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RESUMEN
Las plantas han sido utilizadas para tratar diversas enfermedades. La creciente
demanda de medicamentos empleando los principios activos de las plantas
medicinales, ha hecho que su estudio sea una de las nuevas alternativas de la
ciencia para determinar sus propiedades farmacoldgicas.

El objetivo de la presente investigacion de tesis fue evaluar la actividad
antimicrobiana del extracto acuoso de flor de sosp6 (Pseudobombax ellipticum).

La prueba antimicrobiana para el extracto se realiz6 mediante el método de Kirby —
Bauer, empleando las siguientes cepas: Escherichia coli ATCC 11229 y ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, una vez alcanzada la DO (Densidad Optica) de acuerdo a la cepa en medio
de cultivo MacConkey, como control negativo (-) agua, control positivo (+)
antibioticos nitrofurantoina para Escherichia coli ATCC 11229 y ATCC 25922y
Pseudomonas aeruginosa ATCC y ceftriaxona para Staphylococcus aureus ATCC
6538.

Las concentraciones empleadas del extracto acuso de la flor de sospé
(Pseudobombax ellipticum) fueron de 300 pg / pL, 400 pg / pL, 500 pg / pL, 600 pg
/ puLy 700 pg / pL.

Una vez llegado el tiempo de incubacion (16-18 horas a 37°C) se midio la zona de
inhibicion para realizar el analisis estadistico, de acuerdo a los datos obtenidos se
concluy6 que el extracto acuso de flor de sosp6 en la cepa Escherichia coli ATCC
25922 a una concentraciéon de 300 pg / pL se obtuvo un halo promedio de 5.785
mm y en Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 en la concentracion de 300 pug /
uL con halo promedio de de 5.6150 mm, superando al control positivo.

En la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538 en y Escherichia coli ATCC 11229
no se obtuvieron los resultados esperados ya que el extracto si presentan actividad
antimicrobiana pero su comportamiento de inhibicibn es milimetros menor en

comparacion al control positivo.
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Introduccion

En México por ser un pais diverso en plantas medicinales, las cuales han utilizadas
diversas culturas para tratar diversos males y debido a la importancia de estas, es

importante que se estudien mas a fondo para determinar sus usos y propiedades.

Los microrganismos juegan papeles muy importantes en la salud del ser humano,
asi como hay microorganismos benéficos para nuestra salud, también estos pueden
causar enfermedades cuando necesitan de otro ser vivo para sobrevivir y

reproducirse.

Uno de los microrganismos patdgenos que en las uUltimas décadas ha causado méas
dafio a los seres vivos son las bacterias causando infecciones sistematicas. Las
enfermedades mas comunes provocadas por microorganismos patégenos como las
bacterias son: gastroenteritis, infecciones intestinales, mastitis, septicemia,
neumonia, cistitis, peritonitis o sindrome hemolitico-urémico por Escherichia coli,
gangrena y necrosis fulminante por Staphylococcus aureus, neumonia o sinusitis,

infecciones de las vias urinarias por Pseudomonas aeruginosa.

En los ultimos afios las enfermedades causadas por estos microorganismos se han
convertido en una preocupacién para la comunidad cientifica, ya que estas bacterias
han adquirido resistencia a un elevado numero de antibidticos (Organizacion
Mundial de la Salud [OMS] 2017).



Capitulo 1. Planteamiento del problema.

1.1 Antecedentes.

La literatura vegetal muestra que las plantas poseen importantes propiedades
guimicas que las constituyen como fitoconstituyentes importantes como naftol,
naftaquinona, polisacaridos, antocianinas, lupeol que las hace tener la cualidad de
desarrollar diversas actividades antiinflamatorias, hepatoprotectoras
anticancerigena, anti-VIH, anti-Helicobacter pylori, antiangiogénica, analgésica,
antioxidante, hipotensora, hipoglucemiante y antimicrobiana.

Lo cual ayuda a tratamiento al tener efectos de sentido refrescante, estimulante,
diurético, afrodisiaco y de efectos ténicos, de igual manera ayuda al tratamiento de
la disenteria.

Bombax ceiba (Familia: Bombacaceae) es un arbol utilizado por varias tribus
comunidades y habitantes del bosque para el tratamiento de una variedad de
dolencias

La universidad de East West, Dhaka Bangladés que realizé una investigacion
farmacologica de las raices de Bombax ceiba, en donde evaluaron las actividades
antimicrobianas, antioxidantes y efectos citotoxicos del extracto de raiz de
diclorometano de Bombax ceiba, el concentrado de la raiz en polvo de Bombax
ceiba se extrajo con diclorometano.

La prueba antimicrobiana se realiz6 mediante el método de difusion de disco, luego
se evalud el extracto de diclorometano crudo para determinar antimicrobianos,
antioxidantes y citotoxicos el cual fue probado como antimicrobiano mediante el
método de difusion discal con las siguientes concentraciones 300 ug / disco y 600
Mg / disco contra las siguientes bacterias Shigella dysenteriae, Pseudomonas
aureus y Saccharomyces cerevisiae, en donde el rango de zona de inhibicién fue
de 7-10 mm, esto debido a su contenido de alcaloides y taninos presentes en el tallo
de la raiz, corteza y hoja de Bombax ceiba muestra una actividad prometedora
contra varios microorganismos, como la Salmonella typhi resistente,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumonia,

Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Neisseria gonorrhoeae y Candida albicans.
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De igual manera el extracto acuoso mostré importante actividad antibacteriana con
una zona de inhibicion 13-15 mm asi como actividad antifingica y fuertes
actividades anti-Helicobacter pylori.

La prueba de actividad antioxidante In vitro se realiz6 mediante el método
colorimétrico de cloruro de aluminio, en el que se midié la concentracion de
flavonoides utilizando una curva estandar de quercetina la concentracion de
flavonoides encontrada fue de 7.847 + 0.649 mg / L. La citotoxicidad se realizé
utilizando camarones de salmuera incubados en el laboratorio. Lo diferente se
utilizaron concentraciones de muestra: 400 pg / mL, 200 uyg / mL, 100 ug / mL, 50
Mg/ mL, 25 ug/ mL,12.5 ug/ mL, 6.25 ug/ mL, 3.125 ug/ mL, 1.5625 uyg/ mL y un
blanco con ambos positivos y prueba negativa controlada. El resultado de la prueba
demostré un el efecto letal, dando como resultado de la prueba LC50 19.85 +
0.89418 pg / mL. (Mir Md Nakir Hossain y Colaboradores 2011).

Un segundo estudio realizado por F. Ruiz-Teran, en la Universidad Autbnoma de
México desarrollé6 un proyecto de investigacion a partir de diferentes especies de

plantas medicinales.

Las plantas son la primera fuente para preparar remedios en una forma de medicina
alternativa, denominado medicina tradicional, un suceso muy extendido en México.
Las plantas medicinales poseen varios compuestos, como lo son los antioxidantes;
los cuales son de particular importancia porque pueden servir como clientes
potenciales para el desarrollo de nuevos farmacos.

Se seleccionaron veintiddés especies de plantas medicinales recolectadas en el
estado de Morelos para evaluar sus actividades antioxidantes y de eliminacion de
radicales libres. Los extractos de las partes aéreas de las plantas se obtuvieron
utilizando hexano, acetona y metanol.

El cribado cualitativo inicial de antioxidantes se hizo usando dos métodos de TLC
contra el DPPH estable (1,1-difenil-2- hidrato de picrilhidrazilo) y ensayo de

blanqueo con &cido caroteno linoleico.
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Todos los extractos mostraron actividad antioxidante. Sin embargo, fueron los
extractos de metanol parecian tener la mayor actividad antioxidante, por lo que
fueron analizados con mayor precision.

Se realizdé una segunda prueba con nuevos extractos fueron 9, los que mostraron
las mas altas actividades depuradoras y antioxidantes, lo que permitié considerar
algunas de las plantas estudiadas como una fuente potencial de antioxidantes de

origen natural, entre ellas Pseudobombax ellipticum. (Ruiz T, Medrano M.,2008)

Debido a la cantidad de antioxidantes presentes se considera evaluar el extracto

acuoso de Pseudobombax ellipticum, como antimicrobiano.
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1.2 Justificacion.

