicidad vy

4



especificidad de las fimbrias es muy variada. La presencia de adhesinas de morfologia
fimbrial en Escherichia coli Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria
gonorrhoeae, y otros, se ha asoéiado con la capacidad de'estas bacterias de adherirse y
proliferar en las mucosas del intestino, tracto urinario, tracto respiratorio y genital

respectivamente (Beachey,1981).

Las cépsulas de algunos microorganismos Gram positivos y Gram negativos funcionan
como adhesinas en la colonizacién de las mucosas del hospedero. El lipopolisacarido
(LPS) de bacterias Gram negativas parece también conferir atributos de adherencia a
ciertos patdgenos. Sin embargo, en un numero de casos, el LPS purificado de varias
especies bacterianas, bloquea cdmpetitivamente la adherencia de cepas virulentas de
microorganismos heterdlogos, sugiriendo una reaccién enteramente inespecifica _(Ofek y
Beachey, 1980 y Sharon y cols 1981).

Patrones de adherencia

Cravioto y cols (1979) desarrollaron un sistema in vitro utilizando lineas celulares de
carcinoma faringec humano (HEp-2) con el cual pudieron establecer que diferentes cepas
de E. coli asociadas con. diarrea presentan distintos patrones de adherencia. Estos tipos
de adherencia fueron definidos por Scaletsky y cois (1984) como: Adherencia localizada
en donde microcolonias se pegan a una o dos pequefas dreas sobre las células Hela
(células de cancer cérvico uterino) o HEp-2; adherencia difusa donde |la bacteria cubre a
las células uniformemente. Nataro y cols (1987) describieron un tercer tipo de adherencia
definido como agregativo, en éste la bacteria tiene un arreglo caracteristico de

empalizada sobre la superficie de |a célula y sobre el vidrio de la preparacion.

La produccion de factores téxicos, la capacidad invasiva del microorganismo o la
interferencia con funciones vitales de las células del hospedero son algunos de los

componentes de virulencia (Beachey,1981}).

E. coli ha resuitado ser un buen modelo para entender la importancia de las adhesinas en
la virulencia de la bacteria. Las cepas de E. coli productoras de diarrea se adhieren a
receptores especificos en las células epiteliales del intestino delgado lo cual facilita la
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muitiplicacion de los microorganismos y |a liberacion de toxinas bacterianas que inducen
las alteraciones celulares (Murray,1997}.

P ' el

E. coli como agente causal de diarrea

El conocimiento sobre la frecuencia y distribucién de la patologia causada por E. cofi, en
especial la diarrea, es limitado cuando. menos por dos hechos vinculados entre si: por un
lado la enfermedad no es de nbtificacion obligatoria, y por otro a que su diagnéstico
requiere la demostracion de los factores de virulencia de estos gérmenes. Por tal mofivo,
la informacion sobre la distribucion de infeccion y diarea por cepas de £. coli proviene
sdlo de estudios epidemiologicos disefiados para tal fin. (Cravioto y cols 1996a)

E. coli como tipicos patégenos de ia mucosa, siguen un patrén de infeccion:

1) Colonizacion de un sitio en la mucosa.
2) Evasién de las defensas del hospedero.
3) Multiplicacion.

4) Dario del hospedero.

Se han descrito tres factores principales por los cuales E. coli puede causar diamrea:

1) Produccién de enterotoxinas (ETEC y EAEC)
2) Invasion (EIEC)
3) Adherencia intima y procesos de sefializacion celular (EPEC y EHEC)

E. coli enteropatogénica {EPEC)

.El selio de la infeccién por EPEC es dado por el fendmeno de adhesion y esfacelamiento
AJE, éste se caracteriza por la adherencia intima entre la bacteria y la membrana de la
célula epitelial y la destruccion de las microvellosidades de ésta. Cambios en el
citoesqueleto que incluyen la acumuiacion de actina polimerizada, se observan
directamente debajo del sitio de adherencia de la bacteria. Como parte del dafio se
observa en preparaciones de intestino la formacion de estructuras denominadas en
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pedestal (Nataro y Kaper,1998).

Varios pasos son involucrados en la produccidn de la caracteristica histopatologica A/E,

marcando tres etapas:

1) Adherencia localizada.
2) ‘Sefial de transduccion.

3) Adherencia intima.
Mecanismos de diarrea

Las manifestaciones clinicas mas comunes de las infecciones producidas por EPEC,
ademas de diarrea son la presencia de fiebre en cerca del 60% de los pacientes

afectados y sintomas respiratorios hasta en el 50% de ellos.

Ei periodo de incubacion en adultos voluntarios puede ser tan corto como 2.9 h entre la
ingestion de la bacteria y la presencia de diarrea. Esta rapidez sugiere que un mecanismo
secretor active es involucrado en la diarrea causada por EPEC y que una variedad de
mediadores intracelulares del transporte intestinal como el calcio, proteina cinasa C
(PKC), inositol fosfatos y tirosina kinasa, son afectados por la infeccién de EPEC; lo cual
sugiere que estimula o |a afluencia de iones positivos o la efluencia de iones negativos a
través de la membrana (Nataro y Kaper, 1998).

En la infeccion de celulas en cultivo, primero se observa que disminuye la resistencia de
la monocapa, lo cual puede resultar en diarea debido al decremento de la permeabilidad
intestinal, algunos reportes clinicos refieren una respuesta local inflamatoria. La diarrea
prolongada vista en algunos pacientes puede ser consecuencia de una mala absorcidn
debido a la pérdida del borde en cepillo. ‘

Epidemiologia

El rasgo mas notable de |a epidemiologia de la enfermedad debido a EPEC es la edad de
distribucion. La infeccion por este grupo patdégenc primariamente es una enfermedad de



infantes de menos de 2 afos. Varios brotes de diarrea provocada por EPEC han sido
reportados en adultos sanos, presumiblemente debido a la ingestion de un gran indculo
proveniente de un origen comun. La enfermedad también ha sido descrita en adultos con

una respuesta inmune deficiente.
Transmisidn y reservorio

Como con otras cepas, la transmisién de EPEC es via fecal-oral; manos contaminadas,
alimentos o formula contaminada, sirven como vehiculos de contagic. El reservorio de
EPEC son los nifios y adultos sintomaticos y asintomaticos, incluyendo madres y

personas que conviven con |os niNos sanos.

EPEC es una de las principales causas de diarrea en infantes en ciudades del mundo.
Numerosos estudios de casos en seis continentes han descubierto que EPEC se aisla
con mas frecuencia de nifios con diarrea que de controles sanos. Estudios hechos en
Brasil y Sudafrica muestran que del 30-40% de los casos de diarrea en nifios puede
atribuirse a EPEC, y en algunos estudios de infecciéon por EPEC excede en incidencia a
la infeccion por rotavirus (Nataro y Kaper, 1998).

E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Las cepas de ETEC son una de las causas mas frecuentes de diarrea en nifios de los
paises menos desarrollados y son la principal causa de deshidratacion en la poblacion
infantil. También son responsables de la diarrea del viajero y han sido involucradas en un
sindrome coleriforme en areas endémicas, asi como en brotes epidémicos de diarrea en
hospitales y estancias infantiles (Flores, 1994).

ETEC es definida como el grupo que contiene las cepas de E. coli que elaboran por o
menos uno de dos grupos definidos de enterotoxinas, conocidas como termoestable (ST)
y termolabil (LT).

Toxina labil al calor (LT). Esta toxina oligomérica esta estrechamente relacionada en

estructura y funcién a la enterotoxina colérica (CT) expresada por Vibrio cholerae. Las



enterotoxinas LT y CT comparten muchas caracteristicas incluyendo la estructura de la
holotoxina, la secuencia de la proteina (80% de identidad), identidad en el receptor
primario, actividad enziméatica y actividad en ensayos de cultivos de células animales.
Algunas diferencias son vistas en el procesamiento de la toxina, la secrecion y la
respuesta en linfocitos Th. En adiccion a las propiedades enterotdxicas, la subunidad b de

LT tiene la capacidad de servir como un adyuvante mucoso.

Toxina estable al calor (ST): Esta enterotoxina es un oligopéptido de aproximadamente

5.1 KDa, de la cual se conocen las variedades STa y STb.

Un elemento importante para la patogenia de ETEC son los factores de colonizacion
(CFA) de los cuales existen varios 'tipos y cuya expresion génica se encuentra en el
mismo pladsmido en el que se localizan los genes de ST. De esta caracteristica se
desprende la importancia epidemioldgica que tienen las cepas ETEC productoras de

enterotoxina ST.
Epidemiologia
t as cepas de ETEC estan asociadas con dos principales sindromes clinicos.

Diarrea en nifios en paises en via de desarrollo y la diarrea de los viajeros. Los patrones

epidemiolégicos de la enfermedad es determinada en gran parte por los siguientes

factores:

1) Inmunidad de mucosas para la infeccion por ETEC desarrollada en individuos
expuestos.

2) Individuos inmunes asintomaticos pueden liberar gran nimero de microorganismos

virulentos de ETEC en las heces.
3) La infeccidn requiere de una dosis infecciosa relativamente aita (1.5x1 0% UFC/ml).

Investigaciones epidemiolégicas implican como los vehiculos mas comunes de infeccién:
la comida y agua contaminadas. Muestras de comida y agua originarias de areas de

infeccién endémica han demostrado aitos indices de contaminacién de ETEC, la
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contaminacion fecal es la principal razén para la alta incidencia de infeccion de ETEC en

paises subdesarrollados.

