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INTRODUCCION

El presente trabajo tiene la finalidad de conocer el efecto antimicrobiano que tiene el
extracto de Turnefortia hirsutissima L. ante diferentes cepas bacterianas. El uso de
extractos vegetales actualmente se considera como una referencia indispensable para
determinar la calidad especialmente cuando van a ser empleadas en medicamentos
fisioterapéuticos o especialidades farmacéuticas. Ya que en la actualidad se estan
enfocado técnicas principalmente a la conservacion del medio ambiente y evitando la

contaminacion, es por eso que se requieren nuevas alternativas para minimizar costos.

La fitoterapia es el nombre que se aplica al uso medicinal de las plantas. A principio
de este siglo, el desarrollo de la quimica y el descubrimiento de complejos procesos
de sintesis organica desembocaron en la puesta en marcha, por parte de la industria
farmacéutica, de una nueva produccién de medicamentos. Para la fabricacion de

muchos de ellos utilizaron los principios activos de determinadas plantas medicinales.
[1]

La actividad biolégica de una planta depende en primer lugar del principio o principios
activos mayoritarios que contiene, pero éstos suelen estar acompafados de otros
principios que potencian o modulan la accion de los primeros; la proporcion en la que

se encuentran unos de otros es muy variables. [2]
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La planta Tournefortia hirsutissima L. contiene componentes quimicos con efectos
medicinales y antimicrobianos que no han sido aprovechados ni aprobados mediante
un proceso quimico-biolégico, con esto se estaria aprovechando a una planta que

crece abundantemente.

1.1 JUSTIFICACION



Actualmente se tiene conocimiento que las plantas medicinales han abarcado un
mercado amplio, puesto que en los ultimos afios el ser humano ha vuelto a utilizar
plantas para poder curar algunos sintomas o calmar ciertas enfermedades que los
aguejan.

Investigando en diversas bibliografias se indago que el tlachichinole (Tournefortia
hirsutissima L). Es una planta que posee efectos medicinales tales como el
tratamiento de las rozaduras y para la inflamacion del vientre ya que es una planta

medicinal que tiene la caracteristica de ser fresca.

Con dicho trabajo se pretende evaluar mas acerca de dicha planta y comprobar su
efectividad antimicrobiana.

1.2 OBJETIVO GENERAL



Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto de Tournefortia hirsutissima L frente a
los microorganismos patogenos Staphylococcus aureus ATCC6538, Pseudomona
aeruginosa ATCC27853, Candida albicans ATCC10231 y Escherichia coli ATCC
11229 y ATCC 25922.

1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

X/
L X4

Obtencion de extractos con diferentes solventes mediante procesos de maceracio

X/
o

Determinar la CML.

+ Realizar analisis estadisticos.

X/
L X4



1.3 HIPOTESIS

La accidon de Tournefortia hirsutissima L. contra las cepas bacterianas (Staphylococcus
aureus, Pseudomona aeruginosa, Candida albicans y Escherichia coli ATTCC 11229

y ATTCC 25922). Presentara inhibicion microbiana.



1.4 ALCANCES

En este proyecto se busca aprovechar los componentes en Tournefortia hirsutissima
L. Ya que se ha utilizado de manera tradicional con ciertos beneficios, por lo tanto, se
pretende obtener extractos y aceite esencial para realizar analisis microbiolégicos y

fisicoquimicos para de esta manera comprobar su efecto antimicrobiano.



CAPITULO 2 ANTECEDENTES

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica que se ha
utilizado desde tiempo inmemorial. Durante mucho tiempo los remedios naturales, y
sobre todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso el Unico recurso de
que disponian los médicos. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las
especies vegetales que poseen propiedades medicinales y ampliar su experiencia en

el empleo de los productos que de ellas se extraen.

Los remedios a base de plantas medicinales presentan una inmensa ventaja con
respecto a los tratamientos quimicos. En las plantas los principios activos se hallan
siempre biolégicamente equilibrados por la presencia de sustancias complementarias,
que van a potenciarse entre si, de forma que en general no se acumulan en el
organismo, y sus efectos indeseables estan limitados. Sin embargo, a pesar de que
han aumentado las investigaciones y estudios cientificos de las plantas medicinales,
todavia no se conocen muchos de los principios activos a los que deben las plantas

sus extraordinarias cualidades.

2.1 PLANTA DE TLACHICHINOLE

El tlachichinole (Tournefortia hirsutissima L.). Es una hierba quemada, ahumada y
cenicienta, de tlachichin, quemadura, quemarse. El significado de tlalchichinole puede
referirse a su aspecto y a los cambios de color de sus tallos, ya que inicialmente al
crecer tiene un tallo negrito, luego va cambiando hasta tornarse de color verde,
después, a los dos o tres afios, el color del tallo adquiere un tono gris-blanco o

ceniciento, es decir, como si fuese sido quemado por una fogata. [3]



Figura 1. Plantas de tlachichinole (Tournefortia hirsutissima L). Nayeli Manzano, 2011.

2.2 HABITAT Y CARACTERISTICAS BOTANICAS DEL TLACHICHINOLE.

Su clima debe ser calido y un poco humedo se reproduce en tierra de tipo barro negro
o tierras arenosas, puede crecer entre la hierba o también en zonas totalmente libres
de hierba y también crece en los sembradios; en los lugares donde no se hace ningun
tipo de agricultura es muy dificil que crezca y no es facil encontrarlo por lo regular
necesita estar hidratada ya que es una planta que ayuda a refrescar y necesita
suficiente agua para estar viva. En época de lluvias es mas frecuente encontrar el
tlachichinole principalmente en cerros o en lugares donde todavia no esta muy

poblado.

La planta de tlachichinole es de color verdoso y llega a medir unos dos metros de
altura segun el lugar y el tipo de tierra donde se encuentre el tlachichinole cuando
alcanza su madurez sus hojas se vuelven muy rigidas, muy rasposas de color verde
oscuro desarrolla una flor color blanco y una semilla blanda de color blanquizco y
lechosa, en algunos lugares en donde hay mucha humedad y es muy fértil la tierra el
tlachichinole se vuelve frondoso y llega a expandirse varios metros a la redonda esto

es solo en algunos lugares pero por lo regular solo crece poco y no se esparce mucho
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porque hoy en dia casi no hay lugar para que pueda crecer y por otro lado los
depredadores como la plaga del chapulin de temporal se la come y es como una plaga

que termina siendo muy dafiina para esta magnifica planta. [4]

2.3 USOS MEDICINALES

Se usa principalmente para el tratamiento de las rozaduras y para la inflamacion del

vientre ya que es una planta medicinal que tiene la caracteristica de ser fresca. [3]

2.4 EXTRACTOS VEGETALES

Los extractos vegetales son las sustancias que se obtiene de hojas, tallos, flores o
semillas, segun sea la parte que contiene el ingrediente activo que actla contra
insectos, hongos, nematodos. Para obtener el extracto vegetal, en algunos casos se
macera (muele o machaca) la parte seleccionada, pero lo mas comun es la coccion o
la infusion (como hacer un té€), al que se agrega generalmente alcohol como agente

extractor.

Existen plantas que pueden utilizarse, pero es importante tener en cuenta que la
concentracion de las sustancias activas que actlan sobre insectos, hongos,
nematodos, pueden también tener efecto sobre las personas, por lo tanto, se debe
tomar precauciones ya sea a la hora de preparacién, asi como al momento de su

aplicacion. [5]

2.4.1 CONSERVACION DE LOS EXTRACTOS

Los extractos son medicamentos naturales en donde la alteracion modifica y varia
notoriamente la naturaleza del producto. Algunos extractos se descomponen al aire,
otros absorben humedad atmosférica. Algunos se recubren de hongos y permiten el
desarrollo de gérmenes bacterianos. Por otra parte, las alteraciones mas frecuentes
consisten en modificaciones quimicas no aparentes como sucede con los extractos de

flores verdes que por la oxidacién de la clorofila pierden su color.