Desde su origen, el hombre ha mantenido una estrecha relacién con los recursos
naturales; de éstos, las plantas han sido para el ser humano uno de los mas
importantes y utilizados principalmente por su disponibilidad, no sélo para obtener
alimento, vestido, utensilios de uso doméstico y material de construccion, sino
también para curar y/o aliviar enfermedades y lesiones fisicas. A la fecha, se han
reportado alrededor de 50.000 especies de plantas que tienen algun uso medicinal,
correspondientes aproximadamente a un 10% de todas las que existen en el mundo.
Aunque su uso nunca ha dejado de estar vigente, el avance de la ciencia y la
tecnologia ayudd a que los principios activos contenidos en esas plantas sean
sintetizados quimicamente, haciéndolos disponibles en las farmacias a precios
accesibles y en dosis adecuadas para cada tratamiento. Sin embargo, cada vez es
mas comun la preocupacion por los efectos secundarios de los medicamentos
guimicos y la ineficacia de algunos de ellos para su uso a largo plazo. Es por eso
se ha convertido en una alternativa novedosa es el uso de plantas medicinales, ya
que han sido usadas por sus propiedades similares a la de los medicamentos
farmacéuticos convencionales para curar o disminuir sintomas de diversas
enfermedades a lo largo de la historia. (Garcia, 2009)

La familia Bombacaceae por su abundancia en diversas partes del mundo ha sido
identificada como medicinal por sus muchos efectos benéficos y terapéuticos para
el ser humanos y animales.

En la region de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México la flor de sospé (Pseudobombax
ellipticum) es muy utilizada para curar Ulceras, problemas respiratorios y
enfermedades ocasionadas principalmente por bacterias como lo son: La tifoidea y
enfermedades gastrointestinales.

De Acuerdo con Ruiz-Teran, el uso de Pseudobombax ellipticum, esta reportado
como antimicrobiano, por tal motivo se propone analizar la eficiencia antimicrobiana
de dicho extracto en las bacterias Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli
ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, para determinar si presenta actividad inhibitor

13



1.3 Objetivos.

1.3.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto del extracto acuoso de flor de sospo6 (Pseudobombax ellipticum)
como antimicrobiano.

1.3.2 Objetivos especificos.

* Determinar la concentracion minima inhibitoria.
» Comparar las concentraciones de los extractos con el control positivo.
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1.4 Hipotesis.

El extracto acuoso de la flor de sosp6 (Pseudobombax ellipticum), presenta una
actividad antimicrobiana en las cepas bacterianas Escherichia coli ATCC 11229 y
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853.
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Capitulo 2. Marco tedrico.

El presente trabajo de tesis se sustenta de un conjunto de conceptos y tecnologias,
las cuales respaldan al mismo. Parte de esta informacién es mostrada en este
capitulo con la finalidad de sustentar el desarrollo del Analisis de extracto acuoso
de flor de sosp6 (Pseudobombax ellipticum) cémo antimicrobiano. Ofreciéndole una

mayor comprension al lector del tema.

2.1 Plantas medicinales.

Una planta medicinal es definida como cualquier especie vegetal, la cual de acuerdo
a su estructura quimica y composicion estructural, pueden dar soluciones curativas
para distintas lesiones que afecten al organismo humano, patologias como
problemas de digestidn, lesiones cutaneas, problemas respiratorios, asi como
también pueden ser utilizados para resolver los problemas de insomnio e
intranquilidad.

Al ser empleadas para propositos terapéuticos se emplean como materia prima, ya
gue su produccion de metabolitos llamados “principios activos” sirve para la
fabricacion de farmacos semisintéticos mas complejos y tales principios se pueden
utilizar como marcadores taxonomicos en donde su utilidad primordial, es servir
como droga o medicamento que alivie las enfermedades o restablezca la salud
perdida. (Organizacion Mundial de la Salud [OMS] 1979).

2.1.2 Historia de las plantas medicinales en México.

La historia del hombre esta estrechamente ligada con las plantas medicinales y
aromaticas. Antes de conocer el fuego y domesticar a los animales, su subsistencia
dependia en gran parte de las hierbas, el inicio de la utilizaciéon de las plantas

medicinales en su mayoria fueron producto de la casualidad.
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Nuestros antepasados tenian que buscar nuevos alimentos para su supervivencia
y para ello probaban todas las especies botanicas que les ofrecia la tierra que
habitaban para comprobar si eran comestibles o no, asi pudieron determinar que
muchas de ellas si lo eran, algunas les hacia sentir unos efectos especiales, como
el que defecaban con mas frecuencia, que les aliviaban algun dolor que padecian o
cualquier otra sensacion de bienestar, pero otras les producian efectos negativos,
incluso mortales.

La herencia cultural de los pueblos del sur y sureste de México (Imagen 2.1) se
puede apreciar en los cddices, en los vestigios arqueoldgicos (estelas, murales,
dinteles, piramides), o en los restos vegetales, donde la flora medicinal tiene un
papel preponderante. Los codices mixtecos y mayas nos hablan de los ritos, la
agricultura, la astronomia y la medicina de estas civilizaciones que evolucionaron
en un ambiente verséatil, el cual fue motivador de diferentes desarrollos culturales,

como la domesticacion de plantas.

PAMPECHE

GUERRERO

OAXACA CHIAPAS

Imagen 2.1 Region sur y sureste de México. Retomado de INFRURAL

La medicina en los antiguos asentamientos humanos de la zona sur y sureste del
territorio mexicano estaba relacionada con la magia y la religion, a la vez que se
vinculaba con las leyes del cosmos; también se tenia un amplio conocimiento del

entorno vegetal y su ciclo biolégico. (Diaz, J. 1976).
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2.2 Fitofarmacos.

Los tratamientos con preparados de plantas medicinales han sido la base de los
tratamientos médicos durante cientos de afios, suelen considerarse medicina

alternativa y el enfoque bioldgico original en la medicina.

El fitofarmaco es un medicamento extraido de una planta medicinal. El término
proviene del griego phytos planta y pharmakon remedio. Aunque el extracto
obtenido de una especie vegetal se compone de toda una serie de principios activos,
gue la caracterizan para determinar su actividad curativa, éste es considerado como
un solo farmaco, ya que su efecto radica en la accibn combinada de sus

componentes. (P, Kohler. 1999)

En los fitomedicamentos se relne el conocimiento ancestral etnobotanico y
etnomédico; a estos aspectos, se les suma el moderno conocimiento farmacoldgico
basico y clinico. De esta forma, se contintda el uso de la planta medicinal, ahora en
forma de extracto estandarizado y con el respaldo de toda la tecnologia

farmacéutica actual.

Los fitofarmacos pueden aplicarse al tratamiento de enfermedades muy diversas,
incluyendo tanto problemas agudos como crénicos. La elaboracién de diversas
formas farmacéuticas que pueden abarcar desde la infusiébn mas simple hasta las
mas sofisticadas cremas, pomadas, geles, etc. Para llegar a ello se requiere un largo
proceso con implicacion de especialistas de diferentes ramas, pero sin lugar a dudas
el punto de partida radica en la identificacion y recoleccion correcta de la especie
de estudio. La participacién de botanicos o personal debidamente entrenado es
esencial ya que no solamente es necesario conocer cada planta sino también se
hace imprescindible el dominio de otros elementos que pueden modificar sus
propiedades. Asi, hay que tener en cuenta los factores que afectan la dinamica de

acumulacion de los principios activos. (Rodriguez, M.1998)
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2.3 Principio activo natural.

Se conoce como principio activo a toda sustancia quimica responsable de la
actividad farmacolégica con uso terapéutico, que genera un efecto que puede

medirse en el ser vivo y los beneficios aportados por ellos a la salud son multiples.

