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RESUMEN

Los microrganismos que se encuentran en las superficies han desarrollado resistencia a
determinados antimicrobianos, causando un gran numero de infecciones que van desde
respiratorias, gastrointestinales y nosocomiales; por tal motivo se ha intensificado el estudio
de plantas en la busqueda de nuevas alternativas para combatirlos. Existe evidencia, en
diversos estudios reportados, sobre la capacidad que presentan diferentes compuestos o
extractos obtenidos de especies vegetales para inhibir el crecimiento microbiano, la cual se
atribuye a las sustancias quimicas que contienen y las protegen de los parésitos y patdogenos.
La investigacion llevada a cabo en este estudio consistid en evaluar y comparar la actividad
antimicrobiana, representada por halos de inhibicion, de los extractos acuosos, cloroférmicos
y etandlicos, obtenidos de Azadirachta indica (neem), Punica granatum (granado) y Tagetes
lucida (pericon), mediante 3 preparaciones distintas: disueltos con su mismo solvente de
maceracion, con diferente solvente y por infusion, para determinar el de mayor accion contra
bacterias patogenas, capaces de sobrevivir sobre superficies por semanas e incluso meses.
Los extractos se prepararon con las hojas de las 3 plantas, mediante maceracion en frio y
secado en rotavapor o liofilizador. La actividad antimicrobiana se evalu6 contra 10 bacterias
de referencia American Type Culture Collection (ATCC) y 6 bacterias de aislamiento clinico,
de las cepas Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona
aeruginosa, Salmonella  typhimurium, Serratia marcescens, Shigella  flexneri,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Vibrio parahaemolyticus; a través del
método de Kirby Bauer o de difusion en disco. Los didmetros de los halos de inhibicion
formados, se midieron tras 18 y 24 horas de incubacién a 37 °C y se compararon mediante
un analisis estadistico ANOVA y una comparacion multiple de medias de Tukey. Los
extractos cloroformicos y etandlicos, disueltos en diferente solvente, de 7. [ucida,
especificamente P-C-Ac y P-E-A, fueron los que mas inhibicion presentaron en E. coli clinico
0405610450026611, K. pneumoniae ATCC 13883, S. aureus clinico 010402072763271, S.
epidermidis ATCC 12228 y clinico 030400076221211, S. flexneri ATCC 12022, S.
marcescens clinico 6425511451056230 y V. parahaemolyticus ATCC 17802. El
microorganismo que mostré mayor sensibilidad frente a los extractos probados fue S. aureus
clinico 010402072763271; mientras que E. aerogenes ATCC 13048 junto con S. marcescens
ATCC 13880 no fueron inhibidos por ninglin extracto.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, Azadirachta indica, Punica granatum, Tagetes

lucida



ABSTRACT

Microorganisms found on surfaces have developed resistance to certain antimicrobials,
causing a large number of infections ranging from respiratory to gastrointestinal and
nosocomial; for this reason, it has intensified the study of plants in the search for new
alternatives to combat them. There is evidence in several reported studies about the ability of
different compounds or extracts obtained from medicinal plants to inhibit microbial growth,
which is attributed to the chemicals they contain and protect them from parasites and
pathogens.

The research carried out in this study consisted of evaluating and comparing the antimicrobial
activity, represented by inhibition halos, of the aqueous, chloroformic and ethanolic extracts
obtained from Azadirachta indica (neem), Punica granatum (pomegranate) and Tagetes
lucida (pericon), by means of 3 different preparations: dissolved with the same solvent of
maceration, with different solvent and by infusion, to determine the one of greater action
against pathogenic bacteria, able to survive on surfaces for weeks or even months.

The extracts were prepared with the leaves of the 3 plants, through cold maceration and
drying in rotary evaporator or lyophilizer. Antimicrobial activity was evaluated against 10
American Type Culture Collection (ATCC) strains and 6 bacterial clinical isolates from
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Serratia marcescens, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus ,
Staphylococcus epidermidis and Vibrio parahaemolyticus; using the Kirby Bauer method or
disk diffusion. The formed diameters of inhibition halos were measured after 18 and 24 hours
of incubation at 37 °C and were compared by ANOVA statistical analysis and a multiple
comparison of Tukey's means.

The chloroformic and ethanolic extracts, dissolved in different solvents, of 7. lucida, P-C-Ac
and P-E-A specifically, were the most inhibitors on clinical E. coli 0405610450026611, K.
pneumoniae ATCC 13883, clinical S. aureus 010402072763271, clinical S. epidermidis
030400076221211 and ATCC 12228, S. flexneri ATCC 12022, clinical S. marcescens
6425511451056230 and V. parahaemolyticus ATCC 17802. The microorganism that showed
the greatest sensitivity against the extracts tested was clinical S. aureus 010402072763271;
while E. aerogenes ATCC 13048 together with S. marcescens ATCC 13880 were not
inhibited by any extract.

Key words: Antimicrobian activity, Azadirachta indica, Punica granatum, Tagetes lucida



I. INTRODUCCION

Existe una gran variedad de compuestos quimicos contenidos en las plantas, de los cuales los
metabolitos secundarios, son los responsables principales de las actividades terapéuticas que
¢éstas poseen, entre las que destaca el efecto antimicrobiano producido en su propia defensa,
contra el estrés biotico y abiodtico a que son sometidas (Paiva, Gomes, Napoleao, Correia, &

Coelho, 2010).

Compuestos cuya estructura, presencia y funcioén en las plantas medicinales hasta ahora
estudiadas, han sido identificadas gracias a las diversas investigaciones realizadas en el area
de los productos naturales; por las cuales, hoy la fitoquimica reconoce més de 12,000
alcaloides, 8,000 compuestos fendlicos y 25,000 terpenoides diferentes de origen vegetal,
muchos de los cuales poseen propiedades antimicrobianas (Hamuel, 2012) (Radulovic,
Blagojevic, Stojanovic-Radic, & Stojanovic, Antimicrobial plant metabolites: structural

diversity and mechanism of action, 2013).

Hecho que los convierte en una importante area de estudio, dada su riqueza quimica y sus
bondades para la salud que, de acuerdo a documentos y monumentos antiguos conservados,
han sido aprovechadas por distintas civilizaciones y culturas desde hace ya algunos milenios,
para el tratamiento de diferentes enfermedades, y cuya accion ha sido reconocida por la

ciencia (Bauer, 2012).

Los metabolitos secundarios de las plantas constituyen, una alternativa prometedora para la
busqueda de agentes antimicrobianos, debido a que las infecciones microbianas contintian
siendo una de las principales causas de mortalidad y dado que se estima que las especies
microbianas comprenden cerca del 60% de la biomasa de la Tierra (Radulovic, Blagojevic,
Stojanovic-Radic, & Stojanovic, Antimicrobial plant metabolites: structural diversity and

mechanism of action, 2013).

De las diferentes plantas medicinales capaces de inhibir microorganismos, 3 especies

cultivadas en la zona centro del pais, dentro de la cual se ubica Puebla, destacan por su
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actividad antimicrobiana contra diferentes patogenos: Punica granatum mejor conocida
como granado, Tagetes lucida cuyo nombre coloquial es pericon y Azadirachta indica o
neem; de acuerdo con estudios como los publicados por Gajanan, M. (2012), Hossain, M. y
colaboradores (2013), Dhamodhar, P. y Saravanan, R. (2012), Jananai, J. y Estherlydia, D.
(2013), Barajas, J. y colaboradores (2011), Regalado, E. y colaboradores (2011).

Razon por la cual son objeto de estudio para este trabajo, para determinar in vitro, mediante
el método Kirby Bauer o de difusion en disco, la susceptibilidad de las bacterias ante los
agentes antimicrobianos presentes en los extractos preparados, por maceracion en frio, a
partir de hojas de estas 3 especies, usando los solventes: cloroformo, etanol y agua; de manera

tal que pudimos observar el efecto inhibidor de los mismos. (Prat, 2004).
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estadisticas publicadas por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en 2012, revelan
que las infecciones de las vias respiratorias originan 8% de las muertes prematuras en
hombres y mujeres a nivel mundial; mientras que, en 2015 las cifras mostraron que, en nifios
menores a 5 afios, la neumonia constituia la segunda causa principal de su mortalidad, las
enfermedades diarreicas la quinta, y la septicemia junto con las infecciones neonatales la
séptima (OMS, 2016). Ademas, en 2013, la OMS determiné que el 11% de muertes de nifios
menores a 5 afios en México, fueron causadas por infecciones respiratorias agudas, mientras
que la diarrea fue responsable del 3%. Asimismo, las infecciones respiratorias bajas

provocaron la muerte a poco mas de 20 mil mexicanos en 2012 (OMS, 2015).

Las enfermedades infecciosas son provocadas, entre otras fuentes, por microorganismos
patogenos presentes en superficies de trabajo o de cualquier tipo con las que tenemos
contacto; por ejemplo, en hospitales, transportes y lugares publicos. Es indispensable romper
la llamada cadena de transmision de infecciones, la cual estd integrada por el agente causal
(parasitos, hongos, bacterias, virus y priones), el reservorio o lugar (animado e inanimado)
donde los microbios pueden sobrevivir, la puerta de salida del agente (del reservorio al
exterior), los modos de transmision del agente (por contacto, via aérea y digestiva), la puerta
de entrada (del agente al huésped), asi como el hospedero susceptible que puede ser un

paciente inmunocomprometido (OPS, 2007).

La desinfeccion constante de las superficies proporciona un método de prevencion y
reduccion de microorganismos patdogenos como bacterias, hongos o virus resistentes, muchos
de los cuales tienen la capacidad de sobrevivir por largos periodos de tiempo, principalmente
en superficies con las que se esta en mayor contacto. Diferentes especies de bacterias tanto
Gram positivas (Enterococcus spp., Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes) como
Gram negativas (Acinetobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas
aeruginosa, Serratia marcescens y Shigella spp.), pueden sobrevivir varios meses sobre

superficies inanimadas. Otro ejemplo, lo encontramos en la levadura Candida albicans, la
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cual es capaz de subsistir mas de 4 meses en areas inertes (Kramer, Schwebke, & Kampf,
2006).

Actualmente, entre los desinfectantes mas utilizados, destacan el ortoftaldehido al 0.55%,
glutaraldehido al 2%, cloro y sus derivados 0.05-0.5%, formaldehido 3-8%, peroxido de
hidrégeno 3-25%, acido peracético 0.001-0.2%, compuestos fenolicos 0.4-5% y amonios
cuaternarios 0.4-1.6%; cada uno de los cuales genera cierto grado de irritabilidad y toxicidad

en las personas (OPS, 2007).

En este sentido, la investigacion sobre productos naturales, sustentada en la bisqueda de
opciones menos toxicas para combatir microorganismos patdégenos, nos permite considerar
como alternativa a las plantas medicinales, las cuales se sabe, son fuentes seguras y
econdmicas de compuestos quimicos y biologicamente activos, muchos de los cuales han
demostrado actividad antimicrobiana (Bakht, Humaira, Madiha, & Thsan, 2015). Diversos
autores han reportado la actividad antimicrobiana de distintas plantas medicinales, de las
cuales se seleccionaron 3 especies ubicadas en el centro del pais: A. indica (Koona & Budida,
2011), (Gajanan, 2012), (Hossain, Al-Toubi, Weli, Al-Riyami, & Al-Sabahi, 2013),
(Susmitha, Vidyamol, Ranganayaki, & Vijayaragavan, 2013) y (Tirumalasetty & Basavaraju,
2014),; P. granatum (Dahham, Ali, Tabassum, & Khan, 2010), (Khan & Hanee, 2011),
(Dhamodhar, 2012) y (Janani & Estherlydia, 2013); y 7. lucida (Céspedes, y otros, 2006),
(Regalado, Fernandez, Pino, Mendiola, & Echemendia, 2011), (Barajas, Montes-Belmont,
Catrejon, Flores-Moctezuma, & Serrato, 2011) y (Lim, 2014)
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III. JUSTIFICACION

Ante el alarmante nimero de muertes ocasionadas por enfermedades de origen microbiano,
tales como infecciones gastrointestinales, respiratorias y nosocomiales, que tienen lugar cada
afio en el mundo, muchas de las cuales, se sabe, se deben a la falta de prevencion o escasez
de habitos de limpieza, pese a que hoy en dia se cuenta con diferentes articulos para la
desinfeccion constante de las superficies, en su mayoria toxicos; resulta necesario el
desarrollo de nuevos productos, que sean mas econdémicos, menos toxicos e igual o mas

efectivos que los actuales.