Consideraciones Clinicas

La enfermedad es tipicamente abrupta con un corto periodo de incubacién (14-15 h). La
diarrea es acuosa, usualmente sin sangre, moco o pus, la fiebre y el vomito son
presentados en una minoria de los pacientes. La diarrea puede ser leve, breve y
limitAndose por si misma o puede resultar en una purga severa similar a la que se ve en
infeccién por V. cholerae. Los viajeros provenientes de paises desarrollados son a
menudo involucrados en la diarrea del viajero, esta situacion se puede evitar siguiendo

algunas medidas de prevencion:

1) Evitar el consumo de alimentos y bebidas potencialmente contaminados mientras
vigja.

2) Subsalicilato de bismuto dado 4 veces diarias.

3) El uso de antibidticos si se desarrolla diarrea significativa.

E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Las cepas EIEC afectan la mucosa del colon y producen un cuadro disentérico similar,
aungue habitualmente menos severo, al que produce S. dysenteriae tipo 1. Las
manifestaciones clinicas asociadas con esta infeccidon son: evacuaciones en poca
cantidad acompafadas de moco y sangre, dolor abdominal tipo célico y fiebre. La
informacion disponible a partir del estudio de brotes reconoce |la asociacion de casos con
el consumo de alimentos contaminados, aunque la forma mas frecuente de infeccién es

probablemente de persona a persona.

Estas cepas cuyo mecanismo de patogenicidad es la capacidad para invadir y
reproducirse dentro del citoplasma celular, se caracterizan por pertenecer a un numero
relativamente pequefio de serotipos.

El primer pasc en el proceso de patogénesis es la adherencia de la bacteria a las
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microveilosidades de la mucosa intestinal y posteriormente al borde en cepillo del
enterocito, en el cual se empieza a formar una vesicula en su membrana. Lo anterior da
lugar a que se facilite la penetracién de la bacteria, la cual se establece y multiplica en el
interior de la célula intestinal para de ahi invadir otras células a través de su migracion por
el citoesqueleto. Los genes que codifican para estos factores de virulencia se ubican
tanto en el cromosoma como en un plasmido de aproximadamente de 140 Mda. Los
estudios epidemiolégicos muestran a este grupo de E. coli como poco frecuentes

(Cravioto y cols. 1988).
E. coli enterohemorragica (EHEC)

La infeccion por EHEC se caracteriza por presentar evacuaciones liquidas que se
acompafian de una descarga hemorragica, |la cual semeja un sangrado de tubo digestivo
bajo. Este padecimiento infeccioso se distingue de una colitis inflamatoria por no
acompariarse de fiebre y por la ausencia de leucocitos en las heces, estas cepas afectan
tanto la mucosa del ileon terminal como la de! colon a través de la liberacion de

citotoxinas.

La histopatologia intestinal caracteristica de infeccidn por E. coli O157:H7 inciuye
hemorragia y edema en la lamina propia. El edema y la hemorragia submucosal en el
colon ascendente y transverso puede manifestarse como un patrén definido. Las biopsias

de colon de algunos pacientes también presentan necrosis e infiltracion de neutréfilos.

Una sola cepa EHEC puede expresar uno o dos de los tipos de toxinas llamadas Stx. La
Stx de EHEC es idéntica a la toxina Shiga de Shigella dysentenae.

El dafo del epitelioc intestinal por Six, lipopolisacaridos bacteriales (LPS) u otros
mediadores inflamatorios puede también ayudar a la transportacion de la toxina a la
corriente sanguinea. Esta posibilidad es suphesta por el hecho de que los pacientes con
diarrea con sangre debido a E. coli 0157:H7 son mas propensos a desarroilar sindrome
urémico hemolitico (HUS) que aquellos de diarrea sin sangre.

El plasmido 60-Mda comunmente encontrado en cepas 0157:H7 contienen genes que
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codifican para una hemolisina llamada enterohemolisina, esta es encontrada en casi
todas las cepas 0157:H7, aunque también es extensamente distribuida entre cepas de E.
coli no 0157 productoras de Stx.

El unico factor de adherencia potencial de E. colfi 0157:H7 que ha demostrado tener un
papel en la colonizacién intestinal en vivo en modelos animales es la proteina de
membrana externa (OMP) o intimina de 94-97 Kda.

Epidemiologia

Algunos estudios realizados en Estados Unidos y Canada sugieren que 0157:H7 puede
causar del 50 al 80% de las infecciones de EHEC, ya que las cepas de otros serotipos no
son habitualmente buscados, {a incidencia general de infeccién de EHEC es muy dificil de

estimar.
Reservorio animal

E. coli productoras de Stx pueden encontrarse en la rhicrobiota de una gran variedad de
animales incluyendo ganado vacuno, ovejas, cabras, cerdos, gatos, perros y pollos. Sin
embargo la gran mayoria de estas cepas son de serotipos diferentes a O157:H7 y es
cuestionable su patogenicidad. La especie mas importante en términes de transmision a
humanos es el ganado vacuno. Altos indices de colonizacion de E. coli Stx-positivo han
sido encontrados en manadas bovinas en algunas ciudades; estos pueden ser tan altos

como del 60%, pero son mas comunes en proporciones del 10 al 25%.

El reservorio de EHEC en animales de granja estd documentado por inspecciones
seroepidemiolégicas. Esto se ha determinado al observar niveles tres veces mas
elevados de anticuerpos contra el LPS de 0157 en el suero de familias de granjas

lecheras, que en familias urbanas en Canada.

EHEC puede ser transmitida por alimentos, por el agua o de persona a persona. Muchos
casos son ocasionados por ingestion de alimentos de origen bovino contaminados. La

dosis de EHEC para producir infeccién ha sido estimada durante la investigacion de
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brotes. Se ha observado que el nimero de bacterias esta en el orden de 100 a 200
bacterias, este es simiilar al numero requerido para la infeccion producida por Shigefla y
es consistente con numerosos reportes de transmision de persona a persona en los

brotes.

La mayoria de los brotes de infeccién por EHEC han sido causados por cepas 0157:H7,
sugiriendo que este serotipo es mas virulento o mayormente transmisible que otros
serotipos.  Los otros serotipos de EHEC productores de Stx han sido implicados
principalmente en enfermedades esporadicas. La estimacién de la incidencia de la
enfermedad debida a EHEC no 0157:H7 es complicada dado que se requiere determinar

la presencia de Stx o0 genes Stx, procedimiento que no se realiza de manera rutinaria.
Consideraciones Clinicas

La mayoria de las observaciones clinicas relacionadas con EHEC se han obtenido de
cuadros desencadenados por E. coli 0157:H7. Sin embargo, cepas EHEC de serotipos
no O157:H7 también son responsables de enfermedad clinica, aunque con diferencias
como son cuadros de diarrea con sangre menos severas y HUS en proporcion mucho
menor. E| periodo de incubacion de la infeccién por EHEC es usualmente de 3 a 4 dias,
aunque los tiempos de incubacién pueden ser tan largos como de § a 8 dias o tan cortos

como de 1 a 2 dias como se ha descrito en algunos brotes.
E. coli enteroagregativa (EAEC)

Las cepas enteroagregativas constituyen el grupo més recientemente descrito de cepas
de E. coli causantes de diarrea. Estas bacterias, al parecer dafan las vellosidades del
colon produciendo una necrosis hemorragica. Los mecanismos patogénicos de estos
gérmenes estan empezando a identificarse. Epidemiolgicamente se considera como una
causa importante de diarrea persistente en nifios (Nataro y Kaper, 1998).

Las cepas con adherencia agregativa presentan fimbrias cuya codificacion genética se
encuentra presente en plasmidos. Ademas de la adherencia se ha sefalado que la

produccién de toxinas y la invasividad son posibles factores de virulencia de las cepas
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EAEC. Con respecto a las toxinas hasta el momento se han descrito cuatro productos con
estas caracteristicas, el primero en ser identificado (Savarino, 1991) se denomind toxina
termoestable de E. coli enteroagregativa (EAST-1 -por sus siglas en inglés),
posteriormente se reporté que algunas cepas EAEC producian una proteina de
“aproximadamente 120 Kda que inducia fosforilacion de proteinas y que ademas
presentaba homologia con la hemolisina a de E. cofi (Baldwin, 1992). Mas recientemente
se reportd que este grupo de bacterias elabora dos toxinas de alto peso molecular
denominadas Pet (108 Kda) y Pic (116 Kda) que en estﬁdios epidemiolégicos han sido
identificadas en cepas aisladas de nifics con diarrea (Eslava y cols 1998).

Existe falta de informacion precisa con respecto a las fuentes de infeccién de cepas
enteroagregativas, aunque por su comportamiento endémico a un nivel comunitario
puede suponerse que su fuente de transmisién sea por alimentos y agua contaminada
(Cravioto y cols 1996a).