Las plantas presentan una amplia gama de sustancias quimicas, cuyos principios
activos pueden o no ser de utilidad como medicamento y encontrarse en toda su
estructura o solo en algunas secciones, ademas de que su concentracion y calidad
dependen de diversos actores como la edad del vegetal, el clima, la época del afio,
entre otros. Un solo vegetal puede actuar como fitofarmaco completo o como

principios activos individualizados (Agapito, T. 2005)

Los principios activos se clasifican, segin su estructura quimica, en grupos siendo
unos productos resultantes del metabolismo primario (procesos quimicos que
intervienen en forma directa en la supervivencia, crecimiento y reproduccion):
Glucidos, lipidos, derivados de aminoacidos y otros productos derivados del
metabolismo secundario (no son esenciales para el metabolismo, sino que son
sintetizadas como defensa, adaptacion, entre otros) son los mas importantes como

principios activos. (Biazzi, E. 2008)

2.3.1 Método de extraccion.

Luego de recolectar y secar las plantas medicinales, se tiene que aislar el principio
activo de la parte de la planta que tiene efectos terapéuticos. Hay varios métodos
de extraccién para obtener el mejor aprovechamiento de los principios activos de
las plantas medicinales.

El método de extraccion empleado depende del tipo de planta a utilizar (caracteres
organolépticos), de la concentracién de principios activos y de sus propiedades

farmacoldgicas.
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Extraccion Mecénica: permite obtener los principios activos disueltos en los
fluidos propios de la planta, los cuales una vez extraidos se denominan jugo.
Destilacion: permite separar los componentes volatiles de una planta
medicinal de aquellos activos que son menos o0 nada volatiles. En este
método se utiliza una fuente de calor, por lo que no es aplicable a principios
activos sensibles al calor. El liquido obtenido se compone de dos fases
inmiscibles: aceite esencial (por encima, porque su densidad es <1) y la
destilacién de agua que es el hidrosol.

Extraccidon con gases: proceso selectivo, es relativamente sencillo eliminar el
gas extractor, se puede controlar la temperatura y presion que se ejerce en
la extraccion

Extraccion con disolventes: consiste en poner contacto la parte de la planta
gue contiene el principio activo, que es la droga medicinal con un disolvente
gue es capaz de solubilizar los principios activos. Los principios activos pasan
de la droga al disolvente.

Nebulizadores o atomizadores: Producen una evaporacion instantanea
haciendo atomizar el liquido a través de una corriente de aire caliente. Asi se
obtienen los nebulizados.

Liofilizadores: Consiste en enfriar a muy bajas temperaturas, por medio de
una potente fuente de vacio el disolvente solidificado por el frio, pasa
directamente a vapor, sin pasar por estado liquido. A este proceso se le llama

sublimacién y asi se obtienen los liofilizados. (Clara Valenzuela, 2019).

2.3.2 Extractos.

Los extractos son preparaciones todavia mas concentrados que las tinturas. Se

basan en el principio de que las sustancias como el agua o el alcohol pueden

disolver las sustancias curativas de las plantas, asi tenemos que hay extractos

hidroalcohdlicos y extractos puramente acuosos.

Los extractos hidroalcohdlicos tienen la ventaja que se les puede calcular en dosis

exactas. Asi, 1 mL de extracto fluido representa un gramo de la droga en polvo.
(Castillo, E 2007)
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2.4 Antibidticos naturales.

Los antibidticos naturales son vegetales o minerales, que podemos encontrar en la
naturaleza, que actuan inhibiendo el crecimiento de microorganismos. De esta

manera, prevenimos, se controlan o curan diversas enfermedades.

2.4.1 Ventajas de los antibioticos naturales.

Por lo general carecen de efectos secundarios.
Rara vez causan alergias.

Eliminan Unicamente microorganismos que son nocivos para el cuerpo

H w N

Precio barato y faciles de encontrar. (Castillo, E 2007)

2.5 Flor de sosp6 Pseudobombax ellipticum.

La flor de sospdé o Pseudobombax ellipticum (Imagen 2.2) es una especie
fanerdgama en la familia Malvaceae, subfamilia Bombacoideae. Es un arbol con

flores de color rosado y blanco, las cuales se utilizan en la medicina tradicional.

Imagen 2.2 Flor de sospé. Retomada de Chiapas paralelo (2020).
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2.5.1 Taxonomia.

La taxonomia de la flor de estudio se muestra a continuacién en la Tabla 2.1.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisiéon Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Malvales
Familia Malavaceaae
Subfamilia Bombacoideae
Genero Pseudobombax
Especie ellipticum

Tabla 2.1 Taxonomia de flor de sosp6. Retomada de CONABIO (2020).

2.5.2 Historia natural.

El nombre del género significa “falso Bombax L.”, que a su vez se deriva de la
palabra griega bombyx, que significa “seda”, aludiendo a los tricomas sedosos que
rodean las semillas, Su nombre antiguo xiloxochitl, compuesto de xilotl, elote y
xochitl, flor. (CONABIO 2019)

2.5.3 Descripcion.

Son flores de arboles de los bosques humedos subtropicales de hasta 30 m de alto,
con tronco recto de hasta 1.5 m de didmetro. Corteza gris clara lisa con estrias
longitudinales verdes sobre fondo rojizo. Copa globosa y follaje durante algunos
meses. Hojas compuestas radiales de hasta 45 cm, con 3 a 6 hojuelas ovaladas de
4.5 x 4 hasta 25 x 15.5 cm. Fruto es una capsula oblonga o elipsoide de hasta 25
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cm de largo. Semillas inmersas en abundante fibra sedosa blanquecina.
Flores de color rosado y blanco, de 15 a 30 m de alto y hasta 1,5 m de diametro.
(CONABIO,2019)

La floracion regularmente sucede en marzo, aunque en algunos lugares inicia en
enero y en otros hasta en junio, esta fase fenoldgica coincide con la ausencia de las
hojas; el periodo de fructificacion ocurre de abril a junio (Gispert, Rodriguez y
Gonzalez, 2002; Calderon y Nava, 2004; Orantes-Garcia et al., 2015; Miranda
2015).

2.5.4 Nombres comunes.

Pseudobombax ellipticum tiene cerca de 60 nombres vernaculos, 33 de ellos en
lenguas étnicas, en Chiapas es conocido como Amapola, Bote, Carolina, Chospo,
Chucté, Coquito, Guigui, Ococ, Sospo.

En otros estados es conocida como Amapola, Amapola blanca, Amapola colorada,
Bailador, Bailarina, Cabellos de angel, Ceiba, Clavellina, Clavellina roja, Coquito,
Coquito blanco, Tambor, Tindusa, Yaco de costa (Calderén y Nava, 2004; Orantes-
Garcia et al.,, 2015; Miranda, 2015; CONABIO, 2016). Los nombres étnicos en
diferentes lenguas son en Chontal (Fuibiku), Chinanteco (Liné;, Cocuche,
Escobetillo, Escobetilla blanca, Huachilol, Mocoque, Pochote), Huasteco (Mdcoc),
Maya (Chak-k'uyché, Chack-k' uyché, Chack k'ux, Chak k' uuyche’, Che', Chulte,
K'uyche, K'uy-che, K' uj che',K' ux'ch'e, K' uuy che', K' ux che', Sak k' ux che’, Sak-
k'uyche', X-kunché, Xk' uwal che', Xk' ux che'), Nahuatl (Titilamatl, Xiloxdchitl,
Xiloxéchit), Popoloca (Shiuishi, Shushpogoc), Popoluca (Chanacol, Chigiiza,
Shiuishi, Shush-gococ), Totonaco (Xanacol, Tampok); y Zapoteco (Chie-nita)
(Calderén y Nava, 2004; Orantes-Garcia et al., 2015; Miranda, 2015; CONABIO,
2016).
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2.5.5 Distribucion.

Se distribuye desde Norte América (Florida y México) hasta Centro América (Belice,
Guatemala, El Salvador, Honduras, Cuba, Haiti, Republica Dominicana y Puerto
Rico). En México se encuentra en los estados de Campeche, Chiapas, Colima,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, 7
Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis
Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan y Zacatecas. En
Chiapas hay registros en los municipios de Cacahoatan, Mapastepec, Ocosingo,

Ocozocoautla de Espinosa y Tuxtla Gutiérrez.

Esta especie se localiza desde el nivel del mar hasta altitudes que alcanzan los 1600
msnm desde bosques tropicales caducifolios, subcaducifolios y perenifolios
(Orantes-Garcia et al., 2015; Calderon y Nava, 2004; Miranda, 2015; Trépicos,
2016; CONABIO, 2016; Villasefior, 2016).