Segun Corpas y Barriga (1993), la conservacion de los extractos es indispensable y

debe cumplir las siguientes condiciones:

a. Se deben conservar protegiéndolos de la luz.
b. Los envases deben estar bien tapados.

c. Se deben conservar en un ambiente seco. [5]

2.5 METODOS DE EXTRACCION

Las extracciones se pueden hacer por “extraccién continua en soxhlet”, en la cual el
material seco se sitla en una camara central y el solvente se hace vapor en caliente,
en un recipiente inferior, el vapor del solvente asciende al condensador y gotea sobre
el material vegetal. Por “reflujo”, el material vegetal y el solvente se colocan en un
baléon el cual tiene acoplado un refrigerante, se calienta, el solvente evaporado se
condensa y vuelve a mezclarse con el material vegetal. Y por “maceracion en frio”, el

material se mezcla con el solvente triturando constantemente en frio. [6]

2.5.1 MACERACION

La maceracién es un proceso de extraccion solido-liquido, donde la materia prima
posee una serie de compuestos solubles en el liquido de extraccién que son los que
se pretende extraer. El proceso de maceracion genera dos productos que pueden ser
empleados dependiendo de las necesidades de uso, el solido ausente de esencias o
el propio extracto. La naturaleza de los compuestos extraidos depende de la materia
prima empleada, asi como del liquido de extraccién. Existen dos métodos de

maceracion de acuerdo a la temperatura, caliente y frio. [7]

2.5.1.1 MACERACION EN FRIO

Consiste en sumergir el producto a macerar en un recipiente con la cantidad suficiente
de solvente para cubrir totalmente lo que se desea macerar. Esto se lleva a cabo por
un lapso de tiempo largo, dependiendo de la materia prima que se vaya a maceratr.
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Las ventajas de la maceracion en frio consisten en la utilizacion de equipos simples
gue requieren minimas cantidades de energia y en la capacidad de extraer la mayoria
de las propiedades de lo que se macera, practicamente en su totalidad sin alterarla por
efectos de temperatura. Sin embargo, se necesitan periodos de tiempo mucho més

extensos para lograr una extraccion adecuada. [6]

2.5.1.2 MACERACION CON CALOR

Este proceso consiste en el contacto entre las fases, el producto a macerar y el
solvente; con la diferencia de la variacion en la temperatura, en este caso pueden
variar las condiciones de la maceracion. El tiempo que se desea macerar varia mucho

de la maceracion en frio ya que al utilizar calor se acelera el proceso.

La desventaja de la maceracién en calor es que no logra extraer totalmente pura la
esencia del producto, ya que regularmente destruye algunas propiedades, es decir,
muchas veces se trata de compuestos termolabiles que se ven afectados por la
temperatura, ademas de requerir equipos mas sofisticados que permitan el control de
la temperatura. [8]

2.6 DESTILACION AL VACIO

Un liquido entra en ebullicion cuando al calentarlo su presion de vapor se iguala a la
presion atmosférica. En una destilacion a vacio la presion en el interior del equipo se
hace menor a la atmosférica con el objeto de que los componentes de la mezcla a
separar destilen a una temperatura inferior a su punto de ebullicion normal. Una
destilacién a vacio se puede realizar tanto con un equipo de destilacion sencilla como
con un equipo de destilacion fraccionada. Para ello, cualquiera de los dos equipos
herméticamente cerrado se conecta a un sistema de vacio -trampa de agua o bomba
de vacio de membrana o aceite- a través de la salida lateral del tubo colector acodado.
La destilacion a vacio se utiliza para destilar a una temperatura razonablemente baja,

productos muy poco volatiles o para destilar sustancias que descomponen cuando se
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calientan a temperaturas cercanas a su punto de ebullicibn normal. Un tipo de
destilacidén a vacio muy utilizado en un laboratorio quimico es la evaporacion rotatoria.
Este tipo de destilacion se realiza en equipos compactos comerciales denominados
genéricamente rotavapores y se usa para eliminar con rapidez el disolvente de una
disolucién en la que se encuentra presente un soluto volatil habitualmente a
temperaturas proximas a la temperatura ambiente, con lo que se minimiza el riesgo de

descomposicion del producto de interés que queda en el matraz de destilacion. [9]

A continuacién, se muestra un esquema de un rotavapor tipico.

Llave deconexién
conla atmdsfera
Refngerante

Motor de giro

“ .
e e
dol ' ‘] Matraz de destilacion
A :
e =

Bafio
termostatico

=)

pr—

Matraz colector

Figura 2. Rotavapor (An6nimo, 2014).

2.7 PRINCIPIO DE FUNCIONAMIENTO DEL ROTAVAPOR

En un Rotavapor, se llevan a cabo destilaciones de una sola etapa de forma répida
con el producto. La base de este método es la evaporacion y la condensaciéon de
disolventes utilizando un matraz evaporador rotativo bajo vacio. Destilar productos

bajo vacio incrementa el rendimiento y ayuda a proteger los productos.

Se puede alcanzar un nivel de vacio estable en combinacion con un controlador de

vacio y una bomba de vacio. El vacio también elimina emisiones de vapores no
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deseadas o peligrosas durante el proceso y es un importante elemento de seguridad.
La presion baja disminuye el punto de ebullicion del medio dentro del Rotavapor. Esto
permite tratar el producto con delicadeza incluso con un rendimiento de evaporacion

superior comparado con el manejo a presion ambiental. [10]

Figura 3. Partes del rotavapor (Anénimo, 2013).

1.- Superficie de evaporacion: El disolvente se calienta por medio de un bafio
calefactor. Con los liquidos, la mezcla turbulenta dentro del matraz de evaporacion
rotativo da lugar a un rango de evaporacion incrementada. La rotacion también

previene un sobrecalentamiento local de la mezcla y la vibracion.

2.- Accionamiento de rotacion con conducto de vapor incluido: La unidad de
accionamiento garantiza que el matraz de evaporaciéon rote de forma uniforme. El
conducto de vapor integrado transporta el vapor desde la superficie de evaporacion
hasta la de refrigeracion.
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3.- Superficie de refrigeracidn: Del vapor del disolvente fluye muy rapidamente hacia

dentro del condensador. Alli, la energia del vapor de disolvente se transfiere al
refrigerante (agua, en la mayoria de los casos), de forma que se condensa el
disolvente.

4.- Matraz receptor: El matraz receptor recoge el disolvente condensado.

2.8 SOLVENTES

Son compuestos basados en el elemento quimico Carbono. Ellos producen efectos
similares a los del alcohol o al de los anestésicos. Estos efectos se producen a través
de la inhalacion de sus vapores. El sector industrial que emplea este tipo de productos
es muy amplio. Cabe destacar la fabricacion de automodviles, fibras artificiales,
pinturas, barnices y similares, papel, tintas, vidrio, poliuretanos, piel artificial,
electrodomésticos, laminados metalicos, lubricantes, aditivos, resinas y pigmentos, a
lo que se debe afiadir el sector del transporte y distribucion de disolventes, la industria
farmacéutica y laboratorios, procesos de impresién y artes graficas, talleres de
reparacion de vehiculos, industria quimica en general, centros de gestion de residuos

municipales como puntos limpios o similares, etc. [11]

2.8.1 QUE ES UN DISOLVENTE

Los disolventes organicos son sustancias que a temperatura ambiente se encuentran
en estado liquido y pueden desprender vapores, por lo que la via de intoxicacion mas
frecuente es la inhalatoria, aunque también se puede producir por via digestiva y
cutanea. Algunos de ellos tienen aplicaciones industriales como son pegamentos,
pinturas, barnices y fluidos de limpieza. Otros son utilizados como gases en aerosoles,

extinguidores de fuego o encendedores para cigarrillos.

El término disolvente significa “material usado para disolver otro material” e incluye

sistemas acuosos Y NO aCuosos.
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Los sistemas acuosos son aquellos que tienen como base al agua; como ejemplos

tenemos soluciones acuosas de acidos, alcalis, detergentes y otras sustancias. [11]

2.8.2 TOXICIDAD

La toxicidad de una sustancia quimica se refiere a la capacidad de causar dafio en un

organo determinado, alterar los procesos bioquimicos o alterar un sistema enzimatico.

Todas las sustancias, naturales o sintéticas, son toxicas, es decir que producen efectos
adversos para la salud en alguna condicién de exposicion. Es incorrecto denominar
algunas sustancias quimicas como toxicas y otras como no toxicas. Las sustancias
difieren grandemente en su toxicidad. Las condiciones de exposicion y la dosis son
factores que determinan los efectos toxicos. Entre algunas sustancias toxicas se

encuentra el etanol, metanol y benceno. [11]

2.8.3 ETANOL

El etanol se obtiene de la fermentacién del almidon (u otro carbohidrato) y por

hidrataciéon del etano.

H H
4 . T
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Figura 4. Modelo del etanol (An6nima, 2015).
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El etanol es un alcohol alifatico importante. En la industria se emplea en su forma
desnaturalizada. Se metaboliza rapidamente, convirtiéndose principalmente en diéxido
de carbono y es el menos toxico de los alcoholes. Cualquier accion toxica puede ser
atribuible con mayor posibilidad a los desnaturalizantes.

El etanol afecta principalmente al Sistema Nervioso Central, produciendo deterioro del
nivel de consciencia, convulsiones y coma. La dosis toxica es de 10-30 ml,
considerandose potencialmente letal una dosis de 60-240 ml; los niveles plasmaticos

toxicos son superiores a 0.2 g/L, y potencialmente mortales los que superan 1 g/L.