Las cepas agregativas de E. coli se han aislado también de nifios con diarrea con sangre.
Se desconoce aun si hay dos tipos de cepas agregativas, unas relacionadas con diarrea
persistente y otras vinculadas con diarrea con sangre. Es evidente que las cepas
agregativas tienen la propiedad de provocar lesiones hemorragicas en modelos animales,
lo cual tal vez explique la presencia de sangre y leucocitos en las evacuaciones de los
sujetos; queda por determinarse si la duracion de la diarrea, en cada caso, se relaciona
con diferentes mecanismos de patogenicidad producidos por bacterias que comparten un
mismo patrén de adherencia a células HEp-2, 0 si se trata de diferencias en el hospedero
ante una infeccién por gérmenes patogenos similares; es importante sefalar, que las
cepas agregativas de E. coli no pueden producir una lesidn de adherencia y
esfacelamiento similar a la que causan las cepas de EPEC, por ello la persistencia de
diarrea en nifios infectados con cepas agregativas no puede explicarse mediante este
mecanismo (Cravioto y cols 1996b).
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ANTECEDENTES
Diarrea en México

Las enfermedades diarreicas representan en México, al igual que en muchos paises en
desarrollo, un problema de salud publica importante. E. coli, rotavirus y Shigella son
algunos de los patdgenos de mayor importancia en etapas tempranaé de la vida. Estas se
transmiten por la via fecal-oral, o bien, a través de los alimentos, el agua o los utensilios
de cocina contaminados. En varias investigaciones se ha demostrado la alta frecuencia
de E. coli enterotoxigénica (18-22%) como agente causal de diarrea. Los nifios infectados
con estos microorganismos pueden, en forma por demas variable, mantenerse
asintomaticos o tener diarrea de leve a moderada, o presentar una -enfermedad
fulminante y diseminada (Carrada y Avila,1991). Principalmente en el grupo de menores
de cinco de afos, la deshidratacion era la causa de aproximadamente 70% de las
muertes atribuidas a la enfermedad. Sin embargo, aunque ésta ha dejado de ser un
problema no asi la enfermedad que continua afectando a dicha poblacién. Esta
problematica refieja las condiciones socioeconémicas de la poblacion que imperan tanto
en el pais en su conjunto, como en cada entidad federativa en particular. Dentro del grupo
de menores de cinco afos, los nifos menores de un afio son los mas susceptibles para
que las diarreas evolucionen hasta la muerte de no ser atendidos oportuna y

adecuadamente (Sepulveda,1994)
El uso de plantas medicinales en México.

En México existe, en la practica, un sistema plural 0 mixto de atencién a Ia salud en el
que coexisten la medicina profesional, la tradicional y la doméstica o casera. Para
amplios sectores de la sociedad mexicana, y en particular para los indigenas, la medicina
tradicional constituye el principal o Unico recurso para la atencién a la salud; para otros,
mucho mas numerosos, la medicina tradicional es una alternativa complementaria a la
medicina profesional (Sepulveda,1994).

Desde tiempos remotos la pobiacion del mundo ha recurrido a las plantas con el fin de
curarse de alguna enfermedad. Los datos sobre las caracteristicas vegetales, formas de
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uso, propiedades terapéuticas, recoleccion y comercio de numerosas plantas medicinales
en México, se consignan en las fuentes mas antiguas, tales como los cddices
precoiombinos, las cronicas y relaciones coloniaies, los estudios y colectas de los siglos
XVIIl y XIX y su permanencia a sido una constante en las culturas indigenas y populares
det pais (Viesca, 1979; Menéndez, 1987 y Argueta, 1987).

Historia del uso de las plantas medicinales en México

De acuerdo a Lozoya y Lozoya (1982) podemos considerar como plantas medicinales
indigenas a aquelias que: son originarias de México, son especies caracteristicas para el
territorio nacional; fueron consideradas medicinales por las culturas indigenas
prehispanicas y en la actualidad siguen siendo utilizadas con propésitos curativos por la

poblacién del pais.

Es indudable que en los uitimos afios ha surgido un renovado interés por las plantas
medicinales en todo el mundo; la herbolaria medicinal recobra una posicidn que parecia
perdida después del surgimiento y auge de la industria quimico-farmacéutica que, con
sus numerosos medicamentos habia revolucionado la terapeéutica. La quimica y su
impresionante evolucién de las ultimas décadas, parecia augurar que en e! futuro, todo
recurso para la salud provendria de la sintesis de compuestos obtenidos en el {aboratorio
y que las plantas medicinales pasaban a formar parte de un capitulo de la historia de la
medicina. Sin embargo, tal expectativa no era facil de cumplirse, sin olvidar el aito grado
de avance tecnoldgico que se ha aicanzado en todas las ramas de la ciencia, las plantas
medicinales - vistas o no como materia prima - continuaban siendo el recurso
fundamental de donde obtener los vigjos y nuevos medicamentos, sin contar que la
produccion de farmacos era un procedimiento caro, que requeria de una tecnologia
sofisticada y que los paises pobres, no obstante que eran los depositarios de la tradicion
herbolaria y duefios de la materia prima, no tenian acceso a los productos farmacéuticos
elaborados o su adquisicidon se hallaba determinada por una dependencia econdmica,
tecnoldgica y politica de los centros de produccién quimico-farmacéutica {Argueta, 1994).

En nuestro pais también existe la costumbre de emplear plantas medicinales y muchas
de estas son utlizadas para tratar diversos padecimientos incluidos las diarreas. Al
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respecto existe una gran tradicion por el uso de las plantas como remedios medicinales,
se ha calculado que cerca del 37% de los habitantes curan con hierbas sus dolencias
mas comunes (Bayteiman,1981).

La herbolaria mexicana como recurso auxiliar en el tratamiento de las diarreas

Las plantas medicinales son el recurso material mas amplio y valioso de la medicina
indigena tradicional (Lozoya, 1976; 1984). Su estudio es un tema recurrente en la historia
de México, tarea muy compleja si se piensa en ia enorme riqueza cultural y floristica del
pais. Tercero en el mundo en biodiversidad y segundo en el hemisferio occidental en
lenguas y culturas distintas (Williams-Linera y cols 1992; Mayer y Masferrer, 1978 y
Argueta, 1993).

En México se estima que existen alrededor de 220 familias de fanerogamas en las cuales
se encuentran 2410 géneros y 22000 especies (Rzedowski, 1993). Se estima que la flora
medicinal en uso en México contiene alrededor de 5000 plantas y que el 95% de éstas
son especies silvestres (Lozoya y Lozoya, 1982); se conocen registros en |os cuales se
mencionan alrededor de 3103 especies diferentes empleadas como medicinales y de
estas 1024 son usadas para curar enfermedades del aparato digestivo (Argueta, 1994).

La terapia antibacterial presenta métodos alternativos, particularmente la aplicacion de
extractos acuosos de plantas medicinéles, los cuales se han usado eh el tratamiento de
diarreas infecciosas. Sin embargo, los mecanismos de accién de dichas plantas todavia
no han sido esclarecidos (Turi y cols. 1997).

Lo anterior plantea la necesidad de realizar estudios que permitan caracterizar tanto los
compuestos activos de las plantas que se utilizan con mayor frecuencia para el
tratamiento de las diarreas asi como el mecanismo de accidn de estos sobre los

microorganismos causantes del padecimiento.

En este trabajo se analizaron diferentes plantas que fueron seleccionadas por ser las mas

comunes en el tratamiento de las diarreas.
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Nanche

Byrsonima crassifolia (|.) Kunth

Arbusto o arbol de la familia Malpighiaceae, mide de 5 a 10 m de altura, con la corteza
parda oscura y rugosa. Tiene las hojas mas largas que anchas, rigidas, provistas de
vellos amarillos en el reverso de la hoja. Las flores estan en racimos de color amarillo o
rojizo y son vistosas. Los frutos son globosos, amarillos o rojizos, en racimos con sabor

agridulce.

Su uso medicinal es con mayor frecuencia contra la diarrea, aunque también se indica en
otros desordenes de tipo digestivo como disenteria, dolor abdominal, empacho, etc. En el
tratamiento de estos padecimientos se emplea la corteza en cocimiento, por via oral.

Se utiliza en problemas ginecolégicos como infeccion de la matriz e inflamacion de los
ovarios, evita el aborto y facilita el parto y se aplica en afecciones de la piel, contra la

sarna, granos y ciavillos.

Su aplicacién como antidiarreico y antipirético se ha validado histdéricamente, aunque no

existen estudios farmacolégicos que corroboren esta accion bioldgica (Argueta, 1994).

Gobernadora

Larrea tridentata (DC.) Cav.

Dentro de fa familia Zygophyllaceae encontramos este arbusto de 60 cm a 3 m de altura,
ramificado, sus hojas se encuentran divididas en hojuelas, que al tocarlas se sienten
como cuero, estan cubiertas de vellos y resina. Las flores son amarillas y solitarias. Los

frutos son unas capsulas con vellos largos.

Son diversos los padecimientos en ios que se aplican las propiedades medicinales de la
gobernadora, siendo su uso ma&s comun en padecimientos de origen urinario, entre ellos,
célculos renales o de véjig'é.," tomando como agua de uso la coccion de ramas o de toda la
planta.

Con frecuencia se le emplea en problemas ginecoldgicos, como esterilidad femenina’
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contra la cual se dan lavados vaginales con el cocimiento de las hojas o se toma un té
durante 8 dias antes y 9 después de la regla, durante tres meses seguidos.

También se utiliza contra la anemia, catarro, diabetes, dolor de cabeza, tos, ulcera,
uretritis, presién sanguinea e infecciones en los pies, para estos casos se recomienda
tomar el cocimiento de las raices, ramas o corteza. Se menciona ser Util en dolores

musculares y contra el paludismo.