2.5.6 Usos.

Esta especie es frecuentemente plantada como arbol ornamental por sus vistosas
flores en parques, calles y jardines. La pulpa del fruto inmaduro es comestible y la
fibra algodonosa del fruto maduro se usa como el “kapok” de la ceiba, para rellenar
almohadas. La madera es utilizada como lefia, para fabricar chapas y para centros
de madera terciada, tiene buenas cualidades para el torneado, aunque su alto 8
contenido de agua y la presencia de resinas dificultan su secado; ademas se usa
para la fabricacion de canoas y boyas. También tiene usos medicinales, las flores,
se utilizan para curar enfermedades respiratorias, fiebres, Ulceras, dolores en
general; la corteza del tallo para “endurecer’ las encias (Gispert, Rodriguez y
Gonzalez, 2002; Calderén y Nava, 2004; Orantes-Garcia et al., 2015; Miranda,
2015; CONABIO, 2016)
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2.6 Bacterias.

Las bacterias son organismos unicelulares muy pequeiios y relativamente sencillos,
cuyo material genético no esta rodeado por una membrana nuclear especial, por

ello se llaman procariotas. (Granados, R. 2003)

Son vitales para los ecosistemas del planeta. Algunas especies pueden vivir en
condiciones realmente extremas de temperatura y presion. El cuerpo humano esta
lleno de bacterias, de hecho, se estima que contiene mas bacterias que células
humanas. La mayoria de bacterias que se encuentran en el organismo no producen

ningun dafo, al contrario, algunas son beneficiosas.

Una cantidad relativamente pequefia de especies son las que causan

enfermedades. (National Human Genome Research Institute [NHGRI], 2019).

Escherichia coli

Imagen 2.3 Estructura Escherichia coli. Retomada de National Human Genome Research Institute.
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2.6.1 Bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Las bacterias se pueden clasificar considerando cuatro aspectos: tamafo forma,
disposicion espacial y sus propiedades. Las bacterias cuentan con una pared celular
compleja que las rodean, de las cuales existen dos formas, pared celular
Grampositiva y Gramnegativa, la primera esta formada por una capa gruesa de
peptidoglucanos y la segunda por una capa mas delgada, al igual que con una
membrana externa. Un aspecto de algunas bacterias es que no cuentan con pared
celular y ese aspecto lo cubren viviendo en el interior de células del organismo
anfitrion. La tincion de Gram es un procedimiento de gran utilidad empleado en los
laboratorios donde se manejan pruebas microbiologicas. Es definida como una
tincién diferencial, ya que utiliza dos colorantes y clasifica a las bacterias en dos
grandes grupos: bacterias Gram positivas y negativas, fue desarrollada por el
cientifico danés Hans Christian Gram en 1884, hoy en dia sigue siendo una de las
tinciones mas utilizadas universalmente debido a lo econdémico sencillo y eficaz que
resulta. (LOpez, E.2014)

2.6.1.2 Importancia de su estudio.

Actualmente muchos agentes patdgenos causantes de infecciones nosocomiales y
comunitarias presentan resistencia a los diversos antimicrobianos, por lo que se han
convertido en un grave problema en todo el mundo. Los laboratorios de
microbiologia clinica siempre han realizado pruebas de sensibilidad de los
aislamientos bacterianos a los diferentes antimicrobianos, sin embargo, hoy en dia

su funcion es mucho mas amplia, debe incluir la vigilancia de esta resistencia.

Los microorganismos aislados con mayor frecuencia son Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter spp. En la vigilancia de resistencia es fundamental conocer los
patrones de sensibilidad de los patdégenos provenientes de la comunidad y de los

hospitalarios. En el primer grupo estan Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
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aureus, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Shigella y Salmonella. Y
dentro del grupo de bacterias hospitalarias estan Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter y Enterococcus spp,
Serratia, y Proteus. Son bacterias que pueden provocar infecciones graves y a
menudo letales, como infecciones de la corriente sanguinea y neumonias.
(Organizacién Mundial de la Salud [OMS] 2017).

2.6.2 Descripcion de las bacterias de estudio.

En los siguientes subtitulos se describen las caracteristicas generales de de
nuestras cepas de estudio.

2.6.3 Escherichia coli.

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae,
coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y se le
considera un microorganismo de flora normal, pero hay cepas que pueden ser
patégenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos
diarrea.

Hay descritos seis grupos de E. coli productora de diarrea: enterotoxigénica (ETEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatdogena (EPEC),
enteroagregativa (EAEC) y de adherencia difusa (DAEC). (Rodriguez, G. 2002).
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Imagen 2.4 Escherichia coli. Autoria propia.

2.6.3.1Taxonomia.

La taxonomia bacteriana de Escherichia coli se puede observar en la Tabla 2.2.

Reino Bacteria

Filo Proteo bacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Genero Escherichia
Especie E.coli

Tabla 2.2 Taxonomia de Escherichia coli. Retomada de ciencias médicas (2020)

2.6.3.2 Morfologia.

Son bacilos de 1 a 3 um por 0.5 ym, sus formas varian desde cocos a pequefos
bastoncillos, que se presentan solos, en pares, en cortas cadenas, agrupados, en
general mdviles por flagelos peritricos, aunque existen variantes moviles no
flageladas, no forman esporas; generalmente son no capsulados y Gram negativos.
(Granados, R., 2003)

La temperatura 6ptima de crecimiento de E. coli toleran temperaturas hasta de 42
°C. De acuerdo con sus requerimientos de oxigeno son aerbbicas o anaerdbicas

facultativas. Los requerimientos de nutrientes en el metabolismo de los miembros
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de esta familia no son altamente exigentes y crecen de manera muy similar,
cualquiera de sus especies, en la mayoria de los medios que se utilizan, por lo
general, en el laboratorio de microbiologia clinica diagnéstica, desde un agar

nutriente, agar-sangre, agar-sangre-chocolate o caldo nutritivo. (Llop, A, 2001)

2.6.3.3 Propiedades bioquimicas.

Las propiedades bioquimicas de Escherichia coli se puede observar en la Tabla 2.3.

Glucosa Positivo
Gas/ glucosa Positivo
Lactosa Positivo
SH2 Negativo
Citrato Negativo

Fenilanina desaminasa | Negativo

Indol Positivo
Lisina descarboxilasa Positivo
Manitol Positivo
Movilidad Positivo
Ureasa Negativo

Tabla 2.3. Propiedades bioquimicas de Escherichia coli. Retomada de Alvares, V. (1995)

2.6.3.4 Patogenicidad.

Se trata de bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucién en el suelo, el agua,
vegetales y gran variedad de animales. En conjunto, la importancia de las
enterobacterias en patologia humana puede -cuantificarse constatando que
constituyen el 50% aproximadamente de todos los aislamientos clinicamente
significativos en los laboratorios microbiolégicos, y hasta el 80% de todos los bacilos

Gram negativos identificados. (Koneman, E. 2003)
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La infeccion por E. coli se transmite generalmente por consumo de agua o alimentos

contaminados, como productos carnicos poco cocidos y leche cruda.

Los sintomas de la enfermedad incluyen coélicos y diarrea, que puede ser

sanguinolenta. También pueden aparecer fiebre y vomitos. La mayoria de los

pacientes se recuperan en el término de 10 dias, aunque en algunos casos la

enfermedad puede causar la muerte. (EImer, W. 2001)

TERMINO

FENOTIPO PATOGENO

PATOLOGIA

E coli
enterotoxigénica

Elaboracion de toxinas
secretorias que no dafan
el epitelio mucoso

“Diarrea del viajero”. El sintoma
predominante es una diarrea acuosa
profunda, a menudo acompafiada de
contracciones abdominales leves. En
algunos casos ocurren deshidratacion
y vOmitos

E. coli Se adhieren a las células Usualmente ocurre en infantes. Se

enteropatdgena epiteliales en caracteriza por fiebre de bajo grado,
microcolonias localizadas | malestar, vomitos y diarrea, con una
y causan lesiones de cantidad prominente de moco, pero sin
adhesion y borrado. mucha sangre.