Razén por la cual en este proyecto se evalta la actividad antimicrobiana de extractos de 3
plantas medicinales, sobre un grupo de patdgenos resistentes que son comunes en superficies,
y se selecciona con base en los resultados obtenidos, aquél que presentd mayor inhibicion de
los microorganismos analizados; a fin que pueda ser utilizado, tras estudios posteriores, como
un desinfectante natural para zonas inanimadas. Lo anterior en atencidon, ademas, a la
estrategia 4.10.4 del Plan nacional de desarrollo 2013-2018, que consiste en impulsar el
aprovechamiento sustentable de los recursos naturales del pais, especificamente, mediante la
linea de accion que exhorta a aprovechar el desarrollo de la biotecnologia, cuidando el medio

ambiente y la salud humana.

Ademés, el proyecto pretende explotar la busqueda de nuevos recursos que permitan dar
valor a un area como la fitoquimica, para ofrecer un mejor aprovechamiento de las miles de
especies de plantas medicinales en México, y con ayuda de la biotecnologia asegurar la

pertinencia e innovacion del mismo (Bakht et al, 2015).

Se busca identificar un extracto de planta que sea capaz de inhibir microorganismos
patogenos, presentes en las superficies, el cual pueda ser obtenido de las hojas de una planta
en particular, evaluando distintos solventes, diferentes métodos para estandarizar una técnica
de extraccion de sus compuestos organicos y probando contra diferentes patogenos a los ya

valorados en los estudios desarrollados actualmente.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Seleccionar un extracto antimicrobiano capaz de inhibir microorganismos resistentes

presentes en las superficies, a través del método de Kirby Bauer, usando extractos acuosos,

cloroféormicos y etanolicos de Azadirachta indica, Punica granatum 'y Tagetes lucida; el cual

pueda ser utilizado como alternativa para desinfectar areas inertes, y a su vez, prevenir

infecciones microbianas.

4.2 Objetivos especificos

l.

Estandarizar la extracciéon de compuestos fitoquimicos, mediante comparacion de
diferentes proporciones planta-solvente y tiempos de maceracion, asi como de las
técnicas de liofilizado y secado en rotavapor, con la finalidad de optimizar la cantidad
de extracto obtenido.

Extraer los compuestos fitoquimicos de las plantas de estudio: Tagetes lucida,
Azadirachta indica y Punica granatum L., por medio de maceracion en frio con
solventes de diferente polaridad, para su analisis.

Evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos mezclados con su mismo solvente
de maceracion, sometiéndolos a pruebas de sensibilidad antimicrobiana de Kirby
Bauer, sobre cepas ATCC y cepas aisladas de muestras clinicas, para identificar su
inhibicion.

Evaluar la actividad inhibitoria producida por los extractos, disueltos en diferentes
solventes a los de su maceracion, a través de pruebas de difusién en disco (Kirby
Bauer), a fin de determinar las diferencias entre ambos grupos de extractos.
Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de las bacterias de interés, frente a
extractos acuosos obtenidos por aplicacion de calor, mediante ensayos de Kirby
Bauer, a fin de analizar la influencia de temperatura en la extraccion.

Analizar los resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad microbiologica,
realizando un andlisis estadistico ANOVA y una prueba de comparacion de medias

de Tukey, para determinar el extracto de planta con mejor accidén antimicrobiana.
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V. HIPOTESIS

Hi: Los extractos cloroformicos, etandlicos y acuosos de Azadirachta indica “Neem”, Punica
granatum “Granado” y Tagetes lucida “Pericon”, presentan actividad antimicrobiana en 3 o
mas microorganismos patogenos, de forma in vitro, ya sean cepas ATCC o aisladas de

muestras clinicas.

Ho: Los extractos cloroformicos, etandlicos y acuosos de Azadirachta indica “Neem”,
Punica granatum “Granado” y Tagetes lucida “Pericén”, no tienen actividad antimicrobiana
in vitro contra patdogenos resistentes sobre superficies: cepas de referencia ATCC y aisladas

de muestras clinicas.
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VI. ANTECEDENTES
ANTECEDENTES GENERALES

6.1 Antimicrobianos

El término agente antimicrobiano, se utiliza para hacer referencia a sustancias quimicas que
en bajas concentraciones son capaces de inhibir e, incluso, destruir microorganismos sin
producir efectos toxicos. Estas pueden ser producidas por microorganismos, provenir de
fuentes naturales o ser sintetizadas quimicamente y se clasifican en base a su estructura
quimica, su espectro de accion, su efecto antimicrobiano o su mecanismo de accién (Goémez,

Calvo, & Prieto, 2009).

Se dividen en agentes bacteriostaticos si inhiben el crecimiento y multiplicacion de las
bacterias; y en agentes bactericidas, cuando no solo inhiben el crecimiento de los
microorganismos, sino también desencadenan mecanismos dentro de la célula que conducen
a su muerte. De forma que, los agentes bacteriostaticos son reversibles, porque si se retiran,
las células vuelven a multiplicarse; mientras que los agentes bactericidas son irreversibles,

ya que las células mueren, si se exponen a €stos (Cavalieri, y otros, 2005).

6.2 Plantas medicinales

Se definen como cualquier especie vegetal (silvestre o cultivada) que contiene sustancias que
pueden ser empleadas con propdsitos terapéuticos, o cuyos principios activos pueden servir
de precursores para la sintesis de nuevos farmacos, segun lo establece la OMS, quien a su
vez estima que aproximadamente el 80% de las personas en las regiones menos desarrolladas,
utilizan la medicina tradicional a base de plantas para el cuidado de su salud (Schlaepfer &

Mendoza, 2010) (Islam, y otros, 2012).

Las plantas medicinales son un recurso bioldgico rico en una gran variedad de metabolitos
secundarios como taninos, alcaloides, terpenoides, flavonoides, etc., cuyas propiedades
antimicrobianas pueden constituir una alternativa efectiva, barata y segura para el tratamiento

de infecciones microbianas; ya que poseen alto potencial terapéutico y bajos efectos
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colaterales, en comparacion con los farmacos sintéticos, y también presentan menos

posibilidad de desarrollar resistencia (Pandey & Kumar, 2013).

México es un pais de gran riqueza y biodiversidad, que, en materia de plantas medicinales,
se posiciona en el segundo lugar a nivel mundial con mayor numero de éstas, dadas sus 4500
especies registradas de este tipo; ubicado solo después de China que posee 5000, el tercer
lugar lo ocupa Colombia con 2600 plantas, encabezando con ellos los primeros lugares

mundiales en herbolaria (UNAM, 2009).

Ademas, y de manera particular, el Estado de Puebla se ha definido lider en exportacion de
plantas medicinales al extranjero, al vender a Alemania el 54% del total de plantas
medicinales que produce, a EU el 13%, Espafia y Francia 13%, Portugal 3%, Inglaterra 2%
y al resto del mundo el 15% restante. Sobre ello, el diputado Alberto Jiménez Merino destaco
que, de las 23 especies medicinales mas comercializadas en el mundo, 21 estan en México y

principalmente en Puebla (Enfoque, 2011).

6.3 Plantas medicinales con accion antimicrobiana

Diferentes estudios reportados en la literatura dan evidencia de la actividad antimicrobiana
que poseen diversos compuestos o extractos obtenidos de plantas medicinales. Muestra de
ello es la revision realizada por Rios JL y Recio MC, en 2005, en la que, tras una busqueda,
en la base de datos PubMed, de articulos publicados sobre investigaciones acerca de la
actividad antimicrobiana de plantas medicinales, identifican 115 de estos correspondientes
al periodo de 1966 a 1994 y 307, de la década de 1995 a 2004; cantidad que, seguramente,
excederia en mucho la cifra actual de estas publicaciones, de tenerse un estudio similar mas

reciente.

En otro ejemplo, los autores Silva NCC y Fernandes Junior A. (2010), hicieron una
recopilacion de distintos estudios con el mismo enfoque: evaluacion de la capacidad de las
plantas medicinales para inhibir microorganismos patogenos; en ¢€l, realizan una breve

remembranza de 28 investigaciones que reportan un efecto antimicrobiano en diversas
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plantas medicinales, alrededor del mundo, contra distintos patdégenos (Silva & Fernandes,

2010).

También Paiva, P.M.G. y colaboradores publican en 2010, una revision sobre la accién
antimicrobiana de los metabolitos secundarios en plantas, de la que destaca una tabla, en la
cual resumen el efecto inhibidor de bacterias Gram + y Gram - de 70 plantas agrupadas por
su uso medicinal; asi como una segunda tabla en la que expone los microorganismos

afectados por distintos compuestos aislados de dichas plantas.

6.4 Fitoquimicos

Son una serie de substancias quimicas presentes en las plantas, que, aunque no se consideran
esenciales para el metabolismo, si son benéficas a largo plazo para la salud y hacen alusién
a compuestos bioactivos sin valor nutricional (Aponte, y otros, 2008). Existen més de 2000
fitoquimicos en las plantas, agrupados en clases de acuerdo a su funcion y estructura, entre
los que se encuentran los alcaloides, glicésidos, terpenos, fenoles y tioles (Aponte, y otros,

2008).

6.5 Metabolitos secundarios presentes en las plantas

Las plantas sintetizan sustancias que son esenciales para su metabolismo, como producto de
las reacciones enzimadticas que ocurren naturalmente dentro de sus células, denominadas
metabolitos, los cuales se dividen en primarios y secundarios (Harris, 2003; Irchhaiya et al.,
2014). Los primarios comprenden los azlicares simples, aminoacidos, nucledtidos y acidos
grasos, asi como los polimeros derivados de estos compuestos (polisacaridos, proteinas,
acidos nucleicos y lipidos) que son necesarios para el crecimiento y desarrollo de las plantas

(Irchhaiya et al., 2014; Méndez, Zafiudo, Castruita, Meza y Gémez, 2014).

Los secundarios, en cambio, son compuestos biosintéticos derivados de los metabolitos
primarios que no participan en tales funciones; pero si contribuyen a largo plazo a la
supervivencia de las plantas, ya que juegan un papel importante en su mecanismo de defensa,
por el cual se les atribuye, generalmente, la actividad antimicrobiana de éstas (Agostini-

Costa, Vieira, Bizzo, & Gimenes, 2012).
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En el reino vegetal, su presencia se encuentra limitada a cada grupo taxondmico particular,
género, especie o familia, es decir no todos los metabolitos secundarios se encuentran en
todos los grupos de plantas; ya que su biosintesis suele estar restringida a estadios especificos
del desarrollo de la planta, a ciertos 6rganos o células especializadas, asi como a periodos de
estrés causados por la deficiencia de nutrientes o el ataque de microorganismos, lo que
dificulta su purificacion y extraccion. Por dichas caracteristicas, constituyen moléculas
pequenias que se sintetizan en bajas concentraciones (menores que las de los metabolitos
primarios) y de forma no generalizada en la planta (Irchhaiya, R. et al, 2014; Méndez, L et

al., 2014).

En la siguiente tabla se muestra el nimero de metabolitos secundarios reportados en plantas

superiores, por grupo fitoquimico:
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Tabla 1: Numero de metabolitos secundarios reportados de plantas superiores.

Grupo de metabolito secundario Nuimero
aproximado
METABOLITOS SECUNDARIOS QUE CONTIENEN
NITROGENO
Alcaloides 21000
Aminoécidos no proteinicos 700
Aminas 100
Glicosidos cianogénicos 60
Glucosinolatos 100
Alcamidas 150
Lectinas, péptidos, polipéptidos 2000

METABOLITOS SECUNDARIOS SIN NITROGENO

Monoterpenos incluyendo iridoides 2500
Sesquiterpenos 5000
Diterpenos 2500
Triterpenos, esteroides, saponinas 5000
Tetraterpenos 500
Flavonoides, taninos 5000
Fenilpropanoides, lignina, cumarinos, | 2000
lignanos

Poliacetilenos, acidos grasos, ceras 1500
Antraquinonas y otros policétidos 750
Carbohidratos, acidos organicos 200

Nota: Traduccion de “Metabolites in plants and its classification”, Fuente: (Irchhaiya, y otros,

2014).

Las principales rutas de biosintesis de productos secundarios derivan del metabolismo
primario del carbono y son: ruta del acido shikimico, ruta del acido malonico, ruta del acido
mevalonico y ruta del metileritritol fosfato (Méndez, Zafiudo, Castruita, Meza, & Goémez,

2014).
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Metabolismo primario del Carbono
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Figura 1: Relacion del metabolismo primario con las rutas biosintéticas del metabolismo

secundario, obtenida de Fuente: (Méndez et al, 2014).
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6.6 Principales metabolitos secundarios con efecto antimicrobiano

Gran parte de los efectos medicinales, incluyendo la actividad antimicrobiana de algunas
plantas, provienen por lo general de sus metabolitos secundarios, tales como alcaloides,
esteroides, taninos y compuestos fendlicos que se sintetizan y depositan de forma aislada o
en conjunto, en partes especificas de la planta (Pandey & Kumar, 2013). A continuacion, se
describen las caracteristicas estructurales y actividades bioldgicas de los grupos fitoquimicos

que tienen capacidad de inhibir microorganismos:

Fenoles, compuestos fendlicos o polifendlicos

Componentes quimicos que contienen en su estructura uno o mas anillos de benceno unidos
a un grupo hidroxilo (OH) y funcionan como pigmentos naturales responsables del color de
los frutos de las plantas. Son compuestos importantes para las plantas, porque desempefian
multiples funciones, entre las que destacan la defensa de la planta frente a patdgenos y
depredadores herbivoros, por lo que se aplican en el control de infecciones patdégenas en

humanos (Hamuel, 2012).