El extracto etandlico obtenido de las ramas ejercié una actividad antibiotica sobre
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Streptococcus faecalis y ausencia de ésta
actividad sobre Escherichia coli y Candida albicans. En las aplicaciones en que se utiliza
como antiséptico se ha comprobado su efectividad (Argueta, 1994).

Geranio

Geranium mexicanum Kunth

Hierba perteneciente a la familia Geraniaceae mide aproximadamente unos 50 cm de
altura muy peludita con los tallos rojizos, las hojas son de forma triangular con hendiduras
que la parten casi en tres, son color verde claro y los bordes de color café, marcande
unas pequenas ondulaciones. Sus flores son de color rosa palido a lila, a veces presentan
una especie de venitas purpuras que hacen verse como si tuvieran rayitos. Los frutos son
pequeios en forma de alfiler y peludos.

Su uso mas comun es para el tratamiento de trastornos digestivos como vémito y
diarreas. Para aduitos se da un vaso del cocimiento de las hojas, pero antes se agrega
‘unos gramos de sal (pizcacha), si es para nifios, se endulza con azucar y se les dan dos
o tres cucharadas. Como purgante, se ingiere solo la infusién de las hojas. En forma
externa se ocupa el cocimiento de toda la planta para dar barios contra el salpuliido y
sarna.

Esta es una planta de origen mexicano de uso muy antiguo que coincide con el actual en
su aplicacién contra la diarrea y el vomito; en la actualidad no existen muchos estudios
quimicos o farmacolégicos que convaliden sus otras aplicaciones terapéuticas
tradicionales (Argueta, 1994).
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Guayaba
Psidium guajava L

PR

De la familia Myrtaceae es un arbusto o arbol de 4 a 10 m de altura, con la corteza lisa y
de color café. Tiene ias hojas duras, mas anchas en su punta que en el centro y por la
parte del envés la hoja es vellosa y con sus nervios realzados. Las flores son solitarias,
blancas o cremosas y olorosas, con muchos estambres. Sus frutos son globosos, con olor

fragante y la pulpa es de color amarillo o rosa, con numerosas semillas.

Esta planta medicinal considerada de calidad caliente, tiene gran importancia en la
actualidad, se ha encontrado que es utilizada con frecuencia en el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales, principalmente la diarrea; el tratamiento mas usual
consiste en hacer una coccion o infusién con las hojas del guayabo y administrarla por via
oral tres veces al dia o como agua de uso. El fruto comido en ayunas o preparado en
coccién actia como desparasitante, contra lombrices y amibas. También se utiliza en
padecimientos como el "empacho” (Michoacan) y en algunos trastornos de ia piel.

El uso de las hojas, raices y corteza de la guayaba para combatir la diarrea y la desinteria
se remonta a la época prehispanica. Se ha demostrado que extractos de las hojas,
inhiben el peristaltismo, ademas de ejercer un efecto antibacteriano contra algunos
microorganismos que provocan infecciones gastrointestinales comb Shigella dysenteriae
y Salmonella typhi entre otras. Ambas acciones, la antiespasmédica y la antibidtica,
deben incidir en el efecto antidiarreico global ejercido por la guayaba. No existen registros
a nivel popular ni cientifico de que la guayaba provoque alguin efecto toxico, asi que es
muy probable que esta planta pueda emplearse con margen de seguridad en cuanto al
uso medicinal (Argueta, 1994).
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JUSTIFICACION

. La medicina tradicional es una alternativa poco explorada desde el ambito cientifico, sin
embargo, con grandes expectativas. Aunque no existen estudios epidemioldgicos y aun
se conoce muy poco de los compuestos activos de las plantas utilizadas para el
tratamiento de la diarrea, éstas se utilizan porque se sabe que quitan las molestias y en

un gran numero de casos curan la enfermedad.

Al final de la década de 1960 se demostré que en pacientes con diarrea al administrarse
una solucidn electrolitica por via oral, a la que se le agregaba glucosa, hacia que
disminuyera considerablemente la pérdida de agua por las evacuaciones, esta terapia de
rehidratacién oral es importante para prevenir o corregir fa deshidratacién causada por la
diarrea, ya que es poco recomendable. el uso de antimicrobianos, pues éstos en algunos
casos pueden contribuir a la seleccidon de microorganismos resistentes y favorecer que la
diarrea dure mas tierﬁpo. Las infusiones hechas a partir de las plantas medicinales juegan
un papel importante dentro de la rehidratacion oral ya que a estas se le agregan azucares

y se le da de beber al paciente como agua de uso.

En los ultimos quince anos los médicos tradicionales y sus plantas medicinales han
dejado de ser calificados negativamente y comienzan a establecerse programas y
proyectos, para la investigacion, aplicacion e industrializacion de los productos.

Se han reportado estudios como el de Verastegui y cols, (1996) en donde se observa el
efecto que tienen algunos vegetales (entre ellos la gobernadora) como antimicrobianos
contra cepas tales como S. dysentenae, E. coli, P. vulgaris y S. Thyphimurium, mostrando
en sus resultados que éstas tienen un efecto inhibitorio en el crecimiento de las bacterias

Se ha considerado que la medicina tradicional y las plantas medicinales (su recurso
material visible), seran de mayor importancia en los afios venideros, llevando a cabo asi,
su complementacién y articulacién respetuosa, dentro de los sistemas nacionales de
salud (Argueta. 1994).
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion de compuestos de origen vegetal en la inhibicion del crecimiento
y en el proceso de adherencia a células HEp-2 de cepas de E. coli causantes de diarrea,

como una altermativa en el tratamiento y/o prevencidn del padecimiento,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Utilizar cepas de E. coli aisladas de casos clinicos para conocer su sensibilidad a
infusiones de: Corteza de Nanche (Byrsonima crassifolia), hojas de Gobernadora
(Larrea tridentata), hojas de Geranio (Geranium mexicanum), hojas y corteza de
Guayaba (Psidium guajava).

2.- Estandarizar la técnica de difusién en disco, para evaluar la actividad antimicrobiana

de las infusiones de diferentes plantas.

3.- Evaluar si los compuestos presentes en estas infusiones contribuyen a inhibir la
capacidad de adherencia de E. coli a células HEp-2 cuitivadas.

HIPOTESIS
Los compuestos contenidos en las infusiones de diferentes plantas participan

inhibiendo el crecimiento asi como la adherencia de bacterias de E. coli causantes de

diarrea a células HEp-2. -
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MATERIAL Y METODO
OBTENCION DE LAS MUESTRAS CLINICAS

Se analizaron 194 cepas de E. cofi aisladas de 40 nifios con cuadros de diarea grave,
enviadas de! Centro Médico Nacional, en viales con agar especial. Estas cepas fueron

tomadas de diferentes hospitales de la Cd. De México.

De cada vial en condiciones de esterilidad se tomé una muestra bacteriana con el asa
bacterioldgica y fue sembrada en cajas petri con agar MacConkey y en otra con agar
Sangre, estriandose muy bien para obtener colonias aisladas, una vez realizade lo
anterior se incubaron a 37°C por 24 h. Después de este tiempo las cajas fueron
observadas para distinguir colonias lactosas negativas en agar MacConkey, se tomé una
colonia aislada de la placa con agar Sangre, y fue sembrada en un tubo de 13 x 100 con
rosca con agar de soya con fripticaseina (TSA) y medios de conservacion de Dorset en
los cuales se almacenaron; esto se hizo con cada muestra; al existir colonias lactosas
negativas y lactosas positivas en una misma muestra se aislaron las dos colonias y se
sembraron por separado en tubos con TSA; los tubos se incubaron a 37°C por 24 h, y
estos serian las copias con las cuales trabajamos durante los ensayos de sensibilidad e
inhibicion de la adherencia. (DIAGRAMA 1)

IDENTIFICACION DEL MATERIAL CLINICO

Dichas cepas se identificaron hasta nivel de especie utilizando pruebas bioguimicas con
el sistema automatizado Vitek. De las copias se tomé una asada, la cual se homogeneizd
en 1.8 ml de solucién fisiolégica, ajustdndose a una concentracién bacteriana de 1.5x10°
de la cepa con un colorimetro, después esta solucién fue introducida en tarjetas
especiales las cuales se colocaron en el VITEK dejandose toda la noche, al terminar el

tiempo de lectura, las tarjetas son desechadas.

Para realizar las pruebas de indol de los tubos de 13 x 100 con TSA se tomé otra asada
la cual se homogeneizd con 3 ml de agua peptonada en tubos de 13 x 100 sin rosca,
incubando a 37°C durante 48 h, posteriormente a cada tubo se le agregé de 5-6 gotas de
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reactivo de Ehrlich Kovach, inmediatamente se leen. Cuando la prueba fue positiva, es

decir que fuera una cepa de E. cofi, se formd una banda roja en la parte éuperior del agua

peptonada, de esta forma también fue confirmado el resultado del informe del VITEK
DIAGRAMA 1

OBTENCION DE MUESTRAS CLINICAS DE E. coli

Viales de agar especial

1 v
Agar MacConkey Agar
Sangre
\:
Incubar a 37°C 24 h
i

Sembrar colonias aisladas (Lac + y Lac -)
en tubos con TSA (copias)
\:
Incubar a 37°C 24 h, después dejar a

temperatura ambiente.