E. coli Invaden células epiteliales | Disenteria: las caracteristicas

enteroinvasiva

sobresalientes son fiebre y colitis.
Sintomas de tenesmo, sangre y moco
y muchos leucocitos en materia fecal.

E. coli
enterohemorragica

Elaboracion de citotoxinas
(SLT)

Diarrea sanguinolenta con leucocitos.
A menudo sin fiebre. Es comun el
dolor abdominal.

E. coli Se adhieren a células Diarrea acuosa, vomitos,
enteroagregativa | epiteliales en un patrén deshidratacién y con menor frecuencia
gue hace recordar una pila | dolor abdominal.

de ladrillos
E. coli Se ha descrito una fimbria | Diarrea en nifios de 1-5 afos. Heces
difusamente superficial gue media el liguidas sin sangre ni leucocitos
adherente fenotipo de adhesion

difusa designada como F
1845 y que estd mediada
por genes que pueden ser
cromosomales o estar
portados por un plasmido.

Tabla 2.4. Patologias E.coli. Retomado de Diagnéstico Microbiolégico (2001).
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2.6.4 Pseudomonas aeruginosa.

Etimologicamente, Pseudomonas significa falsa unidad, del griego pseudo, que
significa falso, y monas, que significa unidad simple. EI nombre fue usado
inicialmente en la historia de la microbiologia como sinébnimo de gérmenes,
aeruginosa es el nombre latino para el cardenillo u 6xido de cobre. (Blanca E., Bravo
R. 1988)

Figura 2.5 Pseudomonas aeruginosa. Autoria propia.

2.6.4.1 Taxonomia

La taxonomia de Pseudomonas aeruginosa bacteriana de se puede observar en la
Tabla 2.5.

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gramma proteobacteria
Orden Pseudomonales
Familia Pseudomonadaceae
Genero Pseudomonas

Tabla 2.5 Taxonomia bacteriana de Pseudomona aeruginosa. Retomada de Bonilla, C.(2011)
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2.6.4.2 Morfologia.

Son bacilos Gram negativos pequeiios bastoncillos delgados de 1.5 mm y 3 mm.
Estan unidos en pares y en cadenas cortas, posee un flagelo polar. Crece 30° a 37°,
aerobio estricto y su fuente de energia: Oxidacion de azucares, no fermentadores,
(no fermentan la glucosa), son oxidasa-positivos (la oxidacion comprende del
Transporte por citocromo “C”), es aerdbico, pero facultativamente anaerdbico y la
mayoria de las especies producen pigmentos:

Piocianina: azul-oscuro

Pioverdinas: amarillo-verdoso o amarillo parduzco

Piomelanina: marrén-negro. (Jawetz, E.1983)

2.6.4.3 Propiedades bioquimicas.

Las propiedades bioquimicas de Pseudomonas aeruginosa bacteriana de se puede

observar en la Tabla 2.6.

Piocianina Positivo
Pioverdina Positivo
Desarrollo o crecimiento a 42°C Positivo
O-F glucosa Oxidativo o inerte
Oxidasa Positivo
Movilidad Positivo
Arginina dehidrolasa Positivo
Hidrdlisis de la gelatina Positivo
Reduccidn de nitrato (NO3) Positivo
Gluconato Positivo
Indol Negativo
Citrato Positivo
Catalasa Positiva

Tablas 2.6. Propiedades bioquimicas de Pseudomonas aeruginosa. Retomado de Bonila,C.
(2011)
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2.6.4.4 Patogenicidad.

Este patdégeno oportunista de individuos immunocomprometidos, P. aeruginosa
infecta los pulmones y las vias respiratorias, las vias urinarias, los tejidos, (heridas),
y también causa otras sepsis (infecciones generalizadas en el organismo).
Pseudomonas puede causar neumonias a grupos, lo que en ocasiones precisa
ayuda mecéanica para superar dichas neumonias, siendo uno de los
microorganismos mas frecuentes aislados en muchos estudios. La piocianina es un
factor de virulencia de la bacteria y se ha conocido que puede hasta causar muerte
en C. elegans por estrés oxidativo. Sin embargo, la investigacion indica que el acido
salicilico puede inhibir la produccion de piocianina. La fibrosis quistica esta también
predispuesta a la infeccidn con P. aeruginosa de los pulmones. P. aeruginosa es el
causante de dermatitis, causada por disminucién del control de la calidad del agua
de bebida. El mas comun causante de altas fiebres en infecciones es P. aeruginosa.
También ha estado involucrado en la fibrosis quistica esta también predispuesta a
la infeccion con P. aeruginosa de los pulmones. P. aeruginosa es el causante de
dermatitis, causada por disminucién del control de la calidad del agua de bebida. El
mas comun causante de altas fiebres en infecciones es P. aeruginosa. También ha
estado involucrado en foliculitis de tinas de agua caliente, en especial aquellas sin
un control higiénico continuo. (Bonilla, C. 2011)

La exudacién de pus azulado, con olor a uvas producido por la piocianina, es
caracteristica de P. aeruginosa también produce infecciones del tracto urinario y del
tracto respiratorio inferior; éstas Ultimas pueden ser graves e incluso amenazantes
para la vida de huéspedes imunocomprometidos. EI m.o también produce
infecciones oculares devastadoras. La queratitis por Pseudomonas, la infeccion de
Ulceras de la cérnea y la endoftalmitis deben encararse como una emergencia
médica que puede ser fulminante y que amenaza con la pérdida permanente de la
vision. Con regular frecuencia aparecen en bibliografia casos aislados de
endocarditis, meningitis, abscesos cerebrales e infecciones 6seas por diseminacién
hematica. La mayoria de los casos de endocarditis requiere un remplazo valvular

debido a que la infeccién es dificil de erradicar. (EImer, W. 2001)
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2.6.5 Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus, conocido como estafilococo aureo, es una bacteria
anaerobia facultativa, grampositiva, productora de coagulasa, catalasa, inmévil y no
esporulada que se encuentra ampliamente distribuida por todo el mundo,
estimandose que unas de cada tres personas se hallan colonizadas, aunque no

infectadas, por ella. (Naranjo, P.1983)

Imagen 2.6 Staphylococcus aureus. Autoria propia

2.6.5.1 Taxonomia

La taxonomia de Staphylococcus aureus se muestra a continuacion en la tabla 2.7

Reino Bacteria

Phillum Firmicutes
Clase Bacilli

Orden Bacillales
Familia Micrococcaceae
Genero Sthaphyloccocus
Especie aureus

Tabla 2.7 Taxonomia de Staphylococcus aureus. Retomada de Alvares, V. (1995)
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2.6.5.2 Morfologia.

Es un coco que crece agrupado en racimos (de ahi su raiz "Staphylo"), que
responde positivamente a la tincidbn de Gram, es aerobio y anaerobio facultativo por
lo que puede crecer tanto en una atmaésfera con oxigeno y también sin el mismo, no
presenta movilidad ni forma céapsula. Es capaz de crecer hasta con un 10 % de sal
comun. Por esto puede crecer en el agua del mar. Produce la fermentacion lactica.

Es catalasa positivo y coagulasa positivo. (Mensa, J. 2004)

2.6.5.3 Propiedades bioquimicas.

Las propiedades bioquimicas de Staphylococcus aureus se muestra a continuacion

en la tabla 2.8.

Catalasa positivos

Produccion de acido a Condiciones aerbbicas y
partir de glucosa anaerobicas

Manitol positivo

Fosfatasa positiva

Coagulasa positivo

Reduccidn Nitrito a positivo

nitrato(2)

Tabla 2.8 Propiedades bioquimicas de Staphylococcus aureus. Retomada de Alvares, V. (1995)

2.6.5.4 Patogenicidad.

El Staphylococcus aureus es potencialmente patégeno, las infecciones
estafilococicas especificas son los foranculos, el impétigo ampollar, la osteomielitis,
la enteritis y la intoxicacion alimentaria por enterotoxina. Se comprueba que éstos
causan infecciones en muchos tejidos, érganos y tractos del cuerpo como:
endocarditis, septicemia, meningitis, orzuelos, neumonia, cistitis y sepsis puerperal,
etc. S. aureus puede producir una variedad de procesos infecciosos que van desde

la infeccion cutaneas relativamente benignas hasta enfermedades sistémicas
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potencialmente fatales. Las infecciones cutaneas incluyen foliculitis simple y el
impétigo (infeccion superficial de la piel en nifios).