De acuerdo a Hamuel (2012), se clasifican en: 4cidos fendlicos, flavonoides polifendlicos
(flavonoides, flavonas, xantonas y catequinas) y compuestos polifendlicos no flavonoides.
Sus mecanismos de toxicidad contra los microorganismos, los cuales estan relacionados con
el nimero y sitio de sus grupos hidroxilo, incluyen inhibicion enzimatica por parte de los
compuestos oxidados, posiblemente debido a una reaccién con grupos sulthidrilos o por
interacciones menos especificas con las proteinas. Los compuestos fendlicos que poseen una
cadena lateral C; en un nivel bajo de oxidaciéon y no contienen oxigeno, se clasifican como
aceites esenciales y constantemente son referidos como antimicrobianos. Por ejemplo, el
eugenol, presente en el aceite de clavo, es considerado un bacteriostatico contra hongos y

bacterias. (Pandey & Kumar, 2013).

Quinonas
Compuestos cuya estructura quimica esta formada por un anillo aromatico con 2 grupos
carbonilo, altamente reactivos, son los responsables del oscurecimiento en frutas y vegetales

cortados o maltratados. Poseen gran potencial antimicrobiano, puesto que constituyen una
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fuente de radicales libres estables y forman complejos, irreversiblemente, con aminoacidos
nucleofilicos de las proteinas, lo que a menudo conduce a la inactivacion de la proteina y a
la pérdida de su funcion (Pandey & Kumar, 2013). En las células microbianas, se dirigen a
las adhesinas expuestas de la superficie, a polipéptidos de la pared celular y a enzimas unidas
a la membrana. También pueden hacer no disponibles los sustratos para los microorganismos

(Pandey & Kumar, 2013).

Flavonas, flavonoides y flavonoles

Grupo de compuestos polifendlicos, formados por mas de un anillo aromatico, que contienen
un grupo carbonilo, a diferencia de las quinonas que presentan dos. Son también
componentes fendlicos hidroxilados, pero existen como una unidad Ce-C3 vinculada a un
benceno. Se conocen mas de 4000 flavonoides, algunos de los cuales son pigmentos de

plantas superiores (Pandey & Kumar, 2013).

Se ha reportado su uso como antioxidantes o redes de radicales libres y se sabe que son
sintetizados por las plantas en respuesta a una infeccion microbiana. Dicha actividad se debe
a su capacidad para formar complejos con proteinas solubles y extracelulares, y con paredes
celulares bacterianas, como en el caso de las quinonas. También algunos flavonoides,

muestran un efecto inhibidor contra multiples virus (Pandey & Kumar, 2013).

Taninos

Son sustancias fenolicas poliméricas, con propiedad astringente que se encuentran en casi
todas las partes de la planta (raiz, corteza, tallo y capas exteriores del tejido vegetal). Se
dividen en dos grupos: hidrolizables y condensados. Los taninos hidrolizables tienen 4cido
galico y, usualmente, multiples ésteres con D-glucosa; mientras que los taninos condensados
o proantocianidinas, se derivan de mondmeros flavonoides (Pandey & Kumar, 2013).
Favorecen diferentes acciones fisiologicas en los humanos para combatir enfermedades
infecciosas, por ejemplo, estimulan las células fagociticas, la actividad tumoral mediada por
un huésped, entre otras, y pueden ser toxicos para hongos filamentosos, levaduras y bacterias.
Su actividad antimicrobiana se debe a la presencia del grupo fenoélico, asi como a su habilidad

de inactivar adhesinas microbianas, proteinas de transporte de la envoltura celular con
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enzimas, etc. Los taninos condensados, por su parte, unen las paredes celulares de las

bacterias ruminales, evitando su crecimiento y actividad de la proteasa (Pandey & Kumar,

2013).

Cumarinos

Constituyen sustancias fendlicas compuestas por la fusion de un anillo bencénico y una o-
pirona, que presentan diferentes actividades bioldgicas como antimicrobianos,
antitromboticos, antiinflamatorios y vasodilatadores, y cuyos estudios in vitro han

demostrado que inhiben Candida albicans (Pandey & Kumar, 2013).

Terpenoides

Compuestos basados en una estructura de isopreno, con formula quimica general CioHis, se
llaman terpenos y existen como diterpenos, triterpenos y tetraterpenos (Cao, C30 y Cao), asi
como hemiterpenos (Cs) y sesquiterpenos (Cis). Cuando éstos contienen elementos
adicionales, usualmente oxigeno, se denominan terpenoides. Se encuentran formando parte
de la fraccion de aceites esenciales de las plantas, y tanto los terpenos como los terpenoides

son activos contra bacterias, hongos, virus y protozoos (Pandey & Kumar, 2013).

Lectinas y polipéptidos

Se ha determinado que algunos péptidos son capaces de inhibir microorganismos, tal es el
caso de las tioninas que consisten de 47 residuos de aminoacidos, se encuentran en la cebada
y el trigo, y son toxicas para las levaduras y bacterias Gram negativas y Gram positivas

(Pandey & Kumar, 2013).

Alcaloides

Constituyen el grupo més grande de metabolitos secundarios de plantas, estan formados, en
gran medida, por compuestos de amonio y comprenden basicamente bases nitrogenadas,
sintetizadas a partir de la construccion de bloques de aminoacidos con diversos radicales que
sustituyen uno o mas hidrégenos del anillo peptidico, la mayoria contiene oxigeno y tienen

caracter basico dada su composicion de nitrégeno (Hamuel, 2012).
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6.7 Infecciones nosocomiales

Los centros de atencion médica constituyen un foco de infeccion, por ser entornos donde se
congregan personas infectadas y expuestas a un mayor riesgo de infeccion; ya que las
condiciones de limpieza dentro de un hospital, el traslado frecuente de pacientes de una
unidad a otra y la concentracion de personas muy vulnerables a una infeccion (recién nacidos,
pacientes con quemaduras, cuidados intensivos, etc.) propician la aparicion de infecciones
nosocomiales, como se les conoce a las enfermedades contraidas en centros de salud (OMS,
Prevencion de las infecciones nosocomiales, 2003). Las infecciones intrahospitalarias, como
también se les denomina, se definen como aquéllas infecciones adquiridas, después de 48
horas de estancia en un hospital, que los pacientes no presentaban a su ingreso (Ministerio

de salud de Perua, 2004).

6.8 Microorganismos resistentes sobre superficies

Comprende a aquellos patdogenos capaces de sobrevivir o persistir sobre superficies inertes
por semanas e incluso meses, representando una fuente continua de transmision de
enfermedades, si no se lleva a cabo una desinfeccion preventiva regular de las superficies.
Dentro de este grupo se incluyen a los microorganismos nosocomiales mas comunes,
responsables de la mayoria de infecciones intrahospitalarias y enfermedades contraidas en

centros de salud (Kramer, Schwebke, & Kampf, 2006).

Es cierto que el ser humano se encuentra en contacto, en todo momento, con bacterias, virus,
hongos y parésitos, contra los cuales desarrolla mecanismo para defenderse; sin embargo,
cuando estos gérmenes habitan las superficies inanimadas como las areas de trabajo, pueden
ocasionar enfermedades graves en las personas, que se deban a sus defensas bajas o a la
resistencia que desarrollan estos patdgenos. Ademas, el tiempo que permanece un agente
infeccioso sobre una superficie influye en la contraccion de enfermedades, aumentando el

riesgo potencial de transmisibilidad (Castafieda & Ordofiez, 2014).

Una revision sistemdtica de la literatura en Med Line, realizada por Kramer y sus
colaboradores en 2006, reveld que la mayoria de bacterias Gram positivas como

Enterococcus spp., S. aureus y S. pyogenes pueden sobrevivir algunos meses en superficies
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secas. Muchas especies Gram negativas, como Acinetobacter spp., E. coli, Klebsiella spp,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens o Shigella spp. Pueden también sobrevivir
varios meses. Otras, como Bordetella pertussis, Haemophilus influenzae, Proteus vulgaris o

Vibrio cholerae sdlo sobreviven unos dias (Kramer, Schwebke, & Kampf, 2006).

Finalmente, dentro del grupo de hongos patogenos podemos encontrar a Candida albicans,
el cual puede sobrevivir mas de 4 meses en superficies y Turolopsis glabrata, que subsiste 5
meses. En la siguiente tabla se muestran estos y otros microorganismos con alto tiempo de

supervivencia sobre superficies.

Tabla 2: Tiempo de permanencia de microorganismos en las superficies inanimadas.

Tipo de bacteria Tiempo viable en medio ambiente

Acinetobacter 3 dias a 5 meses

Clostridium difficile (esporas) | 5 meses

Corynebacterium diphtheriae | 7 dias a 6 meses

Escherichia coli 1.5 horas a 16 meses

Enterococcus spp. 5 dias a 4 meses

Klebsiella spp. 2 horas a mas de 30 meses

Listeria spp. 1 dia a meses

Mycobacterium bovis > 2 meses

Mycobacterium tuberculosis | 1 dia a 4 meses

Pseudomonas aeruginosa 6 horas a 16 meses; en superficies secas: 5 semanas
Salmonella typhimurium 10 dias a 4.2 afios

Serratia marcescens 3 dias a 2 meses; en superficies secas: 5 semanas
Shigella spp. 2 dias a 5 meses

Staphylococcus aureus 7 dias a 7 meses

Streptococcus pyogenes 3 dias a 6.5 meses

Tipo de hongo Tiempo viable en medio ambiente

Candida 1 a 120 dias

Candida glabrata 120 a 150 dias

Nota: Transcripcion y adaptacion de “La supervivencia de los gérmenes intrahospitalarios en

superficies inanimadas”, Fuente: (Castafieda & Ordofiez, 2014).
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En general, se encontr6 que las bacterias Gram negativas persisten mas tiempo que las Gram
positivas y que la humedad aumenta la supervivencia de la mayoria de ellas, como:
Chlamydia trachomatis, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa y E. coli; 1a baja humedad, por su parte, permite la supervivencia de S. aureus.
Por otro lado, la temperatura es también un factor importante para el desarrollo de un
microorganismo, ya que la mayoria de bacterias, como Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium, MRSA, Escherichia coli, Helicobacter pylori y Neisseria gonorrhoeae pueden

incrementar su tasa de supervivencia a bajas temperaturas (Castafieda & Ordofiez, 2014).

6.9 Desinfectantes de superficies

Los desinfectantes de superficies son soluciones capaces de destruir o inactivar
microorganismos, pero no tienen la capacidad de eliminar la mayoria de esporas que expulsan
los hongos; estas sustancias son clasificadas, de acuerdo a la Agencia de Proteccion del

Medioambiente de E.U. (EPA por sus siglas en inglés), de la siguiente manera:

- Desinfectante limitado. Efectivo solo contra algunas bacterias Gram positivas, como S.
aureus, o Gram negativas, como Salmonella C.

- Desinfectante de hospital. Efectivo contra bacterias Gram positivas y Gram negativas.

- Detergente desinfectante. Combinacion de desinfectante y detergente quimico, como
detergentes alcalinos formulados con compuestos que liberan cloro, detergentes alcalinos
formulados con amonios cuaternarios o surfactantes no idnicos y detergentes acidos
formulados con yodéforos.

- Sanitizante. Compuesto que reduce, pero no necesariamente elimina los microorganismos

de la superficie inanimada.

Por otro lado, en la siguiente clasificacion podemos encontrar a los desinfectantes divididos

por su potencialidad contra patogenos:

- Desinfectantes de alto nivel (DAN). Inactivan bacterias vegetativas, hongos, virus,

micobacterias y, en periodos mas prolongados, esporas.
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- Desinfectantes de nivel intermedio (DNI). Inactivan bacterias vegetativas, hongos, virus
y, en periodos y concentraciones mayores, micobacterias.

- Desinfectantes de bajo nivel (DBN). Eliminan bacterias vegetativas, algunos virus y
hongos (Maimone & Castilla, 2013).

Es importante considerar ciertas caracteristicas al seleccionar un desinfectante, de las cuales,

se muestra en la siguiente tabla, algunos atributos:

Tabla 3: Propiedades de un desinfectante ideal.