TIPIFICACION SEROLOGICA

Para realizar la tipificacién serologica de cada una de las cepas se utilizo el esquema de
tipificacion propuesto por Kauffman con 175 sueros contra el antigeno somatico y 56 para

el antigeno flagelar.
Obtencidén de antigenos somaticos

Una vez mas de las copias se tomd una asada la cual fue sembrada en tubos de 16 x 150
sin rosca con TSA, con el fin de obtener los antigenos somaticos, los tubos fueron
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tapados con algoddn e incubados a 37°C por 24 h, al cabo de este tiempo a cada tubo se
le agregaron 10 ml de soiucidén salina, agitando por separado hasta obtener un
homogeneizado, esta mezcla se vacio (cada muestra) en tubos de 16 x 150 sin rosca
rotulados con masking, posteriormente se taparon con algodén y se hirvieron en oila de
presién sin valvula a 100°C por una hora, después de ello los tubos se llenaron con
formalina y se taparon con parafiim, por ultimo se mezclaron bien y se dejaron a

temperatura ambiente.
Tipificacion de los antigenos somaticos

Una vez obtenidos los antigenos somaticos, se procedié a la tipificacion serolégica. Se
utilizaron placas de ELISA de 96 pozos, las cuales se marcaron por friplicado, los pozos
fueron llenados con 50 ul de cada uno de los 175 sueros de conejo contra los antigenos
somaticos, después se agregd en el pozo correspondiente 50 ul del antigeno somatico
obtenido, las placas fueron envueltas con plastico adherible y se incubaron a 50°C
durante 24 h. Posteriormente se realiz6 |a lectura observando si hubo o no aglutinacion.
Se escogieron los sueros puros homdiogos de los que aglutinaron en las placas y se hizo
una dilucion seriada con solucién salina en otras placas, después se agregaron 50 ul de
nuestro antigeno, esto con el propdsito de obtener el titulo de aglutinacion y comparario

con el titulo registrado del suero puro.
Obtencioén de antigenos flagelares

Para obtener los antigenos flagelares, de las copias se tomé otra muestra y se inocularon
tubos de 16 x 150 con rosca con medio semisolido, el asa de siembra con la muestra se
introduce en la varilla de vidrio hasta llegar a la mitad aproximadamente del medio
semisolido, las muestras se incubaron a 30°C por 14 dias, pasado este tiempo, se tomé [a
lectura de los tubos, observando si existe movilidad de las bacterias reflejada por la
diseminacion de la bacteria en el medio. Se. seleccionaron las muestras de E. coli
méviles, de cada muestra se tomé una asada y se inocularon tubos de 16 x 150 sin rosca
con 10 ml de Caldo Biotriptasa, cada tubo fue tapado con algoddn, incubando 30°C por
24 h, después de ello a cada tubo se agregd 10 ml de formalina, se taparon con parafilm

mezclando perfectamente por separado y dejandose a temperatura ambiente.
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Tipificacion de los antigenos flagelares

Finalizado lo anterior se continué con la tipificacién serologica siguiendo el mismo
sistema. Se utilizaron también placas de ELISA de 96 pozos, cada pozo fue llenado con
50 ul de cada uno de los 56 sueros para fos antigenos flagelares, agregandose después
50 pi del antigeno flagelar obtenido, las placas fueron envueltas con plastico adherible e
incubandose a 50°C durante 24 h. Posteriormente se procedié a la lectura observando si

hubo o no aglutinacion.

Se escogieron los sueros puros homélogos a los que aglutinaron en las placas y se hizo
una dilucién seriada con solucidn salina en otras placas, después se agregaron 50 ul del

antigeno correspondiente, esto con el propdsito de obtener el titulo de agiutinacion y
compararlo con el titulo registrado del suero puro. (Diagramas 2 y 3)
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DIAGRAMA 2

IDENTIFICACION DE CEPAS CLINICAS DE E. COL/ CLINICAS

De la copia sembrar en

v b 3
1.8 ml de solucion  Tubos 16x150 con  Tubos 13x1 00 con
salina medio semisélido agua peptonada
i i \
Ajustar Incubar a 30°C Incubar a 37°C
concentracion por 14 dias _ 48h
\ { 1
Colocar en tarjetas Tomar lectura Agregar 6-7 gotas

de reactivo de
Ehrlich Kovach

d J 1
Dejar toda la noche Sembrar moviles en Leer
en VITEK tubos 16x150 con

caldo biotriptasa

\
Agregar 10 ml de
formalina a cada

tubo. |

N

Dejar a T° ambiente.
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Tubos 16x150
con TSA
inclinado
{
Incubar a 37°C
24 h
)
Agregar 10 ml de
solucién salina,
agitar
l
Pasar a tubos
16x150, rotular,
tapar con
algodén
s
Hervir en olla de
presién a 100°C
por 1 hr
e
Agregar 10 ml de
formalina a cada
tubo
2
Dejara T°
ambiente.
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DIAGRAMA 3
IDENTIFICACION DE SEROTIPOS DE LAS MUESTRAS CLINICAS DE E COLI

Del homogenizado (cultivo bacteriano)

ke

\2 \:
Deteccion del Ag flagelar con 56 Aglutinacién del Ag "O" con sueros
antisueros “H* del esquema del esquema antigénico de E. coli

antigénico de E. cofi

A 1
Caracterizacion del Ag flagelar con Determinacidn del serogrupo
sueros especificos usando antisueros especificos
\J

Serotipo dei cultivo con ta férmuta antigénica O:H

MATERIAL VEGETAL

Se prepararon extractos acuosos (infusiones), con cuatro especies vegetales diferentes,
mismas que se seleccionaron de un total de nueve que previamente se estudiaron con

cepas de referencia:

Corteza de nanche, hoja de geranio, hoja de gobernadora, corteza de guayaba y hoja de

guayaba.

Las cuatro plantas escogidas para realizar el presente trabajo. fueron colectadas en los

siguientes lugares:

Corteza de nanche fue colectada en septiembre de 1998 en el Caron del Lobo,
guernavaca. Morelos. El ejemptar presentaba flores y frutos.

% adheil o8 wiag.
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Hoja de geranio fue colectada en septiembre de 1998 en campo abierto cerca de la
carretera México-Cuernavaca. La planta presentaba flores. ‘
Hoja de gobernadora fue colectada en Diciembre de 1998 en ia localidad Cerro del

Campestre en Gémez Palacio Durango.

Corteza y hoja de guayaba fueron colectadas en septiembre de 1998 cerca de la

carretera a la salida de Cuernavaca hacia México. Ejemplar esteril.

Cada ejemplar identificado se deposité en el Herbario del Jardin Botanico y el Herbario

Naciona! del Instituto de Biologia, UNAM (Aun por confirmar los numeros de catalogo).
PREPARACION DE INFUSIONES

En un vaso de precipitado de 500 ml se calentaron 250 ml| de agua destilada, al estar en
ebullicién se retird del fuego y se agregaron 5 g de la planta seca, el vaso fue tapado con
papel aluminio y se dej6 reposar durante 1.5 h, transcurrido este tiempo en condiciones
. de esterilidad se coloco con unas pinzas una gasa estéril con 4 dobleces en la boca de un
frasco estéril y se filtré el liquido, después de ello se agregaron 10 m! del extracto, en
otros frascos estériles, tapandolos con parafilm, se guardaron, previamente etiquetados, a

-70°C por 24 h, para su posteriormente liofilizacion.

ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Para la preparacién de los discos, se cortaron circulos de 6 mm de didmetro de papel
filtro del No. 3 éstos se marcaron con la clave del extracto y se esterilizaron. Después en
un area estéril a cada vial con el liofilizado de la planta se le agregd 1 ml de agua
destilada estéril, mezclando muy bien, se pusieron 20 pl del extracto en cada disco,

dejando secar a 37° C durante 4 h y después a 45°C durante 30 min.

Una vez hecho lo anterior se procedié a probar la actividad antibacteriana sig'uiendo la
metodologia propuesta por Bauer y cols. (1966), modificada por Caceres y cols. (1987).
Segun se muestra en el Diagrama 4.