En cuanto a infecciones profundas, se pueden desarrollar infecciones mas extensas
y profundas a partir de infecciones cutdneas, enddgenas, o de una exposicion a
fuentes exdgenas. Un recién nacido que es hospitalizado expuesto al estafilococo
puede adquirir una neumonia o0 una septicemia fatal. Los ancianos que han
experimentado un ataque de influenza pueden sucumbir a una neumonia
estafilocdcica. La osteomielitis, una infeccion del hueso y médula 6sea que asume
la forma de un absceso resulta dificil de erradicar.

También hay cepas de S. aureus que pueden producir intoxicaciones alimentarias
debido a la elaboracion de exotoxinas durante su desarrollo en alimentos
contaminados. Dos a tres horas después de la ingestion de esta causa un cuadro
caracterizado por vomitos violentos, calambres, diarreas y postracion, raras veces
es fatal, el paciente se recupera en un lapso maximo de 24-48 horas. (Pahissa, A.
2009).

2.7 Metodo Kirby-Bahuer.

El método Kirby-Bauer (método de difusion en agar) es empleado para determinar
la sensibilidad de un agente microbiano frente a un. Este método comprende lo que
se denomina un antibiograma o prueba de susceptibilidad bacteriana frente a

antibioticos especificos.

2.7.1 Fundamento teorico.

Una de las pruebas utilizadas con mayor frecuencia para determinar la
susceptibilidad a los antimicrobianos es el método de difusion de discos de Kirby
Bauer, en la cual las interpretaciones clinicas se deducen por correlaciéon con la
prueba de referencia. El antibiograma por disco difusién, basado en el trabajo de

Kirby Bauer y colaboradores es un método cualitativo estandarizado por el Instituto
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de Estandares clinicos y de Laboratorios (CLSI), el cual muestra las ventajas y
flexibilidad en la eleccion de los antimicrobianos como son el bajo costo y la facil
realizacion. El procedimiento del método disco difusién consiste en depositar en una
placa Petri con medio Mueller Hinton, previamente inoculado con el microorganismo
a estudiar, discos de papel impregnados con diferentes antibiéticos a
concentraciones previamente establecidas. Una vez que el sensidisco toma
contacto con la superficie humeda del agar, absorbe agua y permite que el
antibiotico se difunda por el agar, logrando asi una gradiente de concentracion
alrededor del disco. La sensibilidad del disco estara determinada por el tamafio de

la zona de inhibicion del crecimiento bacteriano (Sahuanay, 2015).

2.8 Antibioticos.

Dentro del amplio espectro que comprenden los medicamentos, se encuentran los
antibioticos, compuestos que en pequefas concentraciones del orden de ug/mL,
son capaces de inhibir el crecimiento o producir la muerte de los microorganismos.
(Laborda, R 2002)

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una accién especifica
sobre alguna estructura o funcién del microorganismo, tiene elevada potencia
biolégica actuando a bajas concentraciones y la toxicidad es selectiva, con una
minima toxicidad para las células de nuestro organismo. El objetivo de la
antibioticoterapia es controlar y disminuir el nUmero de microorganismos viables, de
modo que el sistema inmunoldgico sea capaz de eliminar la totalidad de los mismos.

Los antibidticos se dividen en bacteriostaticos y bactericidas.
1) Bacteriostaticos. Bloquean el desarrollo y la multiplicacion de las bacterias, pero

no las lisan, por lo que, al retirar el antibiético, su efecto es reversible. Este es el

caso de las sulfamidas, trimetropim, cloranfenicol, macrélidos y lincosamidas.
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2) Bactericidas. Provocan la muerte bacteriana y, por consiguiente, el proceso es
irreversible. Comprenden los siguientes: B-lactamicos, aminoglicosidos,
fosfomicina, nitrofurantoinas, poli péptidos, quinolonas, rifampicina y

vancomicina.(Lorenzo, F.2008)

2.8.1 Nitrofurantoina.

Nitrofurantoina es un nitrofurano sintético que se utiliza para el tratamiento y la
profilaxis de infecciones urinarias. Posee multiples mecanismos de accién, ninguno
totalmente conocido. La forma activa se produce dentro de la de bacteria mediante
enzimas reductoras, nitroreductasas, que producen metabolitos intermedios activos.
Estos se unen a los ribosomas bacterianos e inhiben enzimas bacterianas
vinculadas a la sintesis de ADN, ARN y otras vias metabdlicas. (Ramos, Telechea,
Araujo & Vignoli, 2016).

Esta incluida en la Lista de Medicamentos Esenciales de la Organizacion Mundial
de la Salud.

0 o
I\ O '
O

Imagen 2.7 Estructura de Nitrofurantoina. Autor desconocido

La nitrofurantoina es un antibiotico perteneciente a la familia de los nitrofuranos. El
mecanismo de accidn bactericida no esta bien establecido, aunque se ha
demostrado que actla inhibiendo varios sistemas enziméticos bacterianos en
bacterias Gram-negativas y Gram- positivas. (Ministerio de Sanidad Politica Social
e lgualdad [MSPSI] 2020).
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2.8.2 Ceftriaxona.

Antibidtico beta-lactamico, del grupo de las cefalosporinas, con accion bactericida
prolongada. Inhibe la sintesis y reparacion de la pared bacteriana. Amplio espectro.
Activa frente una amplia gama de microorganismos patdégenos, tanto Gram+ como
Gram-, especialmente sobre esos ultimos y sobre todo frente Enterobacterias.

Presenta leve accion frente anaerobios y es poco activa frente a Pseudomonas.

Es activa frente:

e Aerobios Gram negativos: Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Haemophillus influenzae,
Haemophillus parainfluenzae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae,
Morganella morganii, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Serratia marcescens, Citrobacter diversus,
Citrobacter freundii, Providencia sp., Salmonella sp., Shigella sp., y frente a
muchas cepas de Pseudomonas aeruginosa.

e Aerobios Gram positivos: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus viridans,
Streptococcus agalactiae.

e Anaerobios: Bacteroides fragilis, Clostridium sp., Peptostreptococcus sp.,

Bacteroides bivius,Bacteroides melaninogenicus.

La ceftriaxona tiene una farmacocinética no lineal dependiente de la dosis a causa
de la unién a proteinas plasmaticas en un 85 y 95%. Se distribuye ampliamente en

los tejidos y liquidos corporales.

Atraviesa las meninges, inflamadas 6 no, alcanzando niveles terapéuticos en el
LCR. Atraviesa la barrera placentaria y se detectan bajas concentraciones en la
leche materna. Se detectan altas concentraciones en la bilis. La semivida de
eliminacién plasmatica no depende de la dosis y varia entre 6 y 9h; puede

prolongarse en recién nacidos, en insuficiencia renal grave, especialmente si

39



existen trastornos hepaticos. Entre el 40 y 65% se excreta inalterada por la orina, el

resto por la bilis. (Asistencia sanitaria, 2019)

H
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Imagen 2.8 Estructura de Ceftriaxona. Autor desconocido.
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Capitulo 3. Metodologia.

En este capitulo se muestra paso a paso el desarrollo para la comprobacion de la
hipotesis, el extracto acuoso de la flor de sospd (Pseudobombax ellipticum),
presenta una actividad antimicrobiana en las cepas bacterianas Escherichia coli
ATCC 11229 y ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

3.1 Materiales, equipos y reactivos.

En la tabla 3.1 se muestran los materiales, equipos y reactivos empleados en la
presente investigacion.

Materiales y equipo Reactivos
Cajas Petri estériles Medio de cultivo MacConkey
Hisopos estériles Agua inyectable (estéril)

Gasas

Tubos de ensayo

Asa bacteriolégica

Incubadora

Campana de flujo laminar
Micropipeta

Puntas azules y amarillas estériles.
Autoclave

Centrifuga

Tabla 3.1 Materiales, equipo y reactivos

3.2 Las cepas bacterianas utilizadas.

Estas cepas bacterianas fueron proporcionadas por la MTA. Gabriela Barcena
Vicufa, docente del Instituto Tecnoldgico de Atlixco.
- Cepa de Escherichia coli ATCC 11229

- Cepa de Escherichia coli ATCC 25922

- Cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
- Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538
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3.3 Diagrama del proceso.