Propiedades Caracteristicas

Amplio espectro | Debe tener amplio espectro antimicrobiano.

Répida accion Debe producir una muerte rapida.

No ser afectado por = Debe ser activo en presencia de materia organica (sangre,
factores del medio | heces, etc.) y compatible con detergentes, jabones y otros

ambiente agentes quimicos en uso.
No toxico No debe ser irritante para el usuario.
Compatible con las | No debe corroer metales ni deteriorar plasticos, gomas, etc.
superficies
Sin olor Debe tener un olor suave o ser inodoro.
Econoémico El costo se debe evaluar en relacion con la dilucion, el
rendimiento y la seguridad.
Estable En su uso concentrado y diluido.
Limpieza Debe tener buenas propiedades de limpieza.
Fécil de usar La complejidad en su preparacion, concentraciones,

diluciones y tiempo de exposiciéon del producto puede
confundir al usuario.

Efecto residual no | Muchos desinfectantes tienen accion residual sobre las
toxico sobre las | superficies, pero el contacto de las mismas puede provocar
superficies irritacion de piel, mucosas u otros efectos no deseables.

Soluble en agua | Para descartar que sea téxico o nocivo para el
medioambiente.

Nota: Transcripcion de “Desinfectantes de uso hospitalario”, Fuente: (Maimone & Castilla,

2013).
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Un desinfectante debe ser seguro, no téxico, no corrosivo, estable, sin efectos residuales
nocivos para las superficies sobre las que se aplica ni para el medio ambiente; sin embargo,
los productos quimicos usados con ese fin no cumplen tales requerimientos. En la tabla

siguiente se resumen algunos de estos y sus efectos toxicos.

Tabla 4: Caracteristicas de los desinfectantes de uso comun.

Accion Corrosivo  Efecto Irritante Toxicidad Observaciones
residual
Alcohol Répida Si No No Seca la Volatil e inflamable,
piel reduce rapidamente la
flora de la piel.
Formaldehido Lenta No Si Si Si Su uso esta limitado

por ser irritante y
toxico, su exposicion
debe ser controlada.

Amonios Intermedia No No Si Si No se recomienda
cuaternarios para desinfeccion de
equipos. Su uso se
limita al aseo.

Cloro y Répida Si Si Si Irrita piel y | Corrosivo en metales

derivados mucosas |y Se evapora con
facilidad.

Yodoforos Intermedia Si Si Si Irrita la Se absorben por la

piel en piel y mucosa, por lo

menores | que no deben usarse
en neonatos para
evitar hipotiroidismo.
Glutaraldehido Rapida Si Si Si Si Se han encontrado
diferencias en su
actividad a
concentraciones

distintas al 2%.

Nota: Transcripcion y adaptacion de “Norma técnica de prevencion y control de infecciones

intrahospitalarias”, Fuente: (Ministerio de Salud de Perti, 2004).
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

6.10 Azadirachta indica (Neem)
De acuerdo al sistema de clasificacion de plantas florales, de Cronquist (1981), determinado
por la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO), se

ubica en la siguiente categoria taxondmica:

Tabla 5: Identificacion taxoénomica de A. indica.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta (Plantas con flor)

Clase Magnoliopsida (Dicotiledoneas)
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Familia Meliaceae
Género Azadirachta
Especie Azadirachta indica Juss
Nombre Neem
coloquial
Sinonimia Nim, margosa, lila india.
coloquial
Sinonimia Azadirachta indica var. minor Valeton, Azadirachta indica var.
cientifica siamensis Valeton, Melia azadirachta L., Melia indica Brandis.

Nota: Elaboracion propia con base en (CONABIO, 2013)

El neem es un arbol de rapido crecimiento que puede alcanzar 15 a 20 m de altura y bajo
condiciones muy favorables hasta 30 a 35 m. Su ramaje es amplio y puede alcanzar de 15 a
20 m de diametro, una vez desarrollado; pero en condiciones severas se deshoja. Su tronco
es corto, recto y puede alcanzar 120 cm de didmetro, la corteza es dura, agrietada y de color
gris claro hasta castafio rojizo, la savia es blanca grisacea y el corazéon del tronco, rojo
(Foundation, 2014). Sus raices consisten de una robusta raiz principal y muy desarrolladas

raices laterales, las cuales pueden alcanzar mas de 18 m (CONABIO, 2013) (Foundation,

2014).
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Sus tallos miden de 20 a 40 cm de longitud y tienen 20 a 31 hojas verde oscuras de 3 a 8 cm
de longitud con margenes dentados, de las cuales la hoja terminal a menudo esta ausente. Sus
flores son blancas y fragantes, y su fruto, de sabor dulce pero desagradable al gusto, es
parecido a la aceituna en forma, entre ovalado elongado y redondo, que cuando madura mide
14 a 28 mm de longitud y 10 a 15 mm de ancho, es de color verde a verde amarillento de

joven, y rara vez rojizo cuando estd maduro (CONABIO, 2013) (Foundation, 2014).

Es originario de la India y Birmania, pero fue introducido para cultivo a otros paises de Asia
a Africa, América, Australia y las islas del sur del Pacifico. Se le encuentra en el bosque
tropical caducifolio y subcaducifolio, asi como en zonas aridas. En México esta especie se
cultiva y se ha llevado a cabo su adaptacion, introduciéndose en Baja California Sur, Oaxaca,
entre otros estados (CONABIO, 2013) (CONAFOR). Es perennifolia, solo pierde sus hojas
en condiciones muy extremas, florece de abril a mayo, aunque varia segun la sequia del sitio

y fructifica desde mayo hasta agosto (CONAFOR).

El neem se ha utilizado con fines medicinales durante siglos, gracias a sus acciones como:
abortivo, analgésico, antihelmintico, antibacteriano, antilevaduras, antitlceras, antifilarico,
antifungico, antidiabético, antiinflamatorio, antiviral, antimalarico, diurético, antinematodos,
antipirético, antiespasmadico, insecticida, antiespermatogénico, antitumoral, hipoglucémico

e inmunomodulador (Hashmat, Hussain, & Ahmed, 2012).

Las hojas se emplean para tratar varicela, problemas oftdlmicos y anorexia, aumentar la
inmunidad del cuerpo, reducir la fiebre causada por malaria, combatir diversos hongos del
pie, contra las termitas y gusanos intestinales, y para curar dolores neuromusculares. La
corteza y las semillas permiten controlar las pulgas y garrapatas en animales domésticos,
combatir infecciones de la piel como acné, psoriasis, sarna, lepra, eczemas, etc., tratar
diabetes, SIDA, cancer, enfermedades del corazon, herpes, alergias, ulceras, hepatitis, entre

otras. (Hashmat, Hussain, & Ahmed, 2012) (Pankaj, Lokeshwar, Mukesh, & Vishnu, 2011).

Las frutas se usan para tratar desordenes urinarios, diabetes, heridas y lepra. Las ramas se

utilizan para aliviar tos, asma, hemorroides, espermatorrea, gusanos intestinales, etc.
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(Hashmat, Hussain, & Ahmed, 2012) (Pankaj, Lokeshwar, Mukesh, & Vishnu, 2011). Esta
formada por numerosos constituyentes, 100 de los cuales han sido aislados de diferentes
partes del arbol, entre los que destacan: alcaloides, flavonoides, fenoles, carotenos,
esteroides, cetonas y terpenoides como los principales activos biologicos identificados
(Pankaj, Lokeshwar, Mukesh, & Vishnu, 2011). En la tabla a continuacion se muestran los

fitoquimicos presentes en cada parte de la planta.

Tabla 6: Fitoquimicos de 4. indica.

Componentes Constituyentes
de la planta
Hojas Nimbina, nimbanene, 6-desacetilnimbinene, nimbandiol, nimbolide,
acido ascorbico, n-hexaconasol y aminoacidos, 7-desacetil-
benzoylazadiradione, 7-desacetil-7-benzoylgedunin, 17-

hidroxiazadiradione y nimbiol; flavonoides: quercetina; trisulfuro ciclico
y tetrasulfuro ciclico.

Flores Nimbosterol, flavonoides: kaempferol, melicitrin, &cidos grasos:
behénico, araquidico, estearico, palmitico, oleico y linoleico.

Corteza Taninos condensados: 4cido galico, galocatequina (+), epicatequina (-),
catequina (+) y epigalocatequina; diterpenoides triciclicos: margolone,
margolonone, isomargolonone; polisacaridos: GIA, GIB, GIIA, GIIIA;
peptidoglicano: NB-2.

Semillas Triterpenos o limonoides: Azadiractina, meliacina, meliantriol,
gedunina, nimbina, nimbidina, nimbolide, salanin, valassin, mahmoodin;
acido tignico,

Nota: Elaboracion propia con base en (Pankaj, Lokeshwar, Mukesh, & Vishnu, 2011)
(Hashmat, Hussain, & Ahmed, 2012) (Foundation, 2014) (Hossain, Al-Toubi, Weli, Al-

Riyami, & Al-Sabahi, 2013).

6.11 Punica granatum (Granada)
De acuerdo al sistema de clasificacion de plantas florales, de Cronquist (1981), determinado
por la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO), se

ubica en la siguiente categoria taxondmica:
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Tabla 7: Identificacién taxondmica de P. granatum.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta (Plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (Dicotiledoneas)
Subclase Rosidae
Orden Mpyrtales
Familia Punicaceae
Género Punica
Especie Punica granatum L.

Nombre coloquial | Granado

Sinonimia coloquial | Agrauz, almegranas, balaustra, granao, grana,
magrano, manglano, milgrano, mingranera, mollar.

Sinonimia cientifica | Punica florida Salisb, Punica grandiflora hort. ex
Steud, Punica nana L., Punica spinosa Lam., Rhoea
punica St. Lag. y Granatum puniceum St. Lag.
Nota: Elaboracion propia con base en (CONABIO, 2013).

Es un arbusto frutal caducifolio que puede alcanzar de 5 a 8§ m de altura, mas o menos
espinoso, muy ramificado, cuyo fruto es la granada. Su tronco es recto con la corteza
resquebrajada y ramas opuestas. Sus hojas de 1.5 a 7 cm de longitud por 0.8 a 2 cm de ancho,
también son opuestas o subopuestas, lustrosas por el haz, de un verde amarillento
(CONABIO, 2013) (EcuRed, 2012). Sus flores son de color rojo brillante, de 3 a 4 cm de
diametro, con 5 pétalos, solitarias o reunidas con hasta 5 flores. Los pétalos de 2 a 2.5 por 1
a 1.5 cm, son corrugados, caedizos, de color rojo intenso y dobles. (CONABIO, 2013; Flora
Ibérica, s.f.). Su fruto, conocido como granada y denominado en botanica balausta, es una
baya globular de 5 a 12 cm de diametro, de pulpa roja anaranjada, carnosa y jugosa,
comestible, ligeramente dulce a acida, y separada por telillas membranosas. Sus semillas

tienen unos 12 a 15 por 5 a 7 mm (CONABIO, 2013) (EcuRed, 2012).

Es nativa, probablemente, de la region que abarca desde Iran hasta el norte de los Himalayas
en la India; se cultiva con €éxito en todos los lugares tropicales y subtropicales del mundo; ha
sido introducida también en México, donde se le puede encontrar en los estados de Durango,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, San Luis Potosi y Veracruz principalmente (CONABIO,
Catéalogo taxonomico de especies de México, 2009) (EcuRed, 2012) (CONABIO, 2013)
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(Miguel, Neves, & Antunes, 2010). Su periodo de crecimiento activo es en primavera y

verano, y florece de abril a junio (EcuRed, 2012) (CONABIO, 2013).

La granada se usa en la medicina tradicional, principalmente contra la tos persistente, es
eficaz en caso de fiebre, diarreas y colicos, tiene ligeras propiedades diuréticas y
antihipertensivas, es beneficiosa para la salud cardiovascular y para prevenir ciertos tipos de
cancer, por ejemplo, se usa como terapia alternativa contra el cancer de prostata (EcuRed,
2012) (CONABIO, 2013). El jugo de granada posee actividad antioxidante y es ttil para el

tratamiento de la aterosclerosis y la hiperlipidemia (Miguel, Neves, & Antunes, 2010).

Ademés, ha mostrado ser efectivo contra la hipertension, la diabetes, la enfermedad
periodontal y la estomatitis protésica. Otros beneficios incluyen el combate de algunas
infecciones bacterianas, la disfuncion eréctil, infertilidad en hombres, enfermedad de

Alzheimer y obesidad (Miguel, Neves, & Antunes, 2010).