DIAGRAMA 4

ENSAYO DE ACTIVIDAD-ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS ACUOSOS EN CEPAS
CLINICAS DE E. coli

Sembrar en agar sangre un indcuto
para evaluar su pureza
incubar a 37°C, 24 h
2
Con el cultivo puro inocular un tubo
con 5 mi de agua peptonada al 1%, pH 7.2,
incubar a 37°C, 24 h
A
Tomar 1 mi, inocular un tubo
con 10 ml de agua peptonada al 1%, pH 7.2,
incubar a 37°C, en agitacién 3 h
2
Ajustar en el nefeldmetro a 0.5 de MacFariand
concentracion de 1.5x10® UFC/ml
. 'Ll
Diluir 1:20 en solucion salina
s
Sembrar conftuente con 100 ui en cajas Petri
con agar Muller-Hinton
3
Colocar dos discos de cada extracto
sobre la superficie del agar,
incubar a 37°C, 24 h
\

Observar y medir los halos de inhibicion.
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Para la realizacion de este ensayo se probaron Gnicémente__184 cépas del lote de 194
muestras clinicas que se identificaron ya que 10 de los cultivos se perdieron en el
procesc de este ensayo. Se sembraron las cepas-problema y un control en agar sangre,
dejando incubar por 24 h a 37°C, posteriormente se tomo una colonia aislada y se inoculd
un tubo con 5 ml de agua peptohéda pH 7.2, incubando a 37°C por 24 h, después de
cada tubo se tomé 1 mi de la solucion y se depositd en un tubo con 10 ml de agua
peptonada pH 7.2 incubando en agitacién durante 3 h. Transcurrido el tiempo en una drea
estéril la solucidn fue ajustada con un nefelémetro de MacFariand a una concentracién de
1.5x108 UFClmI, después se hizo una dilucion 1:20 con solucion salina estéril 0.15 M, de
esta dilucion se tomaron 100 ! y el indculo fue extendido en una caja petri con agar
Muller Hintoh coh ayuda de un rastrillo estéril, al terminar se colocaron los discos sobre la
superficie del agar, (2 discos por cada extracto) teniendo cuidado de que el disco quedara
bien adherido al agar, la-caja fue colocada durante 30 min a 4°C posteriormente se dejo
10 min a temperatura ambiente y por ultimo se mantuvo en incubacién a 37°C por 24 h.
Terminado este tiempo se midieron los halos de inhibicion con una regla. En cada ensayo

se utilizé como control positivo, Staphylococcus aureus.
ENSAYO DE INHIBICION DE LA ADHERENCIA

Se realizd un ensayo para conocer si las infusiones utilizadas inhiben la adhesencia de
algunas cepas de E. cofi a células HEp-2; utilizando el método propuesto por Cravioto y
cols (1979) con algunas modificaciones para el presente trabajo (Diagrama 5).

Cada cepa a probar fue incculada durante un periodo de 18 h a 37°C en agitacion en
tubos con 3 mi de caldo.triptona al 1% y D-mancsa al 1%; el cultivo fue centrifugado 15
min a 3000 rpm, retirandose posteriormente el sobrenadante, el botén bacteriano fue
resuspendido en 1 ml de solucién buffers de fosfatos (PBS),. el indculo 'se preparo
adicionando 800 ul de medio minimo asencial (MEM) sin suérd y sin antibidtico mas 100
_ ul de cada una de las diferentes infusiones usando tres cencentraciones distintas, mas

100 pl de ia suspensién bacteriana quedando a una concentracion final de 1.5x1 0%/mi.

La monccapa de células HEp-2 fue preparada en una placa de propileno de 24 pozos,
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cada pozo con un cubreobjetos redondo estéril (!entejé)'y sobre él células HEp-2, la placa
se dejo incubando a 37°C en atmdsfera de 5% de CO2 y 85% de humedad durante 24 h.
fara obtener una monocapa del 90 al 95% de confluencia; posteriormente a cada pozo
se fe retird el medio con una pipeta pasteur se lavo con PBS para quitar los residuos de
medio y antibiético, después se procedié a agregar 100 ul del extracto con una
concentracion de 10x a partir de la cual se hicieron diluciones seriadas de 1:10, 1:100 y
1:1000, después se agregd 100 ul de la suspencion bacteriana de la cepa tipo
correspondiente, incluyendo- por supuesto los tres controles positivos y uno negativo. El
.ensayo se realizé con cepas de E. coli de referencia con los distintos patrones de
adherencia conocidos: agregativa, localizada y difusa. Para los ensayos de alteracion
celular en los pozos con células sdlo se agregd el extracto a una sola concentracion
(10x); y para los ensayos de viabilidad bacteriana se dejaban pozos sin células en donde

se agregaba MEM con 100 pul de bacteria y el extracto con una sola concentracion (10x).

Las placas se incubaron por 3 h a 37°C con atmosfera de 5% de COz, después de este
periodo, de los pozos que sdio tenian la bacteria con el extracto se tomaron 100 pl y se
sembraron en cajas de petri con agar sangre. En ios otros pozos se descarto el MEM y se
lavé tres veces cada pozo con 1 ml de PBS, con la finalidad de quitar las bacterias no
adheridas a las células, éstas se fijaron con 1 ml de metanol por 1 min, posteriormente se
adicioné 1 ml de colorante Giemsa dejando tefiir durante 20 min; cada pozo se lavo tres

veces con 1 ml de agua desionizada para eliminar el exceso de colorante.

Las lentejas con la monocapa adherida a ellas se quitaron de los pozos y se pasaron 30
seg. en cada una de las siguientes soluciones: acetona 1; acetona 2, acetona/xileno
(volfvol); xileno 1; xileno 2.

Para ia observacion al microscopio de los resultados, se marcaron los portacbjetos con la
clave de la cepa y sobre ellos se colocaron 3 gotas de balsamo de Canada, sobre las
cuales se puso la lenteja correspondiente, con la monocapa celular hacia abajo, las

preparaciones una vez secas fueron observadas con el objetivo de inmersion.

- Se calculé el porcentaje de adherencia de las cepas de referencia utilizadas con la
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finalidad de determinar el grado de inhibiciéon de la adherencia de la siguiente forma: La
inhibicion se evalué determinando el porcentaje de céiulas que no presentaban bacterias
adheridas y comparando este resultado con el control de adherencia positiva. Todos los

ensayos se realizaron por triplicado.
DIAGRAMA 5

ENSAYO DE INHIBICION DE ADHERENCIA DE
E. coli A CELULAS HEp-2

Preparacién de placa de 24 pozos Preparacion del indculo
\ 3
Colocar 2.5x10* células/ml Inocular cada cepa en caldo
en una placa de 24 pozos triptona y D-manosa al 1%

con lenteja de vidrio

J, l
incubar 24 horas, 37°C, Incubar 18 horas, 37°C
5% de CO-
\ | 4
A

Inocular cada pozo de células con una

cepa de distintc patrén de adherencia.
A

Adicionar extracto de una planta en
diluciones seriadas 1:10, 1:100 y 1:1000
\2
Incubar 3 h, 37°C, 5% de CO»
2
Lavar 3 veces con PBS, fijar con metancl y
tefiir con giemsa '

X

Observar al microscopio, 100x
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RESULTADOS
Al realizar la tipificacién seroldgica de un lote de 194 cepas clinicas se identificaron 54

serotipos y 3 serogrupos (CUADRO 1)

CUADRO 1. SEROGRUPOS Y SEROTIPOS ENCONTRADOS EN CEPAS CLINICAS
DE E. cofi ESTUDIADAS.

Serotipo Numero de cepas Serotipo Numero de cepas
01:H- 3 Q75.H- 1
Q1:H1 2 Q75:H5 10

01:H45 1 Q77:H18 2
0Q7:H- 5 086:H- 1

Q7:H18 1 086:H18 2
Q8:H8 1 088:H25 8
08:HS 10 089 1
011:H- 4 089:H- 5

011 1 092:H10 1

012:H4 1 092:H33 1
0O15.H- 1 0102:H- 4

015:H1 1 0102:H6 1

015:H47 1 0125ab:H18 8.

017:H18 2 0125ab:H45 4

018:H7 1 0125ac:H- 4
021:H- 5 Q125ac:H12 2

021:H2 1 0127:H8 1

021:H10 5 0127:H9 6

023:H15 2 0128 1

023:H25 6 0130:H18 1
025:H- 1 0131:H4 1

025:H4 7 0153:H45 2

033.H18 2 0155:H- 2
038:H- 1 0155:H19 13

039:H34 4 0159:H34 2
Q40:H- 1 0162:H- 1
041:H- 8 0168:H- 1

044:H18 2 0169:H41 4

073:H18 1 Slidentificar 23

Los serotipos se determinaron utilizando sueros de conejo (SERUNAM) contra los 175
antigenos somaticos (O) y 55 flagelares (H) de Escherichia coli .

De los serotipos identificados fue posible relacionar 15 serogrupos (obtenidos de 62
cepas) a algunos grupos diarreogénicos (CUADRO 2)
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CUADRO 2. SEROGRUPOS Y GRUPO DIARREOGENICO AL QUE PERTENECEN 62
DE LAS CEPAS DE E. coli ESTUDIADAS.

Grupo No. Gru’pOS No.
Serogrupo diarreogénico | cepas Serogrupo diarreogénico | cepas

07 EAEC 6 086 EPEC-EAEC 3

08 ETEC 11 0125ab EPEC 12
o1 ETEC 5 125ac EPEC 6
015 ETEC-EAEC 3 0127 EAEC-EPEC 7

ETEC-EPEC-

018 EPEC 1 0128 EAEC 1
025 ETEC 8 0153 ETEC 2
044 EAEC 2 ots9 | EPECEIEC- 1

Q77 EAEC 2 TOTAL 62

Los grupos diarreogénicos relacionados con los serogrupos mostrados aqui fueron
considerados de acuerdo a varios autores. (Nataro y Kaper 1998; Levine 1987, Law
1994, Lior 1994) '

Los serogrupos se distribuyen entre 4 de los 5 grupos diarreogénicos descritos,

obteniendo los siguientes porcentajes:

CUADRO 3. PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE LOS GRUPOS DIARREOGENICOS
ENCONTRADOS EN LAS CEPAS ESTUDIADAS.

