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Introduccién

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son originadas por el consumo de alimentos
contaminados por microorganismos patégenos o sus toxinas, y suelen producir sintomas como vomitos,
diarreas, dolor de cabeza, fiebre, y en casos extremos el fallecimiento del individuo [1]. Generalmente la
contaminacion puede ser debida a la inadecuada higiene en la manipulacion de alimentos y con ello también
generar una intoxicacion alimentaria. Particularmente Staphylococcus aureus, es un patégeno que ha tenido
interés por ocasionar intoxicacion alimentaria estafilocécica (IAE) debido a la produccién de toxinas tales
como citotoxinas, toxinas exfoliativas y enterotoxinas A-H, de las cuales la enterotoxina A, es la que
comunmente esta implicada en brotes de IAE [2]. Por otra parte, el género Smilax lo conforma un grupo de
plantas trepadoras y sus raices han sido empleadas en herbolaria tradicional para tratar obesidad, disenteria
bacteriana, colitis, cancer e infecciones en la piel. Asimismo, se ha destacado su efecto antimicrobiano
debido a su contenido de sus constituyentes como polifenoles, flavonoides, saponinas y acidos fendlicos [3,
4]. Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue demostrar la inhibicidon del crecimiento microbiano de S.
aureus con extractos de Smilax spp. con el fin de prevenir las ETA y de este modo implementar los extractos
como agentes antimicrobianos.

Metodologia

Obtencion de extractos de cocolmeca. Las raices de cocolmeca (Smilax spp.) se obtuvieron en un
mercado local de Ciudad Obregoén, Sonora, México. Para obtener compuestos de Smilax spp. se realizaron
extracciones con agua y etanol al 70 % con modificaciones [3, 5]. La extraccién consistié en pesar 2 g de
las raices, las cuales se homogenizaron con 100 mL de agua milli-Q y se hirvieron a 100 °C durante 30 min,
después la mezcla se filtré al vacio con papel Whatman #4 y se guardd en refrigeracion a 4 °C protegida de
la luz y de este modo se obtuvo un extracto acuoso (EA). Del mismo modo se pesaron 2 g y se
homogenizaron con 100 mL de etanol al 70 % y la mezcla se calenté a 60 °C durante 30 min, después el
extracto se filtré al vacio con papel Whatman #4 y posteriormente se calenté a 90 °C durante 10 min con el
fin de evaporar el etanol de la mezcla, el residuo organico se resuspendié en 10 mL de agua milli-Q, se
centrifugd a 4000 rpm por 20 min, se recuperd el sobrenadante y se guardo en refrigeracion a 4 °C protegido
de la luz y de este modo se obtuvo un extracto etandlico evaporado y soluble en agua (EEA). Por ultimo, se
realizaron diluciones 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 y 1:10 v/v de ambos extractos para evaluar la capacidad de inhibir el
crecimiento de S. aureus.

Activacion del agente patégeno. Se realizé la activacion de una cepa liofilizada de Staphylococcus aureus
ATCC 9144. Dicha cepa se sembré masivamente en agar Vogel-Johnson y se incubd a 37 °C durante 24 h.
Posteriormente se tomaron 3 colonias y se suspendieron en 1 mL de caldo TSB (Triptic Soy Broth) para
incubarse a 37 °C durante 12 h. Posteriormente se sembré del caldo por agotamiento de estrias en placas
de agar Vogel-Johnson y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Pasando dicho tiempo se tomaron 3 colonias
para suspenderse en 1 mL de caldo TSB y dicho proceso se repitié una vez mas.
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Ajuste de indculo bacteriano. Después de la activacion de la cepa de S. aureus se realiz6 una cinética de
crecimiento con el fin de establecer el tiempo en el cual el microorganismo alcanza la concentracion celular
de 1 — 2x10® UFC/mL segun lo con lo establecido por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI, 2012) para pruebas de susceptibilidad contra patégenos. Ademas, se corroboré dicha concentracion
con un recuento en placas siguiendo lo indicado por las normas NOM-110-SSA1-1994 y NOM-092-SSA1-
1994. Para ello, la cepa activada se sembrd en agar Vogel-Johnson y se incub6 a 37 °C durante 24 h,
después del tiempo establecido se tomaron 6 colonias aisladas y se suspendieron en 20 mL de caldo TSB,
el cual se incubd a 37 °C durante 4 h 30 min y en cada 30 min de dicho intervalo de tiempo se tomaron 100
uL del indculo y se realizaron diluciones seriadas 1:10 (107" hasta 10) con caldo TSB estéril. Después se
transfirieron 100 uL de cada dilucion a placas con agar Vogel-Johnson y se sembrd por expansién por
duplicado utilizando un asa de vidrio. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h y cumplido el tiempo se
contaron aquellas placas que tuvieron entre 25 y 250 colonias, se considero el factor de dilucion y la cantidad
de inéculo agregado para obtener la concentracién celular de referencia para el ensayo.