En pequeiias cantidades de alcohol estimulan, cantidades mayores, deprimen y una
sobredosis puede provocar perdida del conocimiento y en algunos casos la muerte
[12]. El etanol mata las bacterias, primero, al hacer que los lipidos que forman parte
de la membrana protectora celular externo de cada célula bacteriana sean mas
solubles en agua, de modo que la membrana celular comienza a perder su integridad

estructural y se deshace. [13]

2.8.4 METANOL

El metanol (CH3OH) es un liquido incoloro y volatil a temperatura ambiente. Por si
mismo es inofensivo, pero sus metabolitos son toxicos. El metanol se prepara por
hidrogenacion catalitica del monoxido de carbono y algun dia podra remplazar a la
gasolina y al gas natural como combustible debido a que puede obtenerse del carboén.
Tiene una amplia utilizacion industrial como disolvente, utilizandose en la fabricacion
de plasticos, material fotografico, componente de la gasolina, anticongelantes, liquido
limpia cristales, liquido para fotocopias, limpiadores del hogar, etc. La intoxicacion se
produce generalmente por ingesta accidental o intencionada. También se han dado

casos de intoxicacion por adulteracion de bebidas alcohdlicas.
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Figura 5. Estructura del metanol (An6nima, 2015).

El metanol afecta principalmente al Sistema Nervioso Central, produciendo deterioro
del nivel de consciencia, convulsiones y coma. La dosis toxica es de 10-30 ml,
considerandose potencialmente letal una dosis de 60-240 ml; los niveles plasmaticos

téxicos son superiores a 0.2 g/l, y potencialmente mortales los que superan 1 g/l. [14]

Las bacterias, primero, al hacer que los lipidos que forman parte de la membrana
protectora celular externo de cada célula bacteriana sean mas solubles en agua, de
modo que la membrana celular comienza a perder su integridad estructural y se
deshace. A medida que la membrana de la célula se desintegra, el alcohol puede entrar
en las proteinas celulares y desnaturalizar las proteinas que se encuentran dentro de

cada bacteria. [13]

2.8.5 BENCENO

El benceno es un liquido claro ampliamente usado en la industria quimica, en la
industria del calzado, como disolvente y en la fabricacion de detergentes, explosivos,
pinturas, barnices y plasticos. Es muy volétil e inflamable y presenta un intenso olor
dulzén. Estas moléculas estan generalmente caracterizadas por uno o mas anillos de

seis carbonos.
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Figura 6. Estructura del benceno (Anénima, 2015).

Las reacciones de sustitucion aromatica del benceno dan lugar a una amplia variedad

de productos utiles.

Se absorbe bien por via respiratoria y digestiva, siendo escasa su absorcion a través
de la piel. Es muy liposoluble, por lo que se acumula con facilidad en el tejido graso,
incluida la médula 6sea. La mayor parte de la dosis absorbida se elimina en las
primeras 48 horas tras la exposicion. Mas del 50% de la misma se excreta sin
transformar por el pulmoén, metabolizandose el resto a nivel hepatico a través del

sistema citocromo. [15]

El benceno produce alteraciones en la sangre. La gente que respira benceno durante
periodos prolongados puede sufrir dafio de los tejidos que producen las células de la
sangre, especialmente la médula de los huesos. Estos efectos pueden interrumpir la
produccion de elementos de la sangre y producir una disminuciéon de algunos
componentes importantes de la sangre. Una disminucion de los glébulos rojos puede
conducir a anemia. La reduccion de otros componentes de la sangre puede causar
hemorragias. La produccion de elementos de la sangre puede normalizarse después
gue la exposicién al benceno termina. La exposicién excesiva al benceno puede ser
perjudicial para el sistema inmunitario, aumentando las probabilidades de contraer
infecciones y posiblemente disminuyendo las defensas del cuerpo contra el cancer
[11]. El benceno también mata las bacterias, pero no tiene el mismo resultado que los

alcoholes. [16]
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2.8.6 DIMETILSULFOXIDO (D.M.S.0.)

El DMSO es un compuesto quimico es el miembro mas simple del grupo de los alkil
sulfoxidos, de formula quimica CHs- SO-CHs. Es un liquido organico oleoso, incoloro,
de ligero olor azufrado y de sabor ligeramente amargo. Tiene un peso molecular de
78.13, punto de fusién 18.4°C y punto de ebullicién 188- 190°C.

Es higroscopico y altamente polar. El DMSO es miscible en agua en todas las
proporciones es un solvente capaz de disolver numerosos compuestos organicos. En
la industria se emplea principalmente como: 1) solvente de resinas, fibras sintéticas,
pesticidas, colorantes, 2) solvente catalizador de reacciones, 3) solvente de reactantes
y facilitadores de reacciones, 4) reactante quimico en sintesis de compuestos. Tiene

otras propiedades tales como anti-congelante, capacidad dispersante.

En biologia, el DMSO centré su atencion desde un comienzo por su extraordinaria
propiedad de atravesar membranas organicas portando consigo otras sustancias en
disolucién, sin dafiar la integridad de la membrana. También se emplea
experimentalmente en la agricultura como solvente y portador de insecticidas

antibioticos y pesticidas. [17]

2.8.6.1 TOXICIDAD EN SERES HUMANOS

En seres humanos el dimetilsulféxido en concentraciones del 90 al 100 % y en dosis
de 15 a 60 ml, al dia ha sido bien tolerado. La aplicacion topica del DMSO, en
concentraciones altas, produce en la zona tratada sensacion de calor, eritemay edema
ligero, prurito y rara veces urticaria local. Estos sintomas alcanzan el maximo en 10

a 30 min y desaparecen entre media y tres horas. [17]
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2.9 ANTIBIOTICOS

Un antibiético ha sido definido como una sustancia quimica producida por unos
microorganismos capaces de inhibir el desarrollo de otros microorganismos (bacterias,
virus u hongos). Los antibiéticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con
diferente comportamiento farmacéutico y farmacodindmico, ejercen una accion
especifica sobre alguna estructura o funcion del microorganismo. El objetivo principal
es controlar y disminuir el niUmero de microorganismos viables, de modo que el sistema

inmunologico se ha capaz de eliminar la totalidad de los mismos. [18]

Clasificacion segun el espectro de accion: estos se clasifican en 2:

Amplio: aquellos antibiéticos que son activos sobre un amplio nimero de especies y
géneros diferentes.

Reducido: antibioticos solo activos sobre un grupo reducido de especies.

Clasificacion segun el mecanismo de accion: Es el mecanismo por el cual un antibiético
es capaz de inhibir el crecimiento o destruir una célula bacteriana. Se dividen en
inhibidores de la formacién de la pared bacteriana, inhibidores de la sintesis proteica,
inhibidores de la duplicacion del ADN, inhibidores de la membrana citoplasmatica,

inhibidores de vias metabdlicas. [18]

2.9.1 AMPICILINA

La ampicilina, amoxicilina y otras son grupos de penicilinas de accion extendida porque
abarcan microorganismos Gram-negativos. Estos medicamentos son hidrolizados por

betalactamasas de amplio espectro de bacterias Gram-negativas. [19]

Es un antibiético eficaz que actia tanto contra gérmenes Gram-positivos como Gram-
negativos. Conserva el modo de accion bactericida propio de las penicilinas.
Mecanismo de accion: Antibacteriano. Su accion depende de su capacidad para

alcanzar y unirse a las proteinas que ligan penicilinas localizadas en las membranas
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citoplasmaticas bacterianas; otras penicilinas inhiben la sintesis del septo y pared
celular bacterianas, probablemente por acetilacion de las enzimas transpectidasas
unidas a la membrana; esto impide el entrecruzamiento de las cadenas de
peptidoglicanos, lo que es necesario para la fuerza y rigidez de la pared celular
bacteriana; ademas, se inhibe la divisién celular y el crecimiento y con frecuencia se
producen lisis y elongacion de las bacterias sensibles; las bacterias que se dividen

rapidamente son las mas sensibles a la accion de las penicilinas. [19]

2.9.2 NISTATINA

La nistatina es un macrélido poliénico del tipo tetraeno con una micosamina. Es un
antibiotico natural extraido de Streptomyces noursei y en ocasiones de Streptomyces
albulus. Tiene un mecanismo de accion fungistéatica y fungicida, similar a la anfotericina
B.