La hoja y flor de P. granatum contienen polifenoles (flavonoides y taninos), algunos de los
cuales son unicos; la cascara del fruto posee complejos polisacaridos, ademas de taninos
hidrolizables, y el aceite presente en las semillas esta compuesto por triacilgliceroles con alto
contenido de acido punicico, asi como por esteroles, esteroides y cerebrosido en muy
pequefias cantidades (Miguel, Neves, & Antunes, 2010). Dentro de los polifenoles
contenidos en la granada se incluyen flavonoides (flavonoles y antocianinas), taninos
condensados (proantocianidinas) y taninos hidrolizables (elagitaninos y galotaninos). En la
siguiente tabla se enlistan los diferentes tipos de fitoquimicos que han sido identificados en
varias partes del arbol de granada, en el fruto y sus semillas (Dahham, Ali, Tabassum, &

Khan, 2010).
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Tabla 8: Fitoquimicos de P. granatum.

Componente  Constituyentes
de la planta
Jugo de Antocianinas, glucosa, acido ascorbico, acido elagico, acido galico;
granada acido cafeico; catequina, EGCG, quercetina, rutina; numerosos
minerales, particularmente hierro; aminoacidos.
Aceite de Acido punicico 95%; otros constituyentes, incluyendo acido elagico;
semilla otros acidos grasos; esteroles.
Céscara, Punicalaginas fendlicas; acido galico y otros acidos grasos; catequina,
corteza EGCG; quercetina, rutina y otros flavonoles; flavonas, flavononas;
antocianidinas.
Hojas de Taninos (punicalina, punicifolia); glucésidos flavona, incluyendo
granado luteolina y apigenina.
Flores de Acido gélico, 4cido ursélico; triterpenoides, incluyendo acido Asiatico
granado y maslinico; otros constituyentes no identificados.
Raices y Elagitaninos, incluyendo punicalina y punicalagina; numerosos
corteza alcaloides piperidina.

Nota: Elaboracion propia con base en (Dahham, Ali, Tabassum, & Khan, 2010).

6.12 Tagetes lucida (Pericon)

De acuerdo al sistema de clasificacion de plantas florales, de Cronquist (1981), determinado

por la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO), se

ubica en la siguiente categoria taxondmica:
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Tabla 9: Identificacion taxondémica de 7. lucida.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta (Plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (Dicotiledoneas)
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Tagetes
Especie Tagetes lucida Cav.
Nombre Pericon
coloquial
Sinonimia Jolomocox, wucd, 1i’ya (Guatemala), anisillo,
coloquial curucumin, hierba anis, hierba de San Juan, periquillo,
yiauthli (México) y estragdn de invierno” (Colombia).
Sinonimia Tagetes florida Sweet, Tagetes gilletii De Wild,
cientifica Tagetes pineda La Llave, Tagetes schiedeana Less

Nota: Elaboracion propia con base en (Vibrans, 2009) y (Martinez, Bettucci, Gatusso, &
Cortadi, 2013).

Es una planta herbacea, perenne, erecta, que crece de 46 a 76 cm de alto y 48 cm de ancho,
espesa con muchos tallos lisos, rectos, poco ramificados que parten de la base; sus hojas son
opuestas, lineares, elipticas, de 2 a 10 cm de largo y 0.5 a 2 cm de ancho, finamente aserradas.
Sus flores son de casi 1.5 cm de diametro, bisexuales, con corolas amarillas a amarillo
naranjas, de 4 a 6 mm de largo y presenta olor a anis al estrujarse (Vibrans, 2009) (Martinez,

Bettucci, Gatusso, & Cortadi, 2013).

Nativa de América tropical, desde México hasta Honduras. Los estados de la Republica
Mexicana en los que crece son: Aguascalientes, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima,
Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,
Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz, Zacatecas. (Vibrans, 2009)
(Martinez, Bettucci, Gatusso, & Cortadi, 2013). En la region del bajio, florece durante los

meses de julio a diciembre (Vibrans, 2009).
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En México, la infusion de sus hojas, tallos y flores se emplea como tonico para combatir la
tos, dolores de cabeza, fiebres, trastornos gastrointestinales, dolor corporal y emenagoga. En
Guatemala sus extractos se venden como infusion, tintura y elixir. Ademas, se ha demostrado
su actividad antimicrobiana y antifngica, asi como gastrointestinal y espasmolitica.

(Martinez, Bettucci, Gatusso, & Cortadi, 2013).

Dentro de sus componentes, se ha reportado que contiene metil eugenol (80%) y estragol
(12%), principalmente, en el aceite obtenido de esta planta en México, estragol (45%) y metil
eugenol (20%) en Hungria; asi como anetol (23.8%), eugenol (24.3%) y estragol (33.9%) en
Guatemala, y s6lo estragol (95-97%) en Costa Rica (Regalado, Fernandez, Pino, Mendiola,
& Echemendia, 2011).

En otro estudio, se aislaron 4 cumarinos de un extracto metandlico de la planta completa
colectada en México, también 3 bitieniles fueron aislados de sus raices. El aceite esencial de
sus hojas, por su parte, contiene 40 compuestos volatiles, de los cuales el estragol (96.8%) es
el de mayor proporcion (Lim, 2014). En la tabla siguiente se resumen los fitoquimicos
identificados en las diferentes partes de la planta, de acuerdo a los resultados obtenidos en

estudios previos, reportados en la literatura.
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Tabla 10: Fitoquimicos de 7. lucida.

Componentes de la planta Constituyentes

Hojas Estragol, mirceno, (E)-B-ocimeno, linalool, f-
cariofileno, germacreno-D, (E,E)-a-farneseno y trazas
de etil 2-metil butanoato, (Z)-3-hexenol, (Z)-3-hexenil
acetato, (Z)-B-ocimeno, carvona, chavicol, (E)-anetol,
a-cubebeno, eugenol, B-bourboneno, B-elemeno, B-
copaeno, trans-a-bergamoteno, aromadendreno, (E)-f3-
farneseno, (Z,E)-a-farneseno, biciclogermacreno, o-
muuroleno, d-cadineno, elemol, 1,10-di-epi-cubenol,
epi-o-muurolol, a-muurolol, a-cadinol, 14-hidroxi-9-
epi-(E)-cariofileno, n-octadecano, n-nonadecano, n-
eicosano, n-heneicosano, fitol, n-docosano, n-
tricosano, hexahidrofarnesilacetona.

Flores Bifenilos: 5’-metil-5-(3-buten-1-inil)-2,2’-bifenilo, 5-
(3-penten.1-inil)-2,2’-bifenilo  n-heneicosano;  o-
cardineno

Raices Cumarinos, 3 bifenilos: 5-(3-buten-1-inil)-2,2’-
bifenilo (BBT), 5-(4-hidroxi-1-butinil)-2,2’-bifenilo
(BBTOH), 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2’-bifenilo
(BBTOAC) y o-tertiofeno; tiofeno: 2,2°:5,2° -tertienil
(alfa-T).

Partes aéreas (hojas, flores, | Estragol, monoterpenos, B-mirceno, (E)-f-ocimeno,
tallos) linaool, hidrocarburos sesquiterpenos, B-cariofileno,
(E)-B-farneseno, germacreno-D y (E,E)-a-farneseno;
cumarinos: 7,8-dihidroxicumarino, umbeliferona,
escoparona, esculetina, 6-hidroxi-7-metoxicumarino,
herniarina, escopoletina; flavonoides: patuletina,
quercetina y quercetagetina.

Nota: Elaboracion propia con base en Fuente: (Lim, 2014) (Regalado, Fernandez, Pino,

Mendiola, & Echemendia, 2011).

6.13 Microorganismos resistentes sobre superficies

6.13.1 Enterobacter aerogenes
Bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, no formador de esporas, perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae que ha sido reportado como un importante patdgeno oportunista

multiresistente, durante las ultimas 3 décadas en salas hospitalarias. Posee una amplia
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habilidad para desarrollar mecanismos de resistencia a antibidticos como las cefalosporinas,
y presenta cascadas reguladoras redundantes que controlan eficazmente la permeabilidad de
las membranas, asegurando la proteccion bacteriana y la expresion de enzimas
desintoxicantes, implicadas en la degradacion o inactivacion de antibidticos; caracteristicas
que le permiten colonizar diversos ambientes hostiles y adaptar rapidamente su metabolismo

y fisiologia a éstos (Davin-Regli & Pagés, 2015).

6.13.2 Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, aerobio facultativo, que no tiene la capacidad de formar esporas,
pertenece a la familia Enterobacteriaceae y al género Escherichia y forma parte de la flora
intestinal, aunque es conocido como un enteropatogeno. Posee flagelos, por lo cual es movil,
tiene fimbrias y pilis. Puede causar enfermedades, como infeccion de vias urinarias, sepsis,
bacteriemia y meningitis, asi como diarrea, la cual es su manifestacion clinica mas
representativa. Su informacion genética se encuentra en los plasmidos, los cuales producen

sus toxinas y son la causa de la resistencia a antibioticos (Murray, 2013).

Se puede clasificar en varios tipos, de acuerdo con diferentes factores de virulencia: E. coli
enterohemorragica (ECEH), E. coli enterotoxigena (ECET), E. coli enteropatdégena (ECEP),
E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enteroagregativa (ECEA) y E. coli de adherencia difusa
(ECAD) (OMS, Hojas de informacioén microbiologica, 2008).

6.13.3 Klebsiella pneumonae

Bacilo Gram negativo, inmoévil, con cépsula de gran tamafio que impide su fagocitosis,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Forma parte de la flora habitual intestinal y de
la cavidad oral e infecta principalmente el aparato respiratorio, causando neumonias, aunque
también puede infectar el tracto urinario. Es conocido como un microorganismo
intrahospitalario, dado que casi todas las infecciones por su causa se adquieren en el hospital
u ocurren en pacientes debilitados por enfermedades subyacentes (Murray, 2013) (Puerta-

Garcia & Mateos-Rodriguez, 2010).
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6.13.4 Pseudomona aeruginosa

Bacteria Gram negativa perteneciente a la rama y de las proteobacterias, a la que pertenecen
también las enterobacterias; potencialmente patdgena para el ser humano, capaz de crecer en
lugares con escasos nutrimentos, utilizando gran variedad de compuestos organicos como
sustrato. Constituye un importante problema de salud en centros hospitalarios, porque
produce infecciones (especialmente en pacientes con céncer y quemados) y genera
compuestos toxicos que causan dafio tisular extenso e interfieren con el funcionamiento del
sistema inmune. Ademas, algunas proteinas que intervienen en la infeccion de esta cepa,
como las exotoxinas A y S, y las enzimas hidroliticas degradan las membranas y tejidos
conjuntivos de diversos organos. Es un microorganismo de muy alta resistencia natural a

distintos antibioticos y desinfectantes (Soberdn, 2002).

6.13.5 Salmonella typhimurium

Bacilo Gram negativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, no formadora de
esporas, anaerobia facultativa y movil, que predomina en la flora intestinal y suele ser de alta
toxicidad debido a los polisacaridos que la conforman, los cuales también la protegen del
ambiente intestinal. Produce, tipicamente, 4 manifestaciones clinicas: gastroenteritis, que se
caracteriza por la aparicion de diarrea leve a fulminante, nduseas, vomito y afectacion de las
microvellosidades del intestino, 6 a 72 h después de la infeccion; bacteriemia o septicemia,
fiebre tifoidea o paratifoidea, la cual consiste en fiebre progresiva asociada a estrefiimiento
o diarrea profusa de caracter inflamatorio, y la condicion de portadoras de personas
infectadas (OMS, Hojas de informacion microbioldgica, 2008) (Puerta-Garcia & Mateos-
Rodriguez, 2010) (Murray, 2013).

6.13.6 Serratia marcescens

Bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae que causa
serias infecciones de las vias urinarias, neumonias, septicemias, meningitis, bacteriemias,
endocarditis, peritonitis, osteomielitis, asi como brotes nosocomiales en pacientes
inmunosuprimidos. Su adquisicidn tiene lugar principalmente en hospitales, por lo que se
considera un patdogeno oportunista. Presenta una compleja envoltura compuesta por 2

membranas distintas: una externa y otra interna, las cuales estdn formadas por proteinas y
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fosfolipidos; la membrana externa contiene lipopolisacaridos, es asimétrica y funciona como
barrera semipermeable de moléculas hidrofilicas (Cervantes-Garcia, Garcia-Gonzalez, &

Salazar-Schettino, 2014).

6.13.7 Shigella flexneri

Bacilo Gram negativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae y al serotipo B de
Shigella, es no esporulante, aerobio facultativo e inmdvil. Agente patdgeno entérico que se
transmite predominantemente por via fecal-oral y puede ocasionar enfermedades intestinales
graves, incluida la disenteria bacilar. Algunos de sus factores de virulencias son toxina tipo
shiga, enterotoxinas y factor de adherencia intestinal, su periodo de incubacién es de 24 a 72
h, generando inicialmente colicos, fiebre y diarrea acuosa (OMS, Hojas de informacion

microbiologica, 2008) (Murray, 2013).