Microdilucion en placa. La capacidad de inhibir el crecimiento de S. aureus de los extractos de Smilax spp.
se realiz6 de acuerdo con Chalas-Vega, 2020 [6]. Se evaluaron los extractos EA y EEA con sus respectivas
diluciones, en una microplaca de 96 pocillos Corning® F-bottom. Se transfirieron a cada pocillo 100 pL de
indculo en medio TSB con una concentracion celular ~2x108 UFC/mL y 50 yL de cada extracto a evaluar.
Se utilizaron diversos controles entre ellos: un control de crecimiento bacteriano (100 yL de inéculo + 50 pL
de agua Milli-Q estéril), un control de inhibicién positivo (100 pL de inéculo + 50 uL de oxitetraciclina a 10
Mg/mL) y un control de esterilidad (100 uL de medio TSB estéril + 50 uL de agua Milli-Q estéril). La microplaca
por evaluar se transfirié a un espectrofotometro UV-Visible (Multiskan GO, Thermo Scientific, EUA) donde
se midio la turbidez a 600 nm cada hora durante 16 h y se incubd a 37 °C aplicando agitacion de fondo cada
0.05 s. El porcentaje de inhibicidn se calculd con la siguiente ecuacion:

(Absy — Abs,,)

% inhibicion = e x 100
0

Donde Absg es la absorbancia de cada punto del intervalo de tiempo (0 — 16 h) de la curva de crecimiento
bacteriano y Absn, es la absorbancia de cada muestra a analizar en cada tiempo. Ademas, a cada muestra
de extracto que se evalud, se le resté su absorbancia intrinseca a 600 nm para que no interfiriera en el
ensayo y se considerd Absy, en cada tiempo sin el valor de absorbancia de la muestra a la misma longitud
de onda. El ensayo de microdilucién en placa se realizé por triplicado.

Resultados y discusién

Las curvas de crecimiento de S. aureus con los extractos acuosos y sus respectivos controles se visualizan
en la Figura 1. En dicha figura se observa que S. aureus presenta un incremento exponencial y constante,
mientras que el control de esterilidad con agua Milli-Q y el control con oxitetraciclina no presentan incremento
de la absorbancia. También, los extractos acuosos ralentizan el crecimiento de S. aureus al observar que la
absorbancia disminuye alrededor del 50 % con respecto a a la curva de S. aureus. Del mismo modo, el EA
y su dilucién 1:2 son los que mayor efecto inhibitorio presentaron.

Por otra parte, las curvas de crecimiento de S. aureus con los extractos etandlicos evaporados y solubles
en agua, asi como sus respectivos controles se visualizan en la Figura 2. Se observa el mismo
comportamiento en la curva de S. aureus y los controles con respecto a la Figura 1. Y caso contrario al EA,
el EEA y su dilucion 1:2 y 1:4, presentan una curva de crecimiento semilineal sin tendencia a la inhibicion
del crecimiento bacteriano en el mismo tiempo establecido. Sin embargo, los EEA con sus diluciones 1:6,
1:8 y 1:10 son las que presentaron descenso en la absorbancia alrededor del 50 % con respecto a la curva
de S. aureus.
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Figura 1. Curvas de crecimiento de S. aureus en presencia de extractos acuosos (EA) y sus diluciones.
OT: oxitetraciclina.
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Figura 2. Curvas de crecimiento de S. aureus en presencia de extractos etandlicos evaporados y solubles
en agua (EEA) y sus diluciones. OT: oxitetraciclina.