Aungue tiene un espectro In vitro mayor solo se recomienda para tipos banales o
incipientes de candidiosis cutanea, gastrointestinal, y como profilaxis. La nistatina no
se absorbe por via gastrica y por via parenteral es sumamente toxico, ya que este es
un medicamento de accion tdpica, e incluso las grageas solo sirven para candidiosis

gastrointestinal. [20]
2.9.3 DICLOXACILINA

Es una penicilina semisintética perteneciente a la familia de las isoxazolicas
(cloxacilina, flucloxacilina), que como todas ellas son activa por via oral (acido-
resistente) y frente a las bacterias Gram-positivas o Gram-negativas productoras de
betalactamasas. Su absorcion digestiva es rapida pero irregular, luego de su

administracion oral se difunde bien a la sangre y los tejidos.

Como todas estas penicilinas isoxazolicas también llamadas anti estafilococicas, por
su selectividad bactericida sobre el Staphylococus. aureus (potencia inhibitoria 0,1
pum/ml), tiene una vida media corta (30-60 min), una elevada ligadura a las proteinas

(90%-95%) y su eliminacion es amplia (60%-80%) y rapida (6 h) por via renal. La
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dicloxacilina es activa contra algunos cocos Gram-positivos, entre los que se incluyen
la mayor parte de las cepas de Streptococcus beta hemolitico, nheumococos y
estafilococos sensibles a la penicilina G. Su espectro antimicrobiano es bastante méas
reducido que el de la penicilina G. [21]

2.9.4 RESISTENCIA BACTERIANA

Cada antibi6tico se caracteriza por un espectro natural de actividad antibacteriana.
Este espectro comprende las especies bacterianas que, en su estado natural, sufren
una inhibicién de su crecimiento por concentraciones de su antibiético susceptibles de
ser alcanzadas In vivo. A estas especies bacterianas se les dice naturalmente
sensibles a dicho antibiético. Las especies bacterianas que no se encuentran incluidas

dentro de dicho espectro se denominan naturalmente resistentes.

El uso indiscriminado de los antimicrobianos ejerce una fuerte presion selectiva entre
las bacterias, lo que trae consigo la seleccion y diseminacion de genes resistentes a
los antimicrobianos, con mayor intensidad en los hospitales, y en los efluentes que
estos tiran y que terminan en las playas de la ciudad con poco o ningun tratamiento
pudiendo ser un reservorio importante de bacterias que presentan resistencia a

diferentes antibioticos. [22]

e La resistencia natural es un caracter constante de todas las cepas de una
misma especie bacteriana. ElI conocimiento de las resistencias naturales
permite prever la inactividad de la molécula frente a bacterias identificadas
(después del crecimiento) o sospechosas (en caso de antibloterapia empirica).
En ocasiones, constituye una ayuda para la identificacion, puesto que ciertas
especies se caracterizan por sus resistencias naturales. Ejemplos: Resistencia
natural del Proteus mirabilis a las tetraciclinas y a la colistina. Resistencia
natural de la Klebsiella pneumoniae a las penicilinas (ampicilina, amoxicilina).

e Laresistencia adquirida es una caracteristica propia de ciertas cepas, dentro

de una especie bacteriana naturalmente sensible, cuyo patrimonio genético ha
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sido modificado por mutacién o adquisicion de genes. Contrariamente a las
resistencias naturales, las resistencias adquiridas son evolutivas, y su
frecuencia depende a menudo de la utilizacion de los antibioticos. En el caso de
numerosas especies bacterianas, y teniendo en cuenta la evolucion de las
resistencias adquiridas, el espectro natural de actividad no es ya suficiente para
guiar la eleccion de un tratamiento antibidtico. En ese caso, se hace
indispensable el antibiograma.

e Una resistencia cruzada es cuando se debe a un mismo mecanismo de
resistencia. En general, afecta a varios antibioticos dentro de una misma familia
(Ejemplo: La resistencia a la oxacilina en los estafilococos se cruza con todas
los R-lactamicos). En ciertos casos, puede afectar a antibiéticos de familias
diferentes (Ejemplo: La resistencia por impermeabilidad a las ciclinas se cruza
con la resistencia al coloranfenicol y a la trimetoprima).

e Unaresistencia asociada es cuando afecta a varios antibioticos de familias
diferentes. En general, se debe a la. Asociacion de varios mecanismos de
resistencia (Ejemplo: La resistencia de los estafiolococos a la oxacilina va
frecuentemente asociada a las quinolonas, aminoglicésidos, macrolidos y
ciclinas). [18]

2.10 MICROORGANISMOS

Los microorganismos constituyen un gran grupo de seres vivos sumamente
heterogéneo cuya Unica caracteristica comun es su reducido tamafio. Todos son lo
suficientemente pequefios como para pasar inadvertidos al ojo humano, siendo preciso
el uso de dispositivos de aumento como el microscopio éptico o, en algunos casos, el
microscopio electrénico para poder observarlos. La gran mayoria de los
microorganismos. Son unicelulares, aunque una parte significativa de ellos tienen
organizacion subcelular y unos pocos forman agrupaciones de células de tipo colonial

sin llegar a construir verdaderos organismos pluricelulares. [23]
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2.10.1 METODOS DE CONSERVACION DE MICROORGANISMOS

Existen varios métodos para la conservacion de cepas interesantes de
microorganismos. Entre los mas frecuentes se encuentran la congelacion de muestras
de cultivos creciendo exponencialmente a los que se ha afiadido un agente
estabilizante (glicerol al 30%) y se mantienen a -80°C; la liofilizacion y la conservacion

en medios sélidos herméticos.

La liofilizacion y la congelacion son los métodos de conservacion mas efectivos a largo
plazo; pero ambos causan una gran mortandad entre las bacterias (es decir,
probablemente en torno al 80-90% de las colonias que se congelan o liofilizan mueren
en el proceso). Estos métodos son muy aplicados para conservar bacterias; sin
embargo, presentan mas problemas en el caso de eucariontes ya que muchos de ellos

no se recuperan después del tratamiento.

El método més usado a corto plazo es el mantenimiento de cultivos soélidos realizados
en medios generales que se conservan sellados en condiciones de refrigeracion (4°C).
En este caso, suele ser necesario realizar un repicado del material cada cierto tiempo

(entre 2 y 6 meses dependiendo del tipo de material). [24]

2.10.2 CEPAS BACTERIAS

2.10.2.1 Staphylococcus aureus

Los integrantes del género Staphylococcus, son cocos Gram positivos, de 0.5-1.5 um
de didmetro, catalasas positivas, que se encuentran microscépicamente aislados, en
pares, tétradas o formando racimos irregulares (término derivado del griego staphylé:
racimo de uvas, Ogston, 1883). Son inmdviles, facultativamente anaerobios, no
formadores de esporas, generalmente no capsulados o con limitada formacion de

capsula.
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El género Staphylococcus esta ubicado junto a los géneros Micrococcus, Planococcus
y Stomatococcus.

Staphylococcus aureus, especie coagulasa positiva, es un reconocido patégeno
humano, siendo agente etioldégico de un amplio espectro de infecciones de origen

comunitario y nosocomial.

S. aureus, tiene una amplia gama de determinantes de virulencia, que abarca
componentes de pared celular y una gran variedad de exoproteinas que contribuyen

en su habilidad para colonizar y causar enfermedad en mamiferos.

Casi todas las cepas producen un grupo de enzimas y citotoxinas que incluyen 4
hemolisinas (alfa, beta, gamma y delta) nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidasas
y colagenasa. La principal funcion de estas proteinas seria convertir tejidos del

huésped en nutrientes requeridos para el desarrollo bacteriano. [25]

2.10.2.2 Pseudomona aeruginosa

Pseudomona aeruginosa es una bacteria Gram-negativa perteneciente a la rama y de
las proteobacterias, misma a la que pertenecen las enterobacterias. Dentro del género
Pseudomonas se encuentran también algunas otras especies como Pseudomona
fluorescens, Pseudomona putida, Pseudomona syringae y Pseudomona alcaligenes.
Pseudomona aeruginosa se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, se
puede aislar de muestras de suelo, aguas contaminadas, asi como de plantas y
animales. Todas las cepas son potencialmente patdégenas para el hombre y algunas
pueden infectar también a plantas como Arabidopsis thaliana, y a invertebrados como
Caenorhabditis elegans. Esta bacteria es capaz de utilizar una enorme variedad de
compuestos organicos como sustrato para crecer, capacidad que le permite colonizar
nichos en los que son escasos los nutrimentos que otros organismos pueden asimilar.
Se ha reportado el aislamiento de Pseudomona aeruginosa de ambientes tan

inhdspitos como son el combustible de avion, soluciones de clorhexidina y el jabon.
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Pseudomona aeruginosa representa un problema importante de salud en centros
hospitalarios, especialmente cuando se trata de pacientes con cancer o quemados.
Una vez que se establece la infeccion, Pseudomona aeruginosa produce una serie de
compuestos téxicos que causan no soélo dafio tisular extenso, sino adicionalmente
interfieren con el funcionamiento del sistema inmune. Entre las proteinas que
intervienen en la infeccion de Pseudomona aeruginosa encontramos toxinas, como las
exotoxinas A y S, asi como enzimas hidroliticas que degradan las membranas y el
tejido conjuntivo de diversos 6rganos. Esta situacion se ve agravada por la dificultad
para tratar las infecciones por Pseudomona aeruginosa, ya que esta bacteria presenta

una muy alta resistencia natural a distintos antibioticos y a desinfectantes. [26]