6.13.8 Staphylococcus aureus

Coco Gram positivo que, generalmente, se dispone en forma de racimo, puede ser aerobio o
anaerobio, no es esporulante, no tiene flagelos, es inmovil, con actividad coagulasa y
catalasa. Posee diferentes enterotoxinas, responsables de la diarrea e incluso el vomito. Se
encuentra relativamente extendido en el medio ambiente, pero se halla principalmente en la
piel y las mucosas de los animales. Forma parte de la microflora humana y puede producir
enfermedad mediante 2 mecanismos, uno se basa en su capacidad para proliferar y
propagarse por los tejidos y otro en su capacidad para producir toxinas y enzimas
extracelulares. Cuando se multiplica en los tejidos puede producir manifestaciones como
fortinculos, infecciones cutaneas, postoperatorias de heridas e intestinales, septicemia,

endocarditis, osteomielitis y neumonia (OMS, Hojas de informacion microbiolédgica, 2008).

6.13.9 Staphylococcus epidermidis

Coco Gram positivo, organizado en forma de racimos de uvas que, a diferencia de S. aureus,
no produce enzima coagulasa. Se le encuentra en la microflora de la piel y mucosas de los
mamiferos y es generalmente inocuo; pero puede generar infecciones en pacientes
inmunocomprometidos o en quienes se han implantado dispositivos médicos como catéteres

intravasculares, valvulas cardiacas o protesis articulares, debido a su capacidad para formar
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biopelicula en distintas superficies y materiales, razon por la cual se le considera una bacteria

oportunista (Ortega-Pefia & Franco-Cendejas, 2014).

6.13.10 Vibrio parahaeomolyticus

Bacteria halofilica Gram negativa, miembro de la familia Vibrionaceae que esta presente en
ambientes estuarinos, marinos y costeros. Responsable de la gastroenteritis aguda humana,
asi como de infecciones en heridas, oido o septicemia en individuos con condiciones médicas
preexistentes. Posee 2 factores de virulencia: la hemolisina directa termoestable, una
proteina formadora de poros que contribuye a la colonizacion de la bacteria en humanos y la
hemolisina relacionada con TDH, con una funcion similar (Letchumanan, Chan, & Lee,

2014).
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VII. METODOLOGIA

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio Biotecnoambiental de la Universidad Popular
Autonoma del Estado de Puebla (UPAEP), de la Facultad de Biotecnologia, las plantas que
se usaron para el presente proyecto, provienen de regiones diferentes del estado de Puebla y
Morelos, por otro lado, los microorganismos que se emplearon para dicho proyecto fueron
ATTC y clinicos provenientes proporcionados por el Laboratorio de Salud Publica del Estado

de Puebla.

7.1 Plantas de estudio

Se seleccionaron 3 especies de plantas medicinales, 4. indica, P. granatum y T. lucida, las
cuales se eligieron, mediante una revision extensa en diversas bases de datos sobre plantas
medicinales con efecto antimicrobiano; estas planas son ampliamente distribuidas y
cultivadas en diferentes estados del pais, incluyendo Puebla. Sus datos de identificacion y
recoleccion se enlistan en la tabla 11; fueron cuidadosamente evaluadas para la extraccion de
sus compuestos, para ello se probaron tres diferentes solventes hasta obtener condiciones las

condiciones Optimas de extraccion.

Una de las consideraciones al respecto fue que las plantas fueran de facil acceso, ya que no
se contaba con los medios para mantenerlas bajo condiciones de cuidado controlado, por lo
que se realizd una recoleccion de acuerdo al estado de la planta, por otro lado, se hizo la
identificaron a través del jardin botanico de la BUAP, la cual hizo una valoracion cuidadosa
de las plantas.

Tabla 11: Informacion de identificacion de las plantas de estudio.

Especie vegetal Lugar Coordenadas ID BUAP

A. indica Tlaquiltenango, Morelos | Latitud: 18.63337, longitud: | Huap 64049
-99.161208, altitud: 921 m

P. granatum Puebla, Pue, Latitud: 19.09384, longitud: | Huap 64051
-98.214357, altitud: 2168 m

T. lucida Atlixco. Pue. Latitud: 18.913123, longitud: Huap 64050
-98.429389, altitud: 1841 m

Nota: Ubicacion geografica de las plantas medicinales seleccionadas.
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La recoleccion se realizo durante los meses de julio a septiembre, y de cada una de las plantas,
se seleccionaron las hojas verdes, estas debian cumplir los criterios siguientes: las hojas
deben observarse sanas y sin sintomas de infecciones ni dafios hechos por insectos, patdgenos
o las inclemencias del tiempo, una vez realizado este proceso de seleccion, se lavaron
cuidadosamente para eliminar residuos como el polvo, posteriormente se secaron durante 2
semanas hasta que fueran féciles de triturar de forma manual con ayuda de un mortero, para
este proceso fue necesario usar un tamiz para eliminar residuos sélidos que no se pueden

triturar, finalmente se almacenaron en frascos de vidrio estériles con tapa hermética.

7.2 Microorganismos indicadores

En este estudio se incluyeron 10 géneros de bacterias ATCC, las cuales sirvieron de
referencia para comparar el efecto inhibidor de los extractos debido a que entre sus
caracteristicas no presentan una resistencia especifica, ya que estos microorganismos son
identificados y controlados minuciosamente, lo que nos permite usarlos como modelos para
este trabajo. Otra razon por la cual se seleccionaron estos géneros, es por ser bacterias de
largos periodos de supervivencia sobre superficies inertes, algunas de ellas oportunistas

causantes de infecciones nosocomiales.

Tabla 12: Microorganismos indicadores para las pruebas de sensibilidad antimicrobiana.

Especie No. ATCC

Enterobacter aerogenes 13048
Escherichia coli 25922
Klebsiella pneumoniae 13883
Pseudomona aeruginosa 27853
Salmonella typhimurium 14028
Serratia marcescens 13880
Shigella flexneri 12022
Staphylococcus aureus 25923
Staphylococcus epidermidis 12228
Vibrio parahaemolyticus 17802

Nota: Nimeros ATCC de los microorganismos obtenidos por el Laboratorio de Salud Publica

del Estado de Puebla.
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7.3 Microorganismos multirresistentes

Se usaron también los siguientes 6 géneros de bacterias los cuales a diferencia de las ATCC,
presentan una resistencia especifica a antibioticos; €stas provienen de aislamientos clinicos,
es decir, fueron obtenidas mediante analisis que llevo a cabo el laboratorio estatal de salud
publica, en ensayos clinicos de pacientes que presentaron una infeccion intermitente de
acuerdo a su estancia en hospitales, los datos de estos pacientes son anénimos y con fines del
trabajo no se hard una evaluacion al respecto. Uno de los criterios mas importantes a destacar
de este grupo de estudio es que estos microorganismos multirresistentes de aislamiento

clinico, estan bien caracterizados y presentan una resistencia y sensibilidad especifica ante

antibidticos, por lo que para fines de esta investigacion resulta conveniente su uso.

Tabla 13: Microorganismos multirresistentes para las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana.

Especie Bionumero Resistencia

Escherichia coli 0405610450026611 | Ciprofloxacino

Klebsiella spp. 6605734673564210 | Ampicilina, Tigeciclina,
Nitrofurantoina

Salmonella typhimurium - -

Serratia marcescens 6425511451056230 | Piperacilinia/Tazobactam,
Cefazolina, Ceftriaxona,
Aztreonam, Nitrofurantoina

Staphylococcus aureus 010402072763271 Bencilpenicilina, Oxacilina,
Ciprofloxacino, Levofloxacino,
Moxifloxacino, Eritromicina,
Clindamicina

Staphylococcus epidermidis | 030400076221211 | Belcilpenicilina, Oxacilina,

Gentamicina, Ciprofloxacino,
Levofloxacino, Eritromicina,
Clindamicina, Trimetoprima/
Sulfametoxazol

Nota: Microrganismos de origen clinico obtenidas por el Laboratorio de Salud Publica del

Estado de Puebla.
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7.5 Secado y pulverizado

Previo a la preparacion de los extractos fue necesario un lavado, secado y molienda del
material vegetal, a fin de evitar la contaminacion de la planta, homogenizar la muestra e
incrementar el area superficial de contacto entre ésta y el solvente, debido a la reduccion de
tamaio del material vegetal que se logra con la molienda, la cual, a su vez, mejora la cinética

de la extraccion analitica, reduce el periodo de extraccion y aumenta su eficiencia.

Se lavaron con agua estéril las hojas de A. indica, P. granatum y T. lucida; se extendieron
sobre papel, en un cuarto a temperatura ambiente, y se dejaron reposando durante un periodo
de 2 semanas para eliminar progresivamente su humedad, hasta una cantidad menor al 10 %
(aproximadamente); volteando todo el material dos veces al dia para obtener un secado
uniforme y evitar que la humedad fuera una fuente para el crecimiento de bacterias, que en
su mayoria requieren mas del 40 % de humedad para poder reproducirse y especimenes de
hongos que crecen en un 15 a 20 % de humedad; la finalidad de este proceso fue estabilizar

y conservar en estas especies sus propiedades fisicas.

Para comprobar que las hojas estuvieran lo suficientemente secas, se doblaron y cuando éstas
se fragmentaron, se procedi6 a triturarlas con ayuda de un mortero hasta convertirlas en fino
polvo, separando unicamente hojas de las demas partes de cada planta. Se removieron
escombros del material granulado, haciendo pasar la molienda a través de un tamiz de 250

pm.

7.4 Preparacion de los extractos vegetales

Existen diferentes técnicas utilizadas para la elaboracion de extractos de plantas medicinales,
las cuales se pueden clasificar por su selectividad a determinados grupos de compuestos y
otras mas generales, que utilizan un arreglo de pasos consecutivos con solventes que van de
no polares a muy polares; algunos de los principales métodos usados con este fin son soxhlet,

sonicacion, maceracion y percolacion.
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La técnica que se seleccion6 parar extraer los componentes de las plantas en este estudio,
consistié en una maceracion en frio de los extractos, para no aplicar calor y, de esta manera,
evitar pérdidas de compuestos termoléabiles importantes que pudieran estar presentes en éstas;
debido a que los extractos se obtuvieron como una mezcla de sus componentes y no como
metabolitos aislados, por no contar con los medios necesarios para la purificacion e

identificacion de cada uno de ellos.

En el proceso se concentraron los extractos cloroformicos y etandlicos en rotavapor, y los
acuosos mediante liofilizacidn; se evalu6 la accion de 3 solventes: cloroformo para los
compuestos menos polares, etanol para los de polaridad intermedia y agua destilada para los
completamente polares, y se realizo la preparacion por triplicado para calcular un promedio

del extracto seco obtenido.

dSeclado Tritura(:io » M?.;eraci()n f;;i‘;‘;g:/ Redisolucién
e planta tamizado iltracion
P y y liofilizador en agua

Figura 2: Pasos generales para la preparacion de los extractos vegetales, elaboracion propia.

Se probaron, ademas, 3 preparaciones finales para los extractos: resuspenderlos con su
mismo solvente de maceracion, con diferente solvente y aplicando calor por infusion de las
plantas para determinar el método que extrae componentes de mayor accion contra

microorganismos patogenos.

7.6 Maceracion en frio

Este método, el cual consiste en colocar el material vegetal en un frasco cerrado con el
disolvente y dejarlo reposar a temperatura ambiente durante un periodo de al menos 3 dias
con agitacion frecuente, hasta que la materia soluble se disuelva; por lo que para este proceso
se probd con diferentes condiciones de extraccion asi como distintas proporciones

planta:solvente y tiempos de maceracion.

48



Se determind pesar 20 g del material triturado de cada planta, en matraces volumétricos de
250 mL, se colocé cada porcion y se le anadio 200 mL de cloroformo a cada uno (proporcion
1:10 vegetal:solvente), de manera que se generaron 9 extractos en total en esta primer etapa.
Se taparon y sellaron todos los matraces para evitar la evaporacion del solvente, se cubrieron
con papel aluminio para proteger los extractos de la luz y se dejaron reposar durante 5 dias,

agitando 2 veces al dia.

Después, las mezclas se colaron y clarificaron por filtracion al vacio, utilizando papel filtro
Whatman No. 1 para separar el polvo de las plantas de la solucion liquida, al cual se dejo
evaporar los restos de solvente y una vez seco se pes6 nuevamente, y se mezcld con 200 mL
de etanol, repitiendo el procedimiento descrito para los extractos cloroféormicos. Finalmente,
el pulverizado vegetal es recuperado en este paso, tras el filtrado de los extractos etanolicos,
se pesd y se mezcldo con 200 mL de agua destilada estéril, repitiendo por 3° ocasion el

procedimiento anterior. En total se obtuvieron 3 tipos de extractos por cada planta.