Los porcentajes de inhibicion del crecimiento de S. aureus para los extractos acuosos visualiza en la Figura
3. El EA presentd mayor porcentaje de inhibicién con un maximo de 51.22 % y con tendencia a incremento,
mientras que el EA y su dilucidn 1:2 presentaron el mismo comportamiento e inhibicion, y se observa de
manera general que los extractos mas diluidos presentaron menor inhibicion que el extracto sin diluir. Se ha
reportado que los principales compuestos encontrados en extractos acuosos de Smilax cordifolia son
algunos polifenoles como acido rosmarinico y hesperidina, asi como [3-sitosterol [3], los cuales son los que
pueden estar implicados en inhibir el crecimiento bacteriano de este ensayo.

Por otro lado, los porcentajes de inhibicién del crecimiento de S. aureus para los extractos etandlicos
evaporados y solubles en agua se visualizan en la Figura 4. El EEA y su dilucién 1:2 demostraron incremento
en el crecimiento bacteriano en las primeras 2 h, pero a su vez un maximo de inhibiciéon del 48.16 y 70.55
%, respectivamente. Sin embargo, conforme se incremento el tiempo, el porcentaje de inhibicion disminuia
hasta propiciar el crecimiento bacterianio. Mientras que las diluciones 1:6, 1:8 y 1:10 presentaron inhibicion
constante siendo ésta ultima la que mayor porcentaje inhibié con un 57.9 % a las 3 h y una inhibicién continua
alrededor del 56 % a las ultimas horas del estudio. Lo anterior se puede basar en un estudio donde
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encontraron acido 5-O-cafeoilshikimico, astilbina, neoastilbina e isoastilbina como los principales
compuestos en extractos etandlicos de Smilax glabra [4] que también pueden estar involucrados en este
ensayo. Ademas, en otro estudio donde se emplearon extractos etanodlicos solubles en acetato de etilo de
Smilax china L., lograron inhibir la fase exponencial de S. aureus dando un efecto bacteriostatico [7] como
lo reportado en este ensayo. En este sentido, es ampliamente conocido que los polifenoles de origen vegetal
pueden actuar como agentes antimicrobianos provocando muerte celular al comprometer la membrana y la
pared celular. Un componente fendlico individual podria ser suficientemente eficaz para exhibir actividad
antibacteriana, pero puede alterar su propiedad y comportamiento en el extracto debido a la presencia de
otros compuestos [7], o que podria explicar el crecimiento de S. aureus con el EEA y a su vez inhibicion del
crecimiento con sus diluciones 1:6, 1:8 y 1:10.

Los polifenoles han recibido atencion debido a su amplio espectro y mayor actividad antimicrobiana debido
al hecho de que la mayoria de ellos son capaces de suprimir una serie de factores de virulencia como la
inhibicién de la formacién de biopeliculas, toxinas bacterianas, reduccién de la adhesion de ligandos del
huésped [8]. y que en estudios previos se han reportado estar presente en Smilax spp. Con base en lo
anterior los compuestos presentes en los extractos capaces de inhibir el crecimiento bacteriano de S. aureus
podrian ser los polifenoles. Por ello la importancia del empleo de extractos vegetales que contengan
polifenoles debido a que se han propuesto sea para desarrollar nuevos conservadores alimenticios, o
desarrollar terapias innovadoras para el tratamiento de diversas infecciones bacterianas considerando el
aumento de la resistencia microbiana frente a la terapia con antibiéticos [8].
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Figura 3. Porcentajes de inhibicién del crecimiento de S. aureus para los extractos acuosos (EA) y sus
diluciones.
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Figura 4. Porcentajes de inhibicidn del crecimiento de S. aureus para los extractos etandlicos evaporados

y solubles en agua (EEA) y sus diluciones.

Conclusiones

Los extractos acuosos de Smilax spp. lograron inhibir el crecimiento de S. aureus hasta un 51.22 % a las 16
h, mientras que los extractos etandlicos evaporados y solubles en agua mostraron inhibicion de hasta un
70.55 % a las primeras 2 h, pero a su vez propiciaron el crecimiento de S. aureus hasta las 16 h. Por lo que
los extractos acuosos podrian ser considerados como un antimicrobiano, sin embargo, hacen falta estudios
complementarios que sustenten lo anterior, asi como ensayos de inhibicion con polifenoles individuales.
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