2.10.2.3 Candida albicans

Se encuentran diversas especies de Candida son componentes del microbiota habitual
del cuerpo humano, atacando principalmente mucosas, entre ellas boca, faringe,
laringe y tracto gastrointestinal. De mas de 100,000 especies de hongos conocidos,
solo 175 son los que colonizan el hombre y solo 20 producen infecciones entre ellas:
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida kefyr, Candida Krusei, Candida

guillermondi, candida. parakrusei, Candida zeylanvides, Candida stellatoidea. [27]

Los agentes patégenos son levaduras (el estado anamorfo) del
género Candida pertenecientes al Phylum Ascomycotina. Muchas especies se han
aislado de vegetales, suelo, agua, aire, alimentos y algunas de ellas forman parte de
la biota normal de la piel y membranas mucosas (boca, vagina, vias respiratorias altas,
tracto gastrointestinal) de mamiferos. Este género incluye aproximadamente 150

especies identificadas. [28]

La Candida albicans tiene la forma de levadura, que es capaz de reproduccion sexual,
es una oportunista oral y genital de infecciones en los seres humanos. El aumento de
la Candida albicans se relaciona con un factor pre disponente del huésped. La
incubacion de este hongo puede ser de dias hasta afios.
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El contagio puede ser por tres vias:

e Directo (persona a persona)
e De animal a hombre

e Por fomites (estetoscopios, corbatas). [28]

2.10.2.4 Escherichia coli

Es un bacilo de 1 - 3 um por 0.5 um gue se presenta solo en, pares, en cortas cadenas
o formando grupos. No forma esporas y por lo general es no capsulado y Gram-
negativo. En cultivos jévenes la forma cocobacilar es bastante frecuente.

En agar forma colonias circulares de 3 a 5 mm convexas, de borde continuo o un tanto
ondulado, brillante y de coloracion blanca un poco amarillenta. Con produccion de
acido y gas, fermenta la lactosa y un gran nimero de carbohidratos; algunas cepas
son lactosas negativas.

Este bacilo es aerobio y anaerobio facultativo. Su temperatura 6ptima de crecimiento
es de 37°C, pero posee propiedades de desarrollo en una gama bastante amplia de
temperaturas; el pH favorable es de 7 algunas cepas producen hemolisina.se ha
considerado inicialmente solo como un habitante del intestino, desde hace cerca de
tres décadas se empez6 a estudiar su poder entero patdgeno. Las cepas utilizadas de
Escherichia coli fueron ATTCC 11229y ATTCC 25922. [29]

2.10.3 METODOS DE ELIMINACION DE MICROORGANISMOS
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2.10.3.1 ESTERILIZACION POR CALOR

Los microorganismos mueren rapidamente cuando son sometidos a temperaturas
superiores a su Optima de crecimiento. Esto permite utilizar altas temperaturas para
eliminar microorganismos por termo destruccion. Los métodos basados en el calor son

quiza los mas utilizados para controlar el crecimiento microbiano.

La sensibilidad de los diferentes tipos de microorganismos a los tratamientos térmicos
es distinta. Las esporas son la forma més termorresistente y las células vegetativas
las mas sensibles. Por otro lado, los microorganismos Gram-positivos tienden a ser
mas resistentes que los Gram-negativos. Por consiguiente, desde un punto de vista

practico, la esterilizacién por calor esta destinada a matar las esporas bacterianas.

El medio en el que se encuentra un microorganismo influye en su sensibilidad al calor.
Por lo general, los microorganismos son mas sensibles a las altas temperaturas
cuando se encuentran a pH &cidos, mientras que las concentraciones altas de
proteinas o azucares en el medio disminuyen la efectividad del calor y protegen a las
bacterias. Las altas concentraciones de sal tienen efectos variables segun el tipo de

microorganismo.

La esterilizacion por calor se puede hacer en medio himedo usando una autoclave.
La autoclave esteriliza usando el calor humero transmitido por vapor de agua
sobrecalentado debido al uso de altas presiones. El efecto del vapor de agua es facilitar
la transmision del calor al objeto en esterilizacion. El procedimiento usual es usar
121°C para lo que es necesaria una presion de 1.1 kg/Cm?. En estas condiciones un
tratamiento de 15 minutos es suficiente para eliminar las esporas de Gram-positivos.
[24]

2.10.3.2 RADIACION ULTRAVIOLETA
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La radiacion ultravioleta produce una disminucion exponencial en el numero de células
vegetativas o de esporas vivas con el tiempo de irradiacion. Por tanto, se pueden

calcular los valores D para la irradiacion.

Existe una falta de informacién precisa sobre la susceptibilidad de las diferentes
especies microbianas a la radiacion U.V. Diferentes cepas de una misma especie

pueden tener una resistencia distinta.

El mayor valor del tratamiento con radiaciones U.V. se encuentra en el saneamiento
del aire, aunque también pueden aplicarse para esterilizar superficies de alimentos o

para el equipo de los manipuladores de alimentos. [24]

2.11 ANTIBIOGRAMA

Los antibiogramas son estudios que se realizan In vitro y nos permiten determinar la
resistencia o el grado de sensibilidad de los microorganismos frente a los diferentes
antimicrobianos; en lo posible tratan de reproducir en las condiciones en que se

encuentra el agente infeccioso dentro los tejidos o liquidos organicos.

En la actualidad no se justifica implementar tratamiento con antimicrobianos selectivos
en ausencia de un diagnéstico clinico y de estudios bacterioldgicos previos, excepto
que se trate de infecciones agudas de origen desconocido que requieran un

tratamiento de emergencia, porgue amenazan con la vida del paciente.

Los métodos méas conocidos de antibiogramas para bacterias, en general son: 1)

dilucion en caldo, 2) difusién en agar, 3) dilucidon en agar. [30]

2.11.1 METODO DE DIFUSION EN AGAR
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Se basa fundamentalmente en incorporar el medio de cultivo el antibiotico o el
microorganismo en concentracion conocida para luego de solidificado el medio se
adicione la contraparte y observar inhibicion de crecimiento o halos de inhibicién segun
la técnica utilizada. Esta técnica también abarca la llamada de discos de papel, en la
cual el antibiético a ensayar viene incorporado a discos de papel absorbente en
concentracion conocida, los cuales se colocan sobre la superficie de una caja de agar
sembrado masivamente con el microorganismo en estudio, luego de incubar a la
temperatura y tiempo adecuados se observan los halos de inhibicion de crecimiento.
[1]

Las ventajas de los métodos de difusidbn son que utilizan una pequefia cantidad de
muestra a evaluar y ofrecen la posibilidad de ensayar varias sustancias contra un
mismo microorganismo. Con esta técnica y realizando diluciones de los diferentes
antimicrobianos a probar, se puede encontrar la concentracion minima inhibitoria
(MIC), que se define como Ila menor concentracibn de antibidtico en
Microgramos/Mililitros  capaz de inhibir el desarrollo in vitro del microorganismo en
estudio. [1]

Segun la clasificacion ATC (Anatomical Therapeutic Chemical) y DDD (Defined Daily
Dose) expresa en peso de principio activo en [g (gramos), mg (miligramo), mcg
(microgramo), mmol (milimol), E (unidad si se trata de utilizacion de medicamentos
unidades internacionales como de otras unidades), TE (miles de unidades), ME

(millones de unidades. [31]
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Figura 7. Antibiograma difusién en Agar (Anénimo, 2014).

CAPITULO 3 METODOLOGIA

3.1 LOCALIZACION

El presente trabajo se llevo a cabo en las instalaciones de los laboratorios del instituto
tecnoldgico superior de Atlixco.

3.2 RECOLECCION DE MATERIA VEGETAL

Se recolectaron las hojas de la planta de tlachichinole (Tournefortia hirsutissima L), en
los campos del municipio de Huaquechula, a fines del mes de septiembre, para su
recoleccion se seleccionaron las hojas que estuvieran libres de plagas y en una etapa
de madurez tomando como referencia su tonalidad de color siendo este el color verde
oscuro, asi como la sensacion de la hoja rasposa al tacto.