Maceracion » Maceracion » Maceracion en
en cloroformo en etanol agua destilada

Figura 3: Secuencia de maceraciones por polaridad de los solventes, elaboracion propia.

Se concentraron en rotavapor los extractos filtrados de cloroformo y etanol, mientras que los
acuosos se dividieron en 2 porciones, de las cuales se liofilizo una parte y se seco en rotavapor
la otra. Posteriormente, y como primera prueba, se hidrataron los extractos secos con el
mismo solvente con el que se maceraron, se esterilizaron a través de filtracion por membrana,
utilizando filtros Millipore de 0.22 pum y se almacenaron en tubos de vidrio estériles,
cubiertos con papel aluminio, a 4 °C hasta su uso para determinar su actividad

antimicrobiana. En una segunda etapa, se repitid la preparacion de los extractos, pero
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hidratando con agua destilada estéril, los extractos macerados en etanol y agua, y con acetato
de etilo los macerados en cloroformo y se almacenaron de la misma manera para evaluar

también su efecto inhibidor.

7.7 Secado en rotavapor

Se llevo a cabo una destilacion al vacio de los extractos filtrados de cloroformo y etanol, en
un evaporador rotatorio o rotavapor, para separar su fraccion mas volatil (los solventes), a
una temperatura menor a la de su punto de ebullicion, gracias a la presion de vacio con la que
trabaja el equipo y con la cual se evitd la aplicacion de temperaturas altas, para respetar las

caracteristicas del producto original.

El equipo utilizado fue un rotavapor Hahnvapor, marca Hahnshin Scientific CO, modelo HS-
2001NS, el cual se oper6 a presion reducida, 80 revoluciones por minuto (rpm) y temperatura
no mayor a 40 °C hasta evaporacion total de los solventes, condiciones que fueron
determinadas seleccionando la menor temperatura y velocidad a la que los solventes fueran
capaces de evaporarse. Se pesaron los matraces vacios y los matraces con los sedimentos
obtenidos al final de la destilacion al vacio, para conocer el rendimiento de la extraccion y la

concentracion de los extractos a evaluar sobre las bacterias.

7.8 Liofilizacion

Los extractos acuosos, por su parte, no se filtraron al vacio sino a través de gasas para quitar
el exceso de materia vegetal, después se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min, en un
equipo marca Thermo modelo HNS II, y se recuperaron los sobrenadantes, los cuales fueron

congelados a -15 °C para su conservacion hasta su uso.

Para secar los extractos acuosos, se descongelaron las muestras colocandolas a 4 °C, a fin de
evitar choques térmicos que pudieran afectar su composicion y se dividieron en 2 porciones,
una de las cuales se expuso a una mezcla de CO, y acetona para su congelacion.
Posteriormente, se pusieron en una liofilizadora marca Scientz modelo SC-10N a -40 °C y
15 Pa durante aproximadamente 8 horas, para la sublimacion de su contenido acuoso,

generando un cambio del estado so6lido a vapor del agua sin pasar por el liquido, el cual
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permite estabilizar y conservar los productos, asi como reducir las pérdidas de compuestos
labiles. Caracteristica que depende de 2 puntos criticos: la transferencia térmica y masica que

se produce en la sublimacion, para la cual es necesario alcanzar un equilibrio.

El material resultante fue recolectado y resguardado en frascos estériles, cubiertos con papel
aluminio para protegerlos de la luz, y se guardaron en un desecador para su conservacion

hasta su empleo.

7.9 Resuspension de los extractos

Los extractos, una vez secos, se disolvieron en su mismo solvente de maceraciéon a una
concentracion de 1 g/ml, asi como en acetato de etilo (los extractos cloroféormicos) y en agua
destilada estéril (los etanolicos y acuosos), a la misma concentracion, como parte de una
segunda etapa del proyecto, para evaluar la influencia del solvente sobre la accioén

antimicrobiana de los mismos.

7.15 Infusion de plantas

Se prepararon infusiones con cada una de las 3 plantas, para evaluar también su efecto
antimicrobiano sobre las bacterias de estudio y comparar la influencia de la temperatura en
la extracciéon de componentes activos; para ello, se disolvieron 5 g del material vegetal
previamente triturado de las plantas, en 250 ml de agua destilada estéril en punto de burbuja
y se dej6 hervir durante 20 minutos, hasta que el color de las mezclas se intensifico. Después
se dejaron reposar, a temperatura ambiente, por 30 minutos se volvieron a calentar, cuidando

que esta vez no ebulleran.

Las infusiones resultantes se vertieron, en condiciones de esterilidad (entre la flama de 2
mecheros), en frascos de vidrio estériles, los cuales se cerraron, se rotularon y almacenaron
a una temperatura de 4 °C, dejandose macerando con el triturado de las plantas durante 3
semanas. Transcurrido ese tiempo, las infusiones fueron filtradas a través de gasas,
centrifugadas, concentradas en rotavapor e hidratadas bajo las mismas condiciones que los

extractos acuosos anteriores, obteniéndose una concentracion final de 1 g/ml en cada una.

51



7.10 Pruebas de sensibilidad microbiana

La actividad antimicrobiana de los extractos se evalué mediante el método de Kirby Bauer
(difusion en disco), por ser el método oficial usado en muchos laboratorios de microbiologia
clinica para la realizacion de ensayos rutinarios de susceptibilidad antimicrobiana, que ha
sido recomendado por el NCCLS, anteriormente Comité Nacional de Estandares de
Laboratorios Clinicos, para determinar in vifro la inhibicion de bacterias, de rapido

crecimiento y algunas patogenas fastidiosas, ante nuevos agentes antimicrobianos.

Los resultados obtenidos con esta técnica son de tipo cualitativo, pero permiten clasificar a
la bacteria como susceptible, intermedia o resistente. Este método ofrece ventajas como
sencillez, bajo costo, capacidad para evaluar gran cantidad de microorganismos y agentes
antimicrobianos, y facilidad para interpretar los resultados (Prat, 2004) (Balouiri, Sadiki, &

Ibnsouda, 2016).

Se realizaron 3 repeticiones de cada prueba de sensibilidad antimicrobiana, las cuales se
dividieron por tipo de planta, colocando por triplicado los discos con los extractos de una

misma especie vegetal.

7.11 Preparacion del inéculo

Previo a la prueba de difusion en disco, se realizo, siguiendo el método de suspension directa
de colonias, una solucion con las bacterias a analizar; se tomaron 3 a 5 colonias con un asa,
a partir de placas de cultivo, sembradas con anterioridad en base agar, con crecimientos de
18 a 24 h, se depositaron en 5 ml de suero fisiologico y se ajustaron los indculos a una
turbidez equivalente a la del estandar MacFarland 0.5 con ayuda de un espectrofotoémetro
UV Vis marca HACH modelo DR 2800, a una longitud de onda de 625 nm, lo que resulté en
una suspension con 1 a 2 x 108 UCF/mL que se homogenizo en un agitador "vortex" durante

15-20 segundos.

52



7.12 Preparacion de estandar MacFarland 0.5

Se utiliz6 un estandar de turbidez de BaSOs, equivalente a un estdndar MacFarland 0.5 o su
equivalente Optico para estandarizar la densidad de los indculos usados en las pruebas de
susceptibilidad. Para prepararlo se mezclo 0.5 ml de 0.048 M de BaCl, (1,175%
BaCl,+2H>0) en 99,5 ml de 0.18 M H>SO4 (1% v/v) con agitacion constante y se verifico
que su absorcion a 625 nm estuviera entre 0.08 y 0.10. Se distribuyeron alicuotas de 4 a 6 ml

en tubos con tapon de rosca y se guardaron en la oscuridad a temperatura ambiente.

7.13 Inoculacion de las placas

Antes de transcurridos 15 minutos de haber ajustado los indculos, se colocaron 100 uL de las
suspensiones en placas de 100 x 15 mm con agar Mueller-Hinton, distribuyéndolos de
manera uniforme sobre toda la superficie de la placa, sin dejar ninguna zona libre, con ayuda
de perlas de ebullicion, rotando la placa unos 60° y moviendo en todas direcciones; se dejaron
entreabiertas las tapas de las placas, por 3 a 5 minutos, sin exceder de los 15, para permitir
que el exceso de humedad en la superficie se absorbiera antes de aplicar el disco con el

extracto.

7.14 Dispensacion de los discos

Se prepararon los discos con los extractos vegetales, colocando 20 uL de cada uno de estos
y de los solventes de extraccion, utilizados como controles negativos, sobre discos de papel
filtro (Whatman No. 1) de 6 mm de didmetro, previamente esterilizados, y se dejaron secar
completamente en la campana de flujo laminar. La masa final obtenida en cada disco fue de

10 mg.

Una vez seca la superficie del medio de cultivo y los solventes evaporados, se colocaron 12

discos en cada caja por cepa probada, como se muestra en el siguiente diagrama.
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Figura 4: Disposicion de los discos con los extractos y blancos en placa, elaboracion propia.

Después se incubaron las placas invertidas a 37 °C en atmosfera aerdbica, dentro de una
incubadora marca ECOSHEL modelo 9165. Se realizaron evaluaciones a las 18 horas y
después a las 24 horas. Como controles negativos se utilizaron los solventes empleados en la
preparacion de los extractos. Una vez finalizados los periodos de incubacion, se midieron los

halos de inhibicion, incluyendo los didmetros de los discos (Prat, 2004).
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico multifactorial con un nivel de confianza del 95%, con los
halos de inhibicion obtenidos de cada extracto, utilizando como variable independiente los
diametros en mm de dichos halos y como factores los tipos de extractos y los
microorganismos. Se aplico, ademas, una prueba de comparaciéon multiple de medias de
Tukey, al obtenerse una diferencia significativa en el andlisis ANOVA, para determinar los
extractos mas efectivos. Se llevaron a cabo andlisis estadisticos individuales, por tipo de
preparacion de los extractos (Ver anexos), asi como uno global y se utilizo, para ello, el

software IBM SPSS Statistics.

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana mostraron inhibicién en varias de las bacterias
de estudio, producida principalmente por extractos de 7. /ucida y en algunos casos por P.
granatum, A. indica, por su parte, presentd minima accion antibacteriana. A continuacion se
exponen los andlisis de varianza y de comparacion de medias de Tukey, asi como los graficos

y algunas imagenes de los halos inhibicién obtenidos en cada microorganismo evaluado.
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Tabla 14: Halos de inhibicion promedio obtenidos en las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana sobre E. coli ATCC 25922

‘ Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 3 ‘ X | )y
Extractos con el mismo solvente

G-A-A 0.0 0.0 0.0 0.0] 0.0
G-C-C 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
G-E-E 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
P-A-A 0.0 0.0 0.0 0.0] 0.0
P-C-C 8.0 7.0 7.3 74| 0.5
P-E-E 8.0 9.3 9.0 8.8 0.7
N-A-A 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
N-C-C 0.0 0.0 0.0 0.0] 0.0
N-E-E 0.0 0.0 0.0 0.0] 0.0

Extractos con diferente solvente

G-C-Ac 0.0 0.0 - 0.0 0.0
G-E-A 0.0 0.0 - 0.0 0.0
P-C-Ac 7.7 8.3 - 80| 0.5
P-E-A 8.0 7.7 - 7.8] 0.2
N-C-Ac 0.0 0.0 - 0.0 0.0
N-E-A 0.0 0.0 - 0.0 0.0

Extractos con aplicacion de calor

TG 0.0 0.0 - 0.0] 0.0
TP 7.3 7.3 - 731 0.0
TN 0.0 0.0 - 0.0 0.0

Nota: Granado macerado y disuelto en agua (G-A-A); granado macerado y disuelto en
cloroformo (G-C-C); granado macerado y disuelto en etanol (G-E-E); pericon macerado y
disuelto en agua (P-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); pericén
macerado y disuelto en etanol (P-E-E); neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); neem
macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E);
granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); granado macerado
con etanol y disuelto en agua (G-E-A); pericon macerado con cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (P-C-Ac); pericon macerado con etanol y disuelto en agua (P-E-A); neem
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (N-C-Ac); neem macerado con etanol
y disuelto en agua (N-E-A); infusion de granado (TG); infusiéon de pericon (TP); infusion de
neem (TN).
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Grafica 1: Halos de inhibicion promedio de los extractos, en E. coli ATCC 25922
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Nota: Barras de error 95% IC.