Para la realizacion de la presente investigacion se llevo a cabo el siguiente
diagrama.

Preparacion delinoculo

s
2

TN\ 18h31C [ 34h37°C

Cultivo fresco Siembra por estria

\/

Agar MacConkey

Colocardiscos

Extension del inoculo Incubar 18-24 h 37°C

l | ¢ ‘7Discos_>
e |

—
]

Imagen 3.1 Diagrama de proceso experimental. Autoria propia.
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3.4 Proceso experimental.

3.4.1Recoleccion de la planta.

Con ayuda de la bibliografia, se recolectaron las flores de Pseudobombax ellipticum

en la zona de Tuxtla, Chiapas, México.

Imagen 3.2 Flor de Pseudobombax ellipticum. Autoria propia.

3.4.2 Preparacion del material vegetal.

Las flores de sospd (Pseudobombax ellipticum) después de ser recolectadas se

lavaron, secaron y trituraron
3.4.3 Obtencién de extracto.

Para la obtencion del extracto se prepararon cartuchos a partir de la flor de sospo
(Pseudobombax ellipticum) en papel filtro. Por medio del método Soxhlet se realizé
la separacion de sus componentes empleando como disolvente agua a una
temperatura de 80 °C durante 3 dias. Finalmente, la muestra se liofilizo.

Imagen 3.3 Cartucho de Pseudobombax ellipticum. Autoria propia
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El punto 3.4.1 al 3.4.3 se realiz6 en colaboracién con la Universidad Autbnoma de
Chiapas UNACH, en el laboratorio experimental de farmacologia dirigido por el Dr.
José de Carmen Rejon.

3.4.4Preparacion de las diluciones.

Del extracto stock se prepararon diluciones con las siguientes concentraciones: 300
Mg /mL, 400 ug /mL, 500 ug /mL, 600 ug/ mLy 700 ug /mL.

Imagen 3.4 Extracto final para diluciones. Autoria propia.

3.4.5 Prueba del extracto.

La prueba antimicrobiana para el extracto se realiz6 mediante el método de Kirby
—Bauer (Bernal M. 1984), con las siguientes cepas: Escherichia coli ATCC 11229 y
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

3.4.5.1 Preparacion de in6culo.

Una vez reactivadas las cepas mencionadas anteriormente, para obtener colonias
aisladas de cultivos jovenes se hizo siembra por estria por triplicado, dejando en la
incubadora por un periodo de 16-18 horas.

Después se tomaron de 3 a 4 colonias aisladas, para colocarlos en 10mL de medio
liqguido Maller Hilton, por triplicado para cada cepa y dejar incubando por un tiempo

de 3-4 horas segun la cepa hasta que alcance su densidad 6ptica (DO) que va de
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700 a 900 nm de acuerdo a la cepa en donde garantizamos que el microorganismo

se encuentra en etapa exponencial para poder realizar la prueba.

Imagen 3.5 Toma de colonias aisladas. Autoria propia

3.5.2 Inoculacién de las placas.

Una vez alcanzada la DO de cada cepa, se inoculd en placas con medio de cultivo

MacConkey, con un hisopo estéril se tomd el microorganismo y se distribuyo
uniformemente.

Imagen 3.6 Inoculacién de cepas bacterianas. Autoria propia.
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3.5.3. Aplicacion de sensidiscos.

Con ayuda de una pinza estéril, en sensidiscos teniendo como control negativo (-)
agua estéril y como control positivo (+) antibiético que fue de acuerdo a su cepa
nitrofurantoina para las dos cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

y ceftriaxona para Staphylococcus aureus.

Colocando los sensidiscos de manera uniforme y con espacios considerables.

Imagen 3.7 Colocacion de sensidiscos por método Kirby-Bauer. Autoria propia

Posteriormente se incubaron 16-18 horas a 37°C permitiendo el crecimiento maximo

de los microorganismos.
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Capitulo 4. Resultados y discusion.

4.1Resultados.

La actividad antimicrobiana de prueba extracto acuoso de flor de sospé
(Pseudobombax ellipticum) se determiné midiendo la zona de inhibicién expresada
en milimetros, con la ayuda de un vernier digital, el cual es mostrada en tablas por
cepa de estudio, mostrando los promedios, desviacidon estandar y graficas de

comparacion para su mayor interpretacion.

411 Medidas de los halos del efecto antimicrobiano en
Escherichia coli ATCC 11229.

Los resultados de las medidas de los halos fueron los siguientes:

Concentraciones

Promedio( mm) 2575 2430 0.985 0.550 2.5280 3.460

Desviacion 0.495 0.640 0.215 0.250 0.100 0.120 0
estandar (mm)

o

Tabla 4.1 Resultados de Escherichia coli ATCC 11229.

Como se puede observar en la Tabla 4.1, la concentracién de 300 pg/mL fue la que
presentd la mayor actividad antimicrobiana para los tres ensayos, con un promedio
de 2.575 mm y una desviacion estandar de 0.495, la cual no supera al control
positivo del cual solo tiene 0.885 mm de diferencia, como se presenta en la Gréfica
4.1 en donde podemos observar el comportamiento antimicrobiano de las diferentes

concentraciones comparadas con el control positivo.
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Escherichia coli ATCC 11229

N w
v W un b

Zona de inhibicion en mm
© =
- (92} N

o

300 400 500 600 700
Concentraciones en pg/mL

Efecto del extracto acuoso de flor de sospd (Pseudobombax ellipticum)

Efecto de nitrofurantoina

Grafica 4.1 Comparacién del efecto del extracto y antibiético en Escherichia coli ATCC 11229.

4.1.2 Medidas de los halos del efecto antimicrobiano en
Escherichia coli ATCC 25922.

Los resultados de las medidas de los halos fueron los siguientes:

Concentraciones

Promedio( mm) 5785 3.160 4.200 1.515 1.805 4.7816 0

Desviacion 0.215 0.230 0.200 0.115 0.2950 0.178 0
estandar (mm)
Tabla 4.2 Resultados de Escherichia coli ATCC 25922.

Como se puede observar en la Tabla 4.2, la concentracién de 300 pg/mL fue la que
presentd la mayor actividad antimicrobiana para los tres ensayos, con un promedio
de 5.758 mm y una desviacion estandar de 0.215, superando el promedio del control
positivo el cual fue Nitrofurantoina, como se puede observan en la Gréfica 4.2, en
donde se muestra el comportamiento del extracto a diferentes concentraciones

comparado con el efecto del control positivo.
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Escherichia coli ATCC 2522

Zona de inhibicion en mm
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Concentraciones en pg/mL

Efecto del extracto acuoso de flor de sospd (Pseudobombax ellipticum)

Efecto de nitrofurantoina

Grafica 4.2 Comparacion del efecto del extracto y antibiético Escherichia coli ATCC 25922.

4.1.3 Medidas de los halos del efecto antimicrobiano en

Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Los resultados de las medidas de los halos fueron los siguientes:

Concentraciones

Promedio( mm) 6.395 7.785 4.320 3.955 4.58 14.785 0

Desviacion 0.275 0.405 0.060 0.0.215 0.550 0.156 0
estandar (mm)

Tabla 4.3 Resultados de Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Como se puede observar en la Tabla 4.3, la concentracion de 400 pg/mL fue la que
presentd la mayor actividad antimicrobiana para los tres ensayos, con un promedio
de 7.785 mm y una desviacion estandar de 0.405 el cual no supera promedio del
control positivo el cual fue Ceftriaxona, como se puede observan en la Grafica 4.3,
en donde se muestra la comparacion del comportamiento del extracto a diferentes

concentraciones comparado con el efecto del control positivo.
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Staphylococcus aureus ATCC 6538
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oN DO
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Concentraciones en pg/mL
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Efecto del extracto acuoso de flor de sospd (Pseudobombax ellipticum)

Efecto de ceftriaxona

Grafica 4.3 Comparacion del efecto del extracto y antibiético Staphylococcus aureus ATCC
6538.