GRUPO DIARREOGENICO|  TOTAL DE CEPAS POR%‘;")'TAJE
ETEC 26 41.93
EPEC 10 16.12
EAEC 10 16.12
EPEC
EAEC 10 16.12
ETEC
EAEC 3 4,83
EPEC
ETEC 2 390
EIEC
ETEC
EPEC 1 161
EAEC

Los porcentajes fueron obtenidos tomando en cuenta solamente las 62 cepas, de las

cuales su serogrupo fue asociado con algun grupo diarreogénico.
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La observacion de la actividad antimicrobiana en las 184 cepas analizadas empleando
sensidiscos con cada una de las infusiones se realizd considerando 2 efectos: a)
bacteristatico y-b) bactericida.

CUADRO 4. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS 5 EXTRACTOS ACUQSOS
CONTRA CEPAS DE Escherichia coli AISLADAS DE NINOS CON DIARREA.

Plantas Actividad Resistentes
Bacteriostéatica Bactericida

cepas % cepas % cepas %
Nanche 118 60.8 16 8.2 60 30.9
Gobernadora 67 345 29 14.9 98 50.5
Geranio 69 355 23 11.8 102 52.5
Guayaba, corteza 144 742 22 11.3 28 144
Guayaba, hoja 133 68.5 25 12.8 36 18.5
TOTAL 54.7 11.8 33.3

Se considerd efecto bacteriostatico a la inhibicidon parcial del crecimiento bacteriano y
efecto bactericida a los halos sin crecimiento mayores de 7mm.
El estudio de la inhibicién de la adherencia de los extractos acuosos fue realizado

utilizando cepas tipo con los tres patrones de adherencia.

CUADRO 5. INHIBICION DE LA ADHERENCIA DE LAS C_INCO INFUSIONES
OBTENIDAS DE LAS 4 PLANTAS

Inhibicién de Inhibicién de Inhibicién de
EXTRACTO Adherencia Adherencia Adherencia TOTAL
Agregativa. Difusa Localizada
Nanche 82% 72% 80% 78%
Gobernadora 97% 88% 84% 90%
Geranio S7% 83% 26% 69%
Guayaba, corteza 91% 63% 45% 66%
Guayaba, hoja 95% | 98% 63% 85%
TOTAL 92% 81% 60%

Los porcentajes mostrados se obtuvieron del promedio de 3 repeticiones para cada
ensayo.
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CUADRO 6. EFECTO DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS
SOBRE CELULAS HEp-2.

EXTRACTO ALTERACION CELULAR
Citoplasma extendido, formacion de
Nanche
vacuolas.
Muy tefiido el nucleo formacion de
Gobernadora ‘
vacuolas.
Geranio Formaciéon de pequenisimas vacuolas

Formacion de vacuolas de diferentes
Guayaba, corteza ) .
tamanos y algunos restos de citoplasma

Tincién muy acentuada, presenta algunos
Guayaba, hoja grupos de vacuolas muy pequenas.

Todos los extractos acuosos ocasionaron aiteraciones en las células HEp-2, pero sin
considerarse como dafo celular

CUADRO 7. VIABILIDAD DE LAS CEPAS TIPO DE ADHERENCIA AGREGATIVA,
ADHERENCIA DIFUSA Y ADHERENCIA LOCALIZADA.

EXTRACTO ADHERENCIA ADHERENCIA ADHERENCIA
AGREGATIVA DIFUSA LOCALIZADA
Nanche 80% 100% 100%
Gobernadora 70% 70% 70%
Geranio 100% 100% 100%
Guayaba, corteza 100% ‘ 100% 80%
Guayaba, hoja -~ 100% 100% : 100%

Aqui se muestra la viabilidad bacteriana para cada cepa de referencia‘con los extractos

acuosos probados, algunos de estos inhibieron el crecimiento de las bacterias en ciertos
tipos de adherencia.

37




o % ¢
ok

agregativa en células
HEp-2. B) Inhibicion de la adherencia agregativa en células HEp-2

tratadas con extracto acuoso (10x) de corteza de guayaba.

Fig.3 C) Bacterias con patron de adherencia difusa en célufas HEp-2.
D) Inhibicion de la adherencia difusa en células tratadas con extracto
acuoso (10x) de geranio.
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Inhibicion de la adherencia localizada en células tratadas con extracto
acuoso (10x)de geranio. »

Fig.5 Efecto toxico de algunos extractos acuosos (10x) en células
HEp-2 G) Extracte acuoso de gobernadora. H) Extracto acuoso de
nanche.
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ANALISIS DE RESULTADOS
Serotipos y origen de las cepas de E. coli.

Se estudiaron 194 cepas de £. coli (CUADRO 1) que fueron aisladas de 42 nifios, que
presentaron un cuadro clinico de diarrea, la edad de estos pacientes fue entre los 0 y 5
afios. Se identificaron 57 serotipos de E. cofi de los cuales fue posible relacionar 15 de los
serogrupos (62 cepas) a algunos de los grupos diarreogénicos (CUADROS 1 Y 2). Los
tipos diarreogénicos mas frecuentemente identificados fueron EPEC vy ETEC,'aunque
también se encontraron cepas EAEC y EIEC (CUADRO 2).

De los serogrupos identificados estos se distribuyen entre 4 de los 5 grupos
diarreogénicos descritos (CUADRO 3). Ei mayor numero de estas cepas (26) las cuales
representan el 41.93 % pertenecen al grupo enterotoxigénico (ETEC), lo anterior coincide
con Flores (1994) en donde se refiere a este grupo como una de las causas mas
frecuentes de diarrea. En este andlisis también se muestran cepas enteropatégenas
(EPEC) que conforman el 16.12% (10 cepas), asi como del grupo enteroagregati\}o
(EAEC) con el mismo porcentaje; estos porcentajes podrian en un momento dado parecer
bajos dado por el numero de cepas estudiadas pero no olvidemos que en algunos
estudios de infeccién por EPEC excede en incidencia a la infeccion por rotavirus (Nataro
y Kaper, 1998) y EAEC epidemiclogicamente se considera como una causa importante
de diarrea persistente en nifios (Cravioto y cols, 1996a). Hasta aqui se esta considerando
dnicamente a cada grupo por separado. Como se puede observar en el CUADRO 2,
cinco de los serogrupos corresponden a dos 6 tres grupos diareogénicos, considerando
esto, los porcentajes de incidencia serian ma;fores. Las cepas enteroinvasivas solo
correspondieron a uno de los serogrupos ‘de las cepas estudiadas, el 0158,
representando tnicamente el 3.22% del total relacionado, lo que coincide con Cravioto y

cols.(1988) en donde se menciona que es un grupo epidemiolégico poco frecuente.
Actividad antibacteriana de las infusiones.

Las infusiones de las diferentes plantas fueron concentradas por liofilizacién (10x) para

ser probadas contra 184 cepas clinicas de E. coli. En este ensayo se observo que las
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infusiones inducian un efecto bacteriostatico o bactericida (CUADRO 4). Al realizar el
analisis por planta se observé que ia corteza de guayaba tenia principalmente actividad
bacteriostética (74.2 %) y la gobernadora actividad bactericida (14.9%). Por otro lado se
encontrd que el geranic no era muy activo ya que fue la pianta contra la que se observé
mayor resistehcia (52.5%). Con respecto a la infusion preparada con hoja de guayaba se
encontré que esta induce efecto bactericida y bacteriostatico y fue un/ de las plantas en

las gue se observé menor resistencia.

Analizando la sensibilidad de las bacterias a los diferentes extractos, observamos que S.
aureus (utilizado como control) fue la Unica bacteria cuyo crecimiento fue inhibido por la

mayoria de los vegetales.
Inhibicién de la adherencia

Considerando que otro posible mecanismo de accion de los productos contenidos en las
plantas pudiera interferir la colonizacién de las bacterias se procedié a evaluar si los
extractos acuosos inhiben la adherencia de las bacterias. Para tal se realizo un ensayo de
adherencia utilizando cepas tipo con los patrones agregativo, difuso y localizado.
Analizando los resultados obtenidos con cada una d;a las plantas se observé que las
distintas infusiones mostraron un efecto diferente para cada tipo de adherencia
(CUADRO 5). La infusién con gobernadora y geranio tuvieron el mayor porcentaje de
inhibicion (97%) en la cepa con adherencia agregativa y la que caus6 el menor efecto fue
el nanche (82%). Sin embargo, la diferencia entre ambas plantas no fue muy grande.
Para la cepa con adherencia difusa la infusién hecha con hoja de guayaba causé mayor
inhibicion (98%), sin embargo, la infusion de corteza de guayaba fue menos activa. Esta
~ observacion sugiere que los componentes activos pueden variar de una parte a otra de la
misma planta, Finalmente la cepa con adherencia localizada fue inhibida principalmente
por la infusion con gobernadora (84%), y el menos activo fue el geranio (26%). Con esta
planta los porcentajes de inhibicion fueron mas marcados con respecto a los presentados
en la adherencia agregativa y difusa. Analizando el promedio total de inhibicion de la
adherencia para cada cepa tipo con los cinco extractos se puede observar que la cepa de
adherencia agregativa presentd el mayor porcentaje (92%) de inhibicioén y ia cepa con
p_atrc':n de adherencia localizada fue la menos _éusceptib[e (60%). Por otro lado el extracto
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acuoso con mayor actividad de inhibicion para las tres cepas tipo fue la gobernadora
(90%) y el menos activo (corteza de guayaba) con un 66% de inhibicién.