31



3.3 TRATAMIENTO DE LA MATERIA VEGETAL

De la planta de tlachichinole (Tournefortia hirsutissima I), se tomaron solamente las
hojas. Posteriormente se lavaron con agua de la llave, para después ponerlas a secar

a los rayos del sol durante 5 dias.

3.4 MACERACION

Para el proceso de maceracion se necesité la reduccion del tamafio de las particulas
de las hojas secas para esto se realizd una trituracion manual. Posteriormente se
prepararon 3 mezclas cada una con un peso de 82.2 g de materia secay 600 ml de
solvente (etanol, metanol y benceno), cubriendo parcialmente la materia vegetal seca.
Las mezclas se realizaron en recipientes de vidrio sellados, cubiertos en su totalidad
evitando el ingreso de la luz solar y asi cuidar la clorofila de la planta. Para la
maceracion se dejé en reposo un tiempo de 20 dias para mejor obtencion de principios

activos de la planta.

Posteriormente al termino de los 20 dias de reposo se separé la materia solida de la
liquida obteniendo un contenido de 480 ml de extracto macerado dé cada uno de los

solventes.

3.5 DESTILACION

Se sometié al proceso de destilacion para la eliminacion de los solventes mediante un
ROTAVAPOR HAHN SHIN HS-3001 (figura 8). Obteniendo solo los extractos de
Benceno (EBe), Etanol (EEt), Metanol (EMe). Manteniendo un proceso constante a

una velocidad rotatoria de 50 Rpm.
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Figura 8. Rotavapor hahn shin hs-3001 (An6nimo, 2015).

Cada uno de los solventes contiene diferentes condiciones para el proceso de

destilacibn como se muestra en la tabla 1:

Tabla 1. Condiciones para la destilacién de cada solvente.

Extracto Temperatura de punto Presion (Bar)
de ebullicién (°C)
EEt 55 0.4-0.75
EMe 52 0.5-0.7
EBe 45 0.4-0.75

De los 480 ml recuperados de la maceracion solo 315 ml se utilizaron para para la
destilacion. El tiempo aproximado de cada una de las destilaciones fue de 5 a 7 horas.

Esto depende de las caracteristicas fisicas y quimicas de cada solvente.

Obteniendo las siguientes cantidades después del proceso de destilacién:
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Tabla 2. Cantidades iniciales y finales de la destilacion.

Extractos Cantidad inicial (ml) | Cantidad final del destilado
(gr)
EEt 315 2.4
EMe 315 6.4
EBe 315 2.1

Para su recuperacion de los extractos se necesitd resuspender en:

Tabla 3. Medios en que se resuspendierdn los extractos y sus cantidades.

Extractos | Medio en resuspencion Cantidad (ml)
EEt Agua destilada 10
EMe Agua destilada 10
EBe Dimetilsulfoxido (DMSO) 10

El extracto con benceno (EBe) fue el Unico que se necesitd resuspender con

dimetilsulfoxido (DMSO) ya que este no se diluia con agua como los extractos.

Después se realizaron dos distintas concentraciones al 5y 25%. Con los tres extractos.

Tabla 4. Cantidad para las distintas concentraciones.

Concentracion

Extracto (uL)

Agua destilada y/o Dimetilsulfoxido
(DMSO0). (uL)

5%

95

25%

25

75

34



3.6 MICROORGANISMOS

3.6.1 CEPAS

Se utilizaron las siguientes cepas bacterianas Sthaphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans, y Escherichia coli ATTCC 25922, 11229. Estas fueron

seleccionadas por qué:

e Constituyen diferentes grupos.
e Son agentes patdgenos para el ser humano.

e Creacion de resistencia facilmente a antibioticos. [23]

3.6.2 RECUPERACION DE MRICOORGANISMOS

Para la recuperacion de Escherichia coli ATTCC 25922, 11229 y Sthaphylococcus
aureus. Previamente se prepar6 medio de cultivo liquido LB (Luria Bertani) para
Escherichia coli, caldo nutritivo para Sthaphylococcus aureus, después se colocaron
10 Mililitros de cada uno de los medios de cultivo, a cada uno de los tubos de ensaye.
Posteriormente se sometio a un proceso de esterilizacion en autoclave los tubos con
medio de cultivo, a una temperatura de 121°C durante 20 min. Al igual que se irradio
el lugar de trabajo con campana de flujo laminar vertical CFLV-101(figura 9). Con la
ayuda de la micropipeta se adicionaron 100 pl de cada cepa bacteriana mencionadas

a cada uno de los tubos con medio de cultivo.

Las cuales se incubaron a 37 °C durante 24 horas. En agitacion constante para su
mejor reproduccién. Posteriormente resguardandolas en tubos eppendorf con glicerol
cada tubo con 500 pl de cada uno de microorganismos y 500 pl de glicerol previamente

estéril y posteriormente pasandolos a una temperatura de -20°C para su resguardo.
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Figura 9. Campana de flujo laminar CFLV-101 (Anénimo, 2015).

Para las cepas de Candida albicans y Pseudomona aeruginosa no se contaba con
ningun medio liquido para su resguardo se volvieron a resembrar con el fin de no
perder estos microorganismos. Se utilizO medio selectivo para cada uno de los
microorganismos, para Candida albicans medio Papa Dextrosa (PDA), para
Pseudomona aeruginosa medio Mc Conkey. Se incubaron a 27°C, durante 24 horas
y posteriormente se resguardd a una temperatura de 4°C.

3.7 ENSAYOS BIOLOGICOS

3.7.1 PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Se utilizé el método Kirby-Bauer (método difusion en Agar), esta prueba permite medir
la susceptibilidad In vitro de microorganismos patdgenos Yy fitopatdgenos frente a

sustancias de origen vegetal. [1]
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3.7.2 TECNICA DE DIFUSION DE DISCO EN AGAR

Después de tener las cepas totalmente aisladas en su medio de cultivo ideal se

tomaron con ayuda de la micropipeta 250 ul y se sembré la muestra masivamente con

una varilla de vidrio previamente estéril.

Tabla 5. Microorganismos, medios de cultivo, control positivo y control negativo.

Microorganismo | Medio de cultivo | Control positivo C+ Control (D)
(mg/mml) negativo
Staphylococcus Agar baird- Dicloxacilina Etanol, Metanol
aureus ATCC parker y Benceno
6538
Pseudomona Medio Mc Dicloxacilina Etanol, Metanol
aeruginosa Conkey y Benceno
ATCC 27853
Céandida Agar papa Nistatina Etanol, Metanol
albicans dextrosa (PDA) y Benceno
ATCC10231
Escherichia coli Medio Mc Ampicilina Etanol, Metanol
ATCC 11229 Conkey y Benceno
Escherichia coli Medio Mc Ampicilina Etanol, Metanol
ATCC 25922 Conkey y Benceno

Posteriormente con la ayuda de pinzas de diseccion se tomaron discos de papel filtro
calibre 0.21 mm estéril y se sumergieron en los extractos a 5 — 25 % de concentracion

y se distribuyeron en cada una de las cajas Petri figura 10.
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Figura 10. Distribucién de discos.

En la parte superior de la figura se encuentra el disco con extracto al 25% de
concentracion, en la parte inferior el disco con extracto al 5% de concentracién, a la
derecha se encuentra el disco con control negativo y a la izquierda el disco con control

positivo.

Para su incubacion se utilizé una estufa de cultivo modelo FE13AD (Figura 11), a una
temperatura de 37 °C durante 48 horas. Después de este periodo de incubacion se
realizé la lectura con ayuda de un calibrador vernier de los halos de inhibicién (mm),
figurall. Cabe mencionar que todos los ensayos de actividad antimicrobiana se

realizaron por triplicado.
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INOUBADONA

Figura 11. Estufa de cultivo modelo. FE13AD.