414 Medidas de los halos del efecto antimicrobiano en

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Los resultados de las medidas de los halos fueron los siguientes:

Concentraciones
Promedio( mm) 5.115 2.940 4.010 1.005 2.020 4.46 0
Desviacion 0.365 0.140 0.340 0.065 0.750 0.090 0

estandar (mm)
Tabla 4.4 Resultados de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Como se puede observar en la Tabla4.4, la concentracion de 300 ug/mL fue la que
presentd la mayor actividad antimicrobiana para los tres ensayos, con un promedio
de 5.115 mm y una desviacién estandar de 0.865, superando el promedio del control
positivo el cual fue Nitrofurantoina, como se puede observan en la Grafica 4.4, en
donde se muestra la comparacion del comportamiento del extracto a diferentes
concentraciones comparado con el efecto del control positivo.
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Grafica 4.4 Comparacién del efecto del extracto y antibiético Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

4.2 Discusion de los resultados.

En 2011 Hossain y col. observaron una actividad prometedora a bajas
concentraciones (300 pug/mL) contra diferentes microorganismos como
Pseudomonas aeruginosa, donde evidenciaron un didmetro de 10 mm de zona de
inhibicién, empleando kanamicina como control positivo obteniendo un halo de 24
mm de inhibicion.

De acuerdo a los resultados de esta investigacién Pseudomonas aeruginosa 27853,
éstos presentaron un mayor impacto en la inhibicion empleando el extracto acuoso
de flor de sosp6 (Pseudobombax ellipticum) a una concentraciéon de 300 ug/mL con
un halo 5.11 mm de inhibicién, en comparacion del control positivo nitrofurantoina
gue tiene un diametro 4.46 mm de zona de inhibicion, lo cual indica que esta
concentracion tiene mayor eficiencia que el antibiético empleado.

En 2019 Piscil, G.P observo que a bajas concentraciones (300-500 pg/mL) se tienen
halos de inhibicibn de 2.178-2.30 mm, empleando como control positivo

Nitrofurantoina obteniendo un halo de inhibiciéon de 3.6 mm.

51



La cepa Escherichia coli ATCC 25922 a igual que en Pseudomonsas aeruginosa
ATCC 27853 el extracto sobrepaso al control positivo, en la concentracion de 300
pMg/mL se obtuvieron 5.785 mm de halo de inhibicion y en control positivo
nitrofurantoina con 4.78 mm, lo cual indica que a esta concentracion tiene mayor
eficiencia que el antibiético empleado.

De acuerdo a los resultados obtenidos con la cepa Escherichia coli ATCC 11229 se
observé que, las concentraciones mas prometedoras son 300 pg/mL con un
diametro de 2.57 mm y 700 pg/mL con un diametro 2.52mm, mostrando 1 mm de
diferencia en comparacion del control positivo nitrofurantoina con un diametro de
3.66 mm, en la investigacion realizada en 2019 por Piscil, G.P se observaron
resultados mas prometedoras a una concentracion de 700 pg/mL con un halo de
2.16 mm de didmetro de inhibicion, el cual es menor al halo de inhibicidn del control
positivo el cual fue bencilpenicilina el cual presentdé 2.72mm de diametro de
inhibicion.

En 2020 Pérez, G.Y empleando la Staphylococcus aureus ATCC 6538 en el
extracto etanolico de Pseudobombax ellipticum, la concentracion que tuvo mayor
diametro de inhibicion fue 600 400 ug/mL con 6.47 mm y el control positivo
ceftriaxona tuvo un diametro de 16.20 mm .En Staphylococcus aureus ATCC 6538
en esta investigacion la actividad antimicrobiana no sobrepasé al control positivo el
cual fue ceftriaxona con un diametro de 14.78 mm, la concentracion en la que tuvo

mejor efecto a fue de 400 pg/mL con un diametro de 7.85 mm de diametro.
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Capitulo 5. Conclusiones y recomendaciones.

Conclusiones.

La presente tesis tuvo como objetivo comprobar el efecto del extracto acuoso de la
flor se sosp6 (Pseudobombax ellipticum) como antimicrobiano, de acuerdo con los
resultados obtenidos e interpretados en las tablas y graficas presentadas
anteriormente, se comprueba que, en las cuatro cepas bacterianas, el extracto
presenta efecto antimicrobiano.

Evaluando cada uno de los resultados obtenidos en las cuatro cepas de estudio se
obtienen las siguientes conclusiones.

En Staphylococcus aureus ATCC 6538 se noté que en todas las concentraciones
se tuvo actividad, la de mejores resultados en halos de inhibicion fueron los
originados por la concentracion 400 ug/mL del extracto con un promedio de 7.785
mm.

En Escherichia coli ATCC 11229 el promedio de la concentracion 300 pg/mL, fue de
2.575 mm y una desviacion estandar de 0.495, la cual no supera al control positivo
del cual solo tiene 0.885 mm de diferencia.

La concentracion que mejor efecto antimicrobiano tuvo para cepa Escherichia coli
ATCC 25922 la fue de 300 pug/mL, con un promedio de 5.758 mm y una desviacion
estdndar de 0.215, superando el promedio del control positivo el cual fue
Nitrofurantoina.

Finalmente, para la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 se identifico
gue todas las concentraciones mostraron inhibicion. Mostrando mayor efecto
antimicrobiano en la concentracion de 300 ug/mL y 500ug/mL, ya que como se
observd en la Grafica 4.4 fueron los halos de inhibicion de mayor tamafio. El
promedio de la concentracion 300 ug/mL fue de 5.115 mm mostrando mayor
inhibicién al halo formado por el control positivo con una medida de 4.46 mm.

La cepa bacteriana méas sensible al extracto de es la de Pseudomonas eruginosa
ATTC 27853, ya que los halos de inhibicion formados por la concentracién de 300
Mg/mL mostraron mayor didmetro en comparacion con las medidas de los halos

formados por el antibiotico.
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La cepa que mostr6 mayor resistencia en esta investigacion fue la de
Staphylococcus aureus ATCC 6538, la concentracion en la que tuvo mejor efecto
a fue de 400 pg/mL con un diametro de 7.85mm ya que como se muestra en las
graficas la actividad no superd al control positivo el cual fue ceftriaxona con un
diametro de 14.78 mm por 7mm de diferencia, de lo cual podemos concluir que en

esta cepa se presenta la menor actividad antimicrobiana del extracto
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Recomendaciones.

De acuerdo con andlisis de los resultados obtenidos se tienen las siguientes

recomendaciones:

Continuar el estudio de actividad antimicrobiana por el método Kirby-bauer a
concentraciones menores a 300 ug/mL para determinar cual es la concentraciéon
mas baja en la que tiene efecto el extracto, ya que aun se desconoce el

comportamiento a concentraciones mas bajas.

Realizar estudio con mas cepas bacterianas que no sean Escherichia coli ATCC
11229 y ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.
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Anexos.

Anexo 1. Cajas Petri de la prueba antimicrobiana a Escherichia coli ATCC 11229.

1 2 3 4 5 + -
300 400 500 600 700 Control + Control —
pg/mL pug/mL pg/mL pug/mL pg/mL | Nitrofurantoina Agua
esteéril




Anexo 2. Cajas Petri de la prueba antimicrobiana a Escherichia coli ATCC 25922.

1 2 3 4 5 + -

300 400 500 600 700 Control + Control —
pg/mL Mg/mL pg/mL Mg/mL pg/mL Nitrofurantoina Agua
estéril
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Anexo 3. Cajas Petri de la prueba antimicrobiana a Staphylococcus aureus ATCC
6538.

1 2 3 4 5 + -
300 400 500 600 700 Control + Control —
pg/mL pg/mL Mg/mL Hg/mL Mg/mL Ceftriaxona Agua
estéril
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Anexo 4. Cajas Petri de la prueba antimicrobiana a Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

1 2 3 4 5 + -
300 400 500 600 pg/MI 700 Control + Control —
pMg/mL pg/mL pg/mL pg/mL Nitrofurantoina Agua
esteéril
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