Efecto de las infusiones en células HEp-2

Al observar las preparaciones para calcular los porcentajes de inhibicion de la adherencia
se noto que las células sufrian algunos cambios en su morfologia. Para evaluar el posible
dafio celular se procedio a realizar algunas pruebas en donde, sdlo se incubaban las
células HEp-2 con el extracto (concentracion 10X). El resultado de este ensayo mostré
que existen diferentes alteraciones en las células que esta dado por cada extracto. Sin
embargo, no obstante las alteraciones observadas se puede considerar que no inducen
dario letal que pudiera estar asociado con la inhibicién de la adherencia (CUADRO 6).

Haciendo el andlisis con cada pianta se encontré que el extracto de nanche cambia la
morfologia de la célula, el citoplasma se encuentra extendido o expandido sobre la
preparacion, también se aprecia la formacién de vacuolas, la tincion se intensifica y

resalta mas los nicleos de las células tanto que los nucleolos no se notan.(Fig. 5)

Con la gobernadora se observo que la célula se encuentra muy tefida, de igual forma en
el nucleo no se notan los nucieolos, también se aprecian vacuolas, la morfologia de la
célula cambia un poco. (es semejante a lo observado con el nanche). (Fig. 4)

En referencia al extracto con geranio lo que provoca en la célula son pequenisimas
vacuolas, se aprecia un poco sucia la preparacion (detritus) incluso la tincion no es tal
como en los anteriores.

De acuerdo a lo observado con el extracto de corteza de guayaba las celulas se
encuentran un poco mas tefiidas de lo normal pero no es tan marcada como en otros
extractos, se pueden observar la formacién de vacuolas de diferentes tamarios y algunos

restos de citoplasma, la morfologia de la célula se encuentra un poco modificada.

Por Gltimo con el extracto de hoja de guayaba se aprecia que la célula se encuentra muy

tedida, con algunos grupos de vacuolas muy pequenas.
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Posible actividad bactericida de las infusiones sobre las cepas tipo

También fueron hechas pruebas para observar si el extracto o infusion tenia un efecto
bactericida sobre las cepas tipo con {o cual por consecuencia provocara una inhibicién de
la adherencia. Para tal, las cepas se sembraron en cajas petri con agar sangre con cada
uno de los extractos para observar la viabilidad bacteriana (CUADRO 7). Los resultados
mostraron que con el extracto de nanche las bacterias de adherencia agregativa
crecieron en un 80% y sin ningun efecto en las cepas de adherencia difusa y localizada.
Para la gobernadora se observé que en las tres cepas tipb se obtuvo una inhibicién del
30% de la viabilidad. Para el geranio y la hoja de guayaba no hubo ningun efecto sobre la
viabilidad de las bacterias y con la corteza de guayaba sélo con las cepas del tipo de
adherencia localizada la viabilidad fue del 80% con |o cual se descarta que éste pudiera
ser |a razén de la inhibicién de la adherencia (CUADRO 5). Este resultado nos permite
considerar para estudios posteriores aquellos extractos acuosos que no tuvieron efecto

en la viabilidad bacteriana y si una inhibicion de la adherencia.



CONCLUSIONES

Algunos de los serotipos identificados en las cepas estudiadas estan asociados con
grupos diarreogénicos tales como ETEC,EPEC, EAEC y EIEC con lo cual podemos inferir
que estos sc-.frogrupos fueron los posibles causantes de la diarrea presentada en los
niAos.
En este trabajo se muestra como los exiractos acuosos de plantas empleadas
tradicionalmente para curar la diarrea, ejercen actividad antibacteriana contra bacterias
causantes dé la enfermedad. La hipotesis propuesta se puede considerar que fue
confirmada dédo que se observaron efectos bacteriostatico y/o bactericida, aunque éstos
dependen de la especie de la planta y del microorganismo. También es importante
sefialar que :algunos de los extractos de estas plantas inhiben la adherencia de las
bacterias, est;jé‘aunque no se dio en el 100% podemos considerar que los porcentajes de
inhibicién obtenidos fueron altos principalmente para las cepas de adherencia agregativa
y difusa. Nuestro objetivo principal se cumplié y ahora se plantea la necesidad de
caracterizar cbmpletamente los compuestos involucrados en la actividad antimicrobiana y
en la inhibicion de la adherencia ya que su efecto puede ser utilizado para prevenir la
colonizacién pacteriana y por lo tanto utilizarse como alternativa para la prevencién del
padecimiento.

y
Tal vez este éambio en la morfologia de la célula, tenga cierta relevancia ya que si afecta
alguno de los receptores de membrana los cuales son necesarios para la adherencia de
la bacteria, pl.ies esta no tenga otra forma de adherirse y por tanto de causar la infeccion
o tal vez pueda ser lo contrario afectando los receptores de la membrana bacteriana,
como ya ha sido reportado por Turi y cols (1997) donde muestra en sus experimentos que
algunas plantas medicinales pueden cambiar las propiedades de la superficie de
bacterias Gram negativas.
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; APENDICE

AGAR MacCONKEY

Disolver 50 g'de agar en 1L de agua destilada

Calentar y dejar hervir por un minuto

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos

Vaciar 20 ml en condiciones de esterilidad en cajas de petri
Esperar que se gelifique

Dejar a prueba de esterilidad durante 24 h a 37°C

Guardar a 4°C.

1

|

AGAR SANGRE

Diluir 40 g de base agar sangre en y 1 L de agua

Calentar y dejar hervir por un minuto

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos

Colocar en bario maria a 45°C

Agregar en condiciones de esterilidad 50 ml de sangre de carnero desfibrinada
Agregar en condiciones de esterilidad 20 mi de agar sangre en cajas de petri
Esperar que gelifiquen

Dejar a prueba de esterilidad durante 24 h a 37°C

Guardar a 4°C.

AGAR DE SOYA TRIPTICASEINA

Disolver 40 g en 1 L de agua destilada

Calentar y dejar hervir por un minuto

AjustarpHa 7.2 -
Colocar 4 ml del agar en tubos de 13x100 con rosca
Esterilizar a 121°C durante 15 minutos

Inclinar los tubos y se espera a que solidifique

Dejar a prueba de esterilidad durante 24 h a 37°C
Guardar a 4°C.

A
1

AGAR SEMISpLIDO CON FORMULA DE BHI Y GELATINA

Peptonade caseina..............c..eeveeveneiiennans, 1049
Extractodecame................cc.coiviiiiiiiinnenn. 39
Agar Agar.....L.......... et ———t it aaa s 49
Cloruro de sodio............ccoceeeiiiiiiie, 5g



Gelatina bacteriolégica.................ceeeeen. 80g
Aguadestilada..............ccocoiiiiiiii 1L

Calentar 750 mi de agua destilada vaciar poco a poco la gelatina bacterioldgica y mover
constantemente para disolver completamente

Disolver los demas ingredientes en 250 ml de agua destilada calentando para disolver
Mezclar ambos medios y calentar de nuevo para homogeneizar
Dejar enfriar un poco y ajustar el pH a 7.2

Distribuir 10 ml en tubos de 16 x 150 con rosca

Colocar dentro del tubo una varilla de vidrio

Tapar los tubos y esterilizar a 121°C durante 15 minutos

Dejar a prueba de esterilidad durante 24 h a 37°C

Guardar a 4°C.

AGAR MULLER HINTON

Diluir 21 g de Muller Hinton en 1 L de agua destilada
Agregar 15 gr de agar agar

Calentar y dejar hervir por un minuto

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos

Vaciar 20 ml en condiciones de esterilidad en cajas de petri
Esperar que se gelifique

Dejar a prueba de esterilidad durante 24 h a 37°C

Guardar a 4°C.

SOLUCION SALINA 0.15 M

Disolver 8.75 g de cloruro de sodio en 1 L de agua destilada
Esteriiizar a 121°C durante 15 minutos.

FORMALINA

Por cada litro de solucion salina agregar 6 ml de formaldehido al 37%

AGUA PEPTONADA AL 1%

Disolver 1 g de peptona de caseina en 100 ml de agua destilada
AjustarpH a 7.2.

Para la prueba de indol preparar peptona de caseina al 2% pH 8.



SOLUCION D-MANOSA AL 10%

Diluir 10 g de-D-manosa en 100 ml de agua destilada
Esterilizar por filtracion con membrana de 0.22 u
Guardar a 4°C.

1
t

TRIPTONA

Diluir 1 g de triptona en 100 ml de agua destilada
Distribuir 3 mi en tubos de 13 x 100 con rosca

Tapar los tubos y esterilizar a 121°C durante 15 minutos
Dejar a prueba de esterilidad durante 24 h a 37°C
Guardar a 4°C.

MEDIO EAGLE DULBECCO MODIFICADO (DMEM)

Disolver perfectamente un sobre de DMEM en un 1 L de agua estéril desionizada

Agregar 10 ml de L-glutamina 200 mM
Agregar 10 ml de Bicarbonato de sodio 7.5%
Agregar 10 ml de HEPES (regulador de pH)

Distribuir en frascos de 400ml y 300 ml esterilizando por filtracion con membran de 0.45

Dejar a prueba de esterilidad durante 24 h a 37°C
Guardar a 4°C.

Para utilizar el DMEM en células HEp-2 se debe complementar agregandc 10% de suero
fetal bovino (SFB) y 1% de antibidtico (mezcla de penicilina-estreptomicina 10,000

U/mcg/mi en solucidon de cloruro de sodio al 0.85%