Figura 12. Medicién de halos de inhibicion con calibrador vernier.
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RESULTADOS

En la actualidad es comun el uso de partes vegetales con la finalidad de obtener
diversos efectos terapéuticos. Varios estudios han validado cientificamente la

eficiencia de numerosos usos de la medina tradicional utilizada por la gente. [1]

Se disefid un experimento en el que se comparo la capacidad del extracto vegetal de
Turnefortia hirsutissima L. de inhibir el crecimiento de los microorganismos a través de
una prueba de sensibilidad antimicrobiana usando Ampicilina, Nistatina, Dicloxacilina
como control positivo (C+), y los solventes (etanol, metanol, benceno) como control
negativo (C -). Tomando en cuenta que los antibidticos son de amplio espectro activo

en técnicas In vitro contra gran diversidad de bacterias. [6]. [30]

En este experimento la capacidad antimicrobiana fue medida mediante el diametro del
halo de inhibicion, el cual es afectado por factores tales como: el microorganismo y el
extracto vegetal, donde la actividad antimicrobiana del extracto es evaluada sobre
diferentes microorganismos seleccionados. A continuacion, se presentan en las tablas

siguientes.
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Tabla 6. Tamafio halos de inhibicion (mm), promedio, desviacion estandar de extracto vegetal de
Turnefortia hirsutissima L. (Extracto con etanol, metanol y benceno) para Staphylococcus aureus ATCC

6538.
Etanol
Extracto con | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacién
etanol 1 2 (mm) | 3 (mm) estandar
(mm)
Concentracién 0 0 0 0 0 0
5%
Concentracion 0 0 0 0 0 0
25%
Etanol 0 0 0 0 0 0
Dicloxacilina 3 3.5 3.5 10 3.33 0.22
Infusién 0 0 0 0 0 0
Triturado 0
Metanol
Extracto con | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacién
metanol 1(mm) | 2(mm) | 3 (mm) estandar
Concentracion 0 0 0 0 0 0
5%
Concentracién 0 0 0 0 0 0
25%
Metanol 0 0 0 0 0 0
Dicloxacilina 10 0 18 28 9.3 7.36
Infusién 0
Triturado 0 0 0 0 0 0
Benceno
Extracto con | Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacion
benceno 1 (mm) |2 (mm)| 3 (mm) estandar
Concentracion 0 0 0 0 0 0
5%
Concentracién 0 0 0 0 0 0
25%
Benceno 0 0 0 0 0 0
Dicloxacilina 6.3 12.3 20 38.6 12.8 5.6
Infusién 0 0 0 0 0
Triturado 0 0 0 0 0
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Tabla 7. Tamafio halos de inhibicion (mm), promedio, desviacion estandar de extracto vegetal de
Turnefortia hirsutissima L. (Extracto con etanol, metanol y benceno) para Pseudomona aureoginosa

ATCC 27853.
Etanol
Extracto Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacidn
etanol 1 (mm)|[2 (mm) |3 (mm) estandar
Concentracién 0 0 1 1 0.33 0.47
5%
Concentracién 1 0 0 1 0.33 0.47
25%
Etanol 0 0 1 1 0.33 0.47
Dicloxacilina 2 1 2 5 1.6 0.47
Infusion 0 0 0 0 0
Triturado 0 1 0 1 033 0.47
Metanol
Extracto Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacidn
metanol 1 2 (mm) [ 3 (mm) estandar
(mm)
Concentracién 0 0 0 0 0 0
5%
Concentracién 0 1 0 1 0.33 0.47
25%
Metanol 1 0 0 1 0.33 0.47
Dicloxacilina 0 1 0 1 0.33 0.47
Infusién 1 1 0.33 0.47
Triturado 0 0 1 1 0.33 0.47
Benceno
Extracto Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacidn
benceno 1 2 (mm) | 3 (mm) estandar
(mm)
Concentracién 1 0 0 1 0.33 0
5%
Concentracién 0 1 0 1 0.33 0
25%
Benceno 1 0 0 1 0.33 0
Dicloxaxilina 15 1 0 2.5 0.83 0.62
Infusién 0 1 0.33 0.47
Triturado 1 0 0 1 0.33 0.47
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Tabla 8. Tamafio halos de inhibicion (mm), promedio, desviacion estandar de extracto vegetal de
Turnefortia hirsutissima L. (Extracto con etanol, metanol y benceno) para Candida albican ATCC 10231.

Etanol
Extracto Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacion
etanol 1 (mm) |2 (mm) |3 (mm) estandar
Concentracion 0 0 0 0 0 0
5%
Concentracién 0 0 0 0 0 0
25%
Etanol 0 0 0 0 0 0
Nistatina 14 10 20 44 14.6 4.1
Infusién 0 0 0 0 0
Triturado 0 0 0 0 0
Metanol
Extracto Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacion
metanol 1 2 (mm) | 3 (mm) estandar
(mm)
Concentracion 0 0 0 0 0 0
5%
Concentracién 0 0 0 0 0 0
25%
Metanol 0 0 0 0 0 0
Nistatina 12 0 10 22 7.3 5.2
Infusién 0 0 0 0 0
Triturado 0 0 0 0 0
Benceno
Extracto Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacién
benceno 1 2 (mm) | 3 (mm) estandar
(mm)
Concentracién 0 0 0 0 0 0
5%
Concentracion 0 0 0 0 0 0
25%
Benceno 0 0 0 0 0 0
Nistatina 11 10 4 25 8.3 3.0
Infusién
Triturado 0 0 0 0
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Tabla 9. Tamafio halos de inhibicion (mm), promedio, desviacion estandar de extracto vegetal de
Turnefortia hirsutissima L. (Extracto con etanol, metanol y benceno) para E. coli ATCC 11229.

Etanol
Extracto Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacidén
etanol 1 (mm) |2 (mm) |3 (mm) estandar
Concentracion 3 3 2 8 2.6 0.47
5%
Concentracién 55 8.5 4 18 6 1.87
25%
Etanol 0 0 0 0 0 0
Ampicilina 2 4 2 8 2.6 0.94
Infusién 1 1.2 0.5 2.7 0.9 0.08
Triturado 1 1 0.5 2.5 0.83 0.05
Metanol
Extracto Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacion
metanol 1 2 (mm) | 3 (mm) estandar
(mm)
Concentracion 1 15 2 4.5 15 0.40
5%
Concentracién 2 1 1 4 1.3 0.47
25%
Metanol 0 0 0 0 0 0
Ampicilina 9 9 8 26 8.6 0.47
Infusién 0.7 0.5 0 1.2 0.4 0.08
Triturado 1 0.9 1 2.9 0.9 0.02
Benceno
Extracto Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacién
benceno 1 2 (mm) | 3 (mm) estandar
(mm)
Concentracién 2 15 2 5.5 1.8 0.238
5%
Concentracion 15 2 2 5.5 1.8 0.238
25%
Benceno 0 0 0 0 0 0
Ampicilina 9.5 9.5 12 31 10.3 1.178
Infusién 1 0.5 0.5 2 0.6 0.06
Triturado 1 1 0.6 2.6 0.8 0.04
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Inhibicién de microorganismos Escherichia coli atcc
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Grafica 1. Diametro de halos de inhibicién contra las concentraciones del extracto con etanol, infusién,
triturado y control positivo y negativo.

La grafica 1 muestra los diametros de los halos de inhibicion y se puede observar que
el extracto con etanol al 25% de concentracion tiene mayor inhibicion que la del
extracto con etanol al 5%, la ampicilina, los extractos de infusién y el triturado. El etanol
no tiene efecto inhibitorio por lo cual se puede decir que si el extracto tiene residuos

de este no afecta.
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Gréafica 2. Diametro de halos de inhibicién contra las concentraciones del extracto con metanol,
infusion, triturado y control positivo y negativo.

La grafica 2 muestra los diametros de los halos de inhibicién y se puede observar que
las dos concentraciones del extracto con metanol tienen diametros parecidos. En el
extracto obtenido de la infusion y triturado los halos fueron menores que los del

extracto con metanol a distintas concentraciones.

En el caso de la ampicilina tiene un gran efecto antimicrobiano. El metanol no tiene
efecto inhibitorio por lo cual se puede decir que si el extracto tiene residuos de este no
afecta.
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Gréafica 3. Diametro de halos de inhibicién contra las concentraciones del extracto con benceno y
control positivo y negativo.

La grafica 3 muestra los diametros de los halos de inhibicién se observa que las dos
concentraciones del extracto con benceno tienen didmetros parecidos. Los extractos
de infusion y triturado su diametro de los halos son menores que el extracto con
benceno. En el caso de la ampicilina tiene un gran efecto antimicrobiano. El benceno
no tiene efecto inhibitorio por lo cual se puede decir que si el extracto tiene residuos

de este no afecta.
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Tabla 10. Tamafio halos de inhibicion (mm), promedio, desviacién estandar de extracto vegetal de
Turnefortia hirsutissima L. (Extracto con etanol, metanol y benceno) para E. coli ATCC 25922.

Etanol
Extracto Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacidén
etanol 1 (mm) |2 (mm) |3 (mm) estandar
Concentracion 4 1.7 0 5.7 1.9 1.23
5%
Concentracién 0 2 0 2 0.66 0.94
25%
Etanol 0 0 0 0 0 0
Ampicilina 0 1 0 1 0.33 0.47
Infusién 0.5 0.5 0 1 0.33 0.05
Triturado 0.5 1 0.3 1.8 0.6 0.08
Metanol
Extracto Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacion
metanol 1 2 (mm) | 3 (mm) estandar
(mm)
Concentracion 1 0 2 3 1 0.81
5%
Concentracién 2 0 3 5 1.6 1.24
25%
Metanol 0 0 0 0 0 0
Ampicilina 9 7 4 20 6.6 2.05
Infusién 0.5 0.5 0.5 15 0.5 0.16
Triturado 1 0 0.6 1.6 0.53 0.168
Benceno
Extracto Ensayo | Ensayo | Ensayo | Sumatoria | Promedio | Desviacién
benceno 1 2 (mm) | 3 (mm) estandar
(mm)
Concentracién 0 2 4.5 6.5 2.1 1.84
5%
Concentracion 2 2.5 2 6.5 2.1 0.244
25%
Benceno 0 0 0 0 0 0
Ampicilina 3 2.5 6.5 12 4 1.77
Infusion 0 0.5 1 15 0.5 0.16
Triturado 0.5 0 1 15 0.5 0.16
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Grafica 4. Diametro de halos de inhibicion contra las concentraciones del extracto con etanol, infusién,
triturado y control positivo y negativo para E.coli ATCC 25922.

En la grafica 4 se puede observar que el extracto con mayor inhibicion es la del etanol
al 5% de concentracion comparada con la del extracto etanol al 25% de concentracion
y la del extracto de infusion, asi como la del triturado. También se puede notar que la

ampicilina y el etanol no tuvieron efecto inhibitorio.
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Gréafica 5. Diametro  de halos de inhibicién contra las concentraciones del extracto con metanol.
Infusién, triturado y control positivo y negativo para E.coli ATCC 25922.

En la gréfica 5 se observa que el extracto con mayor eficiencia inhibitoria después de
la ampicilina es el de 25% de concentracion y la de 5% de concentracion tiene menor
efecto inhibitorio, al igual que el extracto triturado y el de la infusién. EI metanol no

tiene efecto inhibitorio.
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Inhibicién del microorganismo Escherichia coli atcc
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Gréafica 6. Diametro de halos de inhibiciébn contra las concentraciones del extracto con benceno,
infusion, triturado y control positivo y negativo para E. coli ATCC 25922,

En la gréfica 5 se puede observar que ambas concentraciones (5, 25%) del extracto
con benceno después de la ampicilina presentan buen efecto inhibitorio. EI benceno
no tiene efecto inhibitorio.

Los extractos de la infusion y triturado su didmetro de halos de inhibiciébn son menores

al del extracto con benceno.
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DISCUSION
La presente investigacion permitié determinar que la CMI en el extracto de Tournefortia

hirsutissima L. sobre Escherichia coli ATCC 11229 fue de 25% en etanol.

Montero-Recalde y col. Analizaron en 2019, que la CMI del aceite esencial de
eucalipto se presentd a partir del 30% sobre Escherichia coli ATCC 11229, mientras
que Yafnez y Cuadro (2012) obtuvieron CMI menores frente a bacterias Gram positivas
en comparacion a Gram negativas, lo cual se debe a las caracteristicas constitutivas
de la pared celular, ademas de la concentracion de los indculos trabajados en las
investigaciones. Comparado con los resultados obtenidos en este trabajo donde la CMI
fue de 25%. [32] [33]

CONCLUSIONES

Como objetivo principal para este trabajo se planted conocer el efecto antimicrobiano

gue tiene el extracto de Turneforita hirsutissima L. ante diferentes cepas bacterianas.

Las cepas manipuladas fueron Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa,
Candida albicans, Escherichia coli ATCC 11229y 25922.

Se concluye que la planta de tlachicchinole (Turneforita hirsutissima L). No presenta
actividad antimicrobiana en las siguientes bacterias: Staphylococcus aureus,
Pseudomona aeruginosa, Candida albicans en los tres solventes (Etanol, Metanol y
Benceno) y en las dos concentraciones (5% y 25%) Debido a que estas bacterias

presentan una fuerte resistencia para antibiéticos convencionales.

Mientras que para las Escherichia coli ATCC 11229 presenta mayor actividad
inhibitoria en el extracto con etanol en la concentracion del 25%. Y para Escherichia
coli ATCC 25922 el extracto que presentd mayor actividad inhibitoria fue el extracto
con benceno en las dos concentraciones (5% y 25%).

El residuo de solventes en el extracto afecta, ya que se comprobd que los solventes

no presentan inhibicion en ninguna de los ensayos realizados.
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Los extractos obtenidos de la infusidn y la trituracibn no mostraron resultados
favorecedores ya que la planta recolectada no se encontraba en su etapa de

maduracion.

La maceracion con solventes es un buen proceso de extraccion ya que los solventes
logran una sinergia con la materia organica. Siendo el solvente el que nos ayudara a

obtener todos los componentes activos que se encuentran en la planta.

PERSPECTIVAS

Se recomienda utilizar el extracto de la planta a diferentes concentraciones para

verificar cual es la concentracion maxima inhibitoria.

Se pretende que realicen experimentos en diferentes cepas de microorganismos

diferentes a las utilizadas en este trabajo.

De acuerdo a los resultados obtenidos se observo que en las cepas de Escherichia
coli se obtuvo mayor inhibicion por lo que se recomienda realizar estudios In vivo con
otras cepas de Escherichia coli diferentes a las utilizadas en el presente trabajo con el

fin de determinar la concentracién minima inhibitoria.

Se recomienda utilizar esta planta en su mejor punto de maduracion en el periodo

(septiembre- octubre). Y realizar ensayos de efecto cicatrizante.
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GLOSARIO

Eritema: El eritema es un "enrojecimiento” de la piel debido a procesos inflamatorios
0 inmunologicos, que normalmente son el resultado de la acumulacion de células del
sistema inmunitario. Puede haber muchas causas de eritema: exposicion al calor,
picaduras de insectos, infecciones, alergias, la radiacion no ionizante (luz solar, rayos

UV) y la radiacion ionizante (rayos X, radiacion nuclear).

Edema: Presencia de un exceso de liquido en algun 6rgano o tejido del cuerpo que,

en ocasiones, puede ofrecer el aspecto de una hinchazén blanda.

"un edema pulmonar; las embarazadas suelen padecer edemas en los tobillos y en las

piernas"

Prurito: 1) Deseo constante, y a veces excesivo, de hacer una cosa de la forma mas
completa o perfecta posible.
“"tiene un gran prurito profesional y nunca deja las cosas a medias; el prurito de querer

hablar bien desemboca en ocasiones en pedanteria”

2) Picor que se siente en una parte del cuerpo o en todo él y que provoca la necesidad
o el deseo de rascarse; es un sintoma de ciertas enfermedades de la piel y de algunas

de tipo general. "prurito anal; prurito vaginal'-

FOmite: es cualquier objeto carente de vida o sustancia que es capaz de transportar
organismos infecciosos tales como bacterias, virus, hongos o parasitos desde un
individuo a otro. Células de la piel, pelo, vestiduras, y sabanas son fuentes comunes

de contaminacién en los hospitales.
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ANEXO 1

Preparacion de medio LB (Luria Bertani) liquido

Composicién G/L
Triptona 10
Extracto de levadura 5
Cloruro de Sodio (NacCl) 10

Preparacién

Disolver 25 g/L en agua destilada esterilizar con cuidado en autoclave (15 min, a

121°C). Este medio de cultivo liquido sirve para el crecimiento de Escherichia coli.
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ANEXO 2

PREPARACION DE MEDIO LB SOLIDO

Composicién G/L
Triptona 10
Extracto de levadura 5
Cloruro de sodio (NaCl) 10
Agar-Agar 6

Preparacion

Disolver 31 g/L en agua destilada esterilizar con cuidado en autoclave (15 min, a
121°C). Este medio de cultivo solido sirve como Medio de enriquecimiento,

especialmente para Escherichia coli a partir de diversas muestras.
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ANEXO 3

PREPARACION DE MEDIO MC CONKEY

Composicién

Peptona

Pluiripeptona

Lactasa

Mezcla de sales biliares
Cloruro de sodio

Agar

Rojo neutro

Cristal violeta

Preparacion

G/L

17

10

15

13.5

0.003

0.001

Suspender 50 g del polvo por un litro de agua destilada. Mezclara uniformemente hasta

disolver. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. Este medio se utiliza para el

aislamiento de bacilos Gram-negativos de facil desarrollo, aerobios y anaerobios

facultativos. Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli.
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ANEXO 4

PREPARACION AGAR PAPA DEXTROSA (PDA)

Composicion G/L
Infusion de patata 4
Glucosa 20
Agar 15

Preparacion

Disolver 39 g del medio en un litro de agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121°C
(15 Ib de presidon) durante 15 minutos. Se usa para el crecimiento de hongos y

levadura.
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