La grafica 1 muestra que el diametro del halo de inhibicion de mayor tamafio (8.78 mm) en
presencia de E. coli ATCC 25922, fue producido por el extracto de pericon macerado y
disuelto con etanol (P-E-E), seguido por los halos generados por los extractos de pericon
macerado en cloroformo y disuelto con acetato de etilo (P-C-Ac); pericobn macerado en etanol
y disuelto con agua (P-E-A) e infusion de pericon. Los extractos de las demds plantas no
presentaron efecto de inhibicion sobre el microorganismo; sin embargo, los diametros

obtenidos con los extractos de pericon son pequefios.
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Halo de mayor inhibicién de 8.78 Halo de menor inhibicién de 7.33
mm, producido por el extracto P- mm, producido por el extracto TP,
E-E, en E. coli ATCC 25922. en E. coli ATCC 25922.

Figura 5: Halos de inhibicion A) Pericon macerado y disuelto en etanol (P-E-E), B) Infusion

de pericon (TP), en E. coli ATCC 25922.

-
¢

Figura 6: Halos de inhibicion producidos por el extracto de pericon macerado en

cloroformo y disuelto con acetato de etilo (P-C-Ac), en E. coli ATCC 25922.
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Tabla 15: Halos de inhibicion promedio obtenidos en las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana sobre E. coli Clinico 0405610450026611

‘ Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 3 ‘ X | )y
Extractos con el mismo solvente

G-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-C-C 8.67 8.67 9.00 8.78 | 0.19
P-E-E 11.67 13.67 1133 |12.22] 1.26
N-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00

Extractos con diferente solvente

G-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
G-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
P-C-Ac 11.00 11.00 - 11.00| 0.00
P-E-A 10.67 9.67 - 10.17| 0.71
N-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
N-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Extractos con aplicacion de calor

TG 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
TP 8.33 7.33 - 7.83 1 0.71
TN 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Nota: Granado macerado y disuelto en agua (G-A-A); granado macerado y disuelto en
cloroformo (G-C-C); granado macerado y disuelto en etanol (G-E-E); pericon macerado y
disuelto en agua (P-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); pericén
macerado y disuelto en etanol (P-E-E); neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); neem
macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E);
granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); granado macerado
con etanol y disuelto en agua (G-E-A); pericon macerado con cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (P-C-Ac); pericon macerado con etanol y disuelto en agua (P-E-A); neem
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (N-C-Ac); neem macerado con etanol
y disuelto en agua (N-E-A); infusion de granado (TG); infusiéon de pericon (TP); infusion de
neem (TN).
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Grafica 2: Halos de inhibicidén promedio de los extractos, en E. coli Clinico

0405610450026611
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Nota: Barras de error 95% IC.

En la grafica 2 se observa que el diametro del halo de inhibicion de mayor tamafno (12.22
mm) en presencia de E. coli Clinico 0405610450026611, fue producido por el extracto de
pericon, macerado y disuelto con etanol (P-E-E), seguido por los halos generados por los
extractos de pericon, macerado en cloroformo y disuelto con acetato de etilo (P-C-Ac);
pericon, macerado en etanol y disuelto con agua (P-E-A); pericon, macerado y disuelto con
cloroformo (P-C-C) e infusion de pericon. Los extractos de las demas plantas no presentaron
efecto de inhibicidon sobre el microorganismo, resultados que coinciden con los de E. coli

ATCC 25922, excepto por el tamafio de los didmetros.
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Halo de mayor inhibicion de 12.22 Halo de menor inhibicion de 7.83

mm, producido por el extracto P- mm, producido por el extracto
E-E, en E. coli clinico (TP), en E. coli clinico
0405610450026611. 0405610450026611.

Figura 7: Halos de inhibicion A) Pericon macerado y disuelto en etanol (P-E-E), B) Infusion

de pericon (TP), en E. coli Clinico 0405610450026611.

—

Figura 8: Placa de E. coli clinico 0405610450026611 con extractos de pericon disueltos en

diferente solvente de maceracion.
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Tabla 16: Halos de inhibicion promedio obtenidos en las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana sobre K. pneumoniae ATCC 13883

Extracto | Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 3 ‘ X | )y
Extractos con el mismo solvente

G-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00

Extractos con diferente solvente

G-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
G-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
P-C-Ac 8.00 9.33 - 8.67 | 0.94
P-E-A 9.33 11.33 - 10.33| 1.41
N-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
N-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Extractos con aplicacion de calor

TG 11.67 8.67 - 10.17] 2.12
TP 11.33 10.00 - 10.67| 0.94
TN 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Nota: Granado macerado y disuelto en agua (G-A-A); granado macerado y disuelto en
cloroformo (G-C-C); granado macerado y disuelto en etanol (G-E-E); pericon macerado y
disuelto en agua (P-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); pericén
macerado y disuelto en etanol (P-E-E); neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); neem
macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E);
granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); granado macerado
con etanol y disuelto en agua (G-E-A); pericon macerado con cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (P-C-Ac); pericon macerado con etanol y disuelto en agua (P-E-A); neem
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (N-C-Ac); neem macerado con etanol
y disuelto en agua (N-E-A); infusion de granado (TG); infusiéon de pericon (TP); infusion de
neem (TN).
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Grafica 3: Halos de inhibicion promedio de los extractos, en K. pneumoniae ATCC 13883
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Nota: Barras de error 95% IC.

La mayor inhibicién obtenida en K. pneumoniae ATCC 13883, como se aprecia en la grafica
3, fue generada por la infusioén de pericon (10.67 mm), muy similar al halo producido por el
extracto de pericon macerado en etanol y disuelto con agua destilada (P-E-A) y la infusién
de granado; seguidos por pericon macerado en cloroformo y disuelto con acetato de etilo (P-
C-Ac). Los extractos de las demdas plantas no presentaron efecto de inhibicidon sobre el
microorganismo. Cabe mencionar, que de los diferentes extractos de granado solo el
preparado con calor pudo inhibir esta bacteria, lo que sugiere que la aplicacion de temperatura

puede influir en la extraccion de compuestos activos.
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| 8.67_mn1 | b

Halo de mayor inhibicion de 10.67 Halo de menor inhibicion de 8.67
mm, producido por el extracto TP,

mm, producido por el extracto P-
en K. pneumoniae ATCC 13883.

C-Ac, en K. pneumoniae ATCC
13883.

Figura 9: Halos de inhibicion A) Infusion de pericon (TP), B) Pericon macerado con

cloroformo y disuelto en acetato de etilo (P-C-Ac), en K. pneumoniae ATCC 13883.

Figura 10: Placa de K. pneumoniae ATCC 13883 con extractos de pericon disueltos en

diferente solvente de maceracion.
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Tabla 17: Halos de inhibicion promedio obtenidos en las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana sobre P. aeruginosa ATCC 27853

Extracto ‘ Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 3 ‘ X | X
Extractos con el mismo solvente

G-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00

Extractos con diferente solvente

G-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
G-E-A 13.00 10.00 - 11.50] 2.12
P-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
P-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
N-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
N-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Extractos con aplicacion de calor

TG 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
TP 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
TN 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Nota: Granado macerado y disuelto en agua (G-A-A); granado macerado y disuelto en
cloroformo (G-C-C); granado macerado y disuelto en etanol (G-E-E); pericon macerado y
disuelto en agua (P-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); pericon
macerado y disuelto en etanol (P-E-E); neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); neem
macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E);
granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); granado macerado
con etanol y disuelto en agua (G-E-A); pericon macerado con cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (P-C-Ac); pericon macerado con etanol y disuelto en agua (P-E-A); neem
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (N-C-Ac); neem macerado con etanol
y disuelto en agua (N-E-A); infusion de granado (TG); infusion de pericon (TP); infusion de
neem (TN).
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Griéfica 4: Halos de inhibicion promedio de los extractos, en P. aeruginosa ATCC 27853
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Nota: Barras de error 95% IC.

Los resultados obtenidos sobre P. aeruginosa ATCC 27853, muestran inhibicion, al menos
por uno de los extractos: granado macerado en etanol y disuelto con agua destilada (G-E-A),
lo cual es relevante considerando que P. aeruginosa constituye un problema serio para la
salud, entre otras cosas, porque presenta muy alta resistencia natural a diferentes antibidticos
y desinfectantes, ademas que es capaz de colonizar diversas superficies, incluso en los
ambientes mas inhdspitos, por lo que se le puede encontrar en hospitales y es causa de
diversas infecciones nosocomiales. Los datos muestran, ademas, que el solvente en el que se

disuelven los extractos influye en el efecto antibacteriano.
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Halo de mayor inhibicién de 11.50
mm, producido por el extracto G-E-

A, en P. aeruginosa ATCC 27853.

Figura 11: Halo de inhibiciéon A) Granado macerado en etanol y disuelto con agua destilada

(G-E-A), en P. aeruginosa ATCC 27853.

Figura 12: Halos de inhibicion producidos por los extractos de granado macerado en etanol

y disuelto con agua destilada (G-E-A), en P. aeruginosa ATCC 27853.
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Tabla 18: Halos de inhibicion promedio obtenidos en las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana sobre S. aureus Clinico 010402072763271

Extracto ‘ Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 3 ‘ X ‘ Py
Extractos con el mismo solvente
G-A-A 17.33 17.67 14.67 |16.56| 1.64
G-C-C 7.00 8.67 7.00 7.56 | 0.96
G-E-E 15.67 18.00 1633 [16.67| 1.20
P-A-A 9.00 12.00 12.00 |[11.00] 1.73
P-C-C 12.00 13.33 12.00 |[12.44| 0.77
P-E-E 12.00 12.67 12.00 |12.22] 0.39
N-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-C-C 16.33 17.67 18.67 |17.56| 1.17
N-E-E 12.00 11.33 13.67 |12.33] 1.21
Extractos con diferente solvente
G-C-Ac 8.00 7.67 - 7.84 | 0.23
G-E-A 14.33 14.33 - 14.33] 0.00
P-C-Ac 14.67 17.00 - 15.84| 1.65
P-E-A 15.00 11.33 - 13.17| 2.60
N-C-Ac 10.00 13.67 - 11.84| 2.60
N-E-A 9.00 12.33 - 10.67| 2.35
Extractos con aplicacion de calor
TG 12.33 11.33 - 11.83] 0.71
TP 14.00 12.33 - 13.17| 1.18
TN 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Nota: Granado macerado y disuelto en agua (G-A-A); granado macerado y disuelto en
cloroformo (G-C-C); granado macerado y disuelto en etanol (G-E-E); pericon macerado y
disuelto en agua (P-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); pericén
macerado y disuelto en etanol (P-E-E); neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); neem
macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E);
granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); granado macerado
con etanol y disuelto en agua (G-E-A); pericon macerado con cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (P-C-Ac); pericon macerado con etanol y disuelto en agua (P-E-A); neem
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (N-C-Ac); neem macerado con etanol
y disuelto en agua (N-E-A); infusion de granado (TG); infusiéon de pericon (TP); infusion de
neem (TN).
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Grafica S: Halos de inhibicion promedio de los extractos, en S. aureus Clinico

010402072763271
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Nota: Barras de error 95% IC.

Como se observa en la grafica 5, este microorganismo presentd mayor sensibilidad a los
compuestos de las plantas, en comparacion con los demas, al ser inhibido por la mayoria de
los extractos, de los cuales el mayor halo de inhibicion corresponde al extracto de neem
macerado y disuelto con cloroformo (N-C-C) y el menor, al extracto de granado macerado y
disuelto en cloroformo (G-C-C); s6lo el extracto acuoso de neem y su infusiéon no fueron

capaces de inhibir a S. aureus Clinico 010402072763271.
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| 7.56 mm I

Halo de mayor inhibicion de 17.56 Halo de menor inhibicién de 7.56

mm, producido por el extracto N- mm, producido por el extracto G-
C-C, en S. aureus Clinico

C-C, en S. aureus Clinico
010402072763271.

010402072763271.

D)

15.83 mm |

Halo de 15.83 mm de inhibicidén, Halo de 16.56 mm de inhibicion,
producido por el extracto P-C-Ac, producido por el extracto G-A-A,
en S. aureus Clinico en S. aureus Clinico

010402072763271. 010402072763271.
Figura 13: Halos de inhibiciéon A) Neem macerado y disuelto con cloroformo (N-C-C), B)

Granado macerado y disuelto con cloroformo (G-C-C), C) Pericén macerado en cloroformo
y disuelto con acetato de etilo (P-C-Ac), C) Granado macerado y disuelto con agua, en S.

aureus Clinico 010402072763271.
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Tabla 19: Halos de inhibicion promedio obtenidos en las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana sobre S. epidermidis ATCC 12228

Prueba | Prueba

Extracto Prueba 1 2 3 X 2
Extractos con el mismo solvente
G-A-A 13.33 14.33 15.33 |14.33| 1.00
G-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-E-E 14.33 17.33 14.33 |15.33| 1.73
P-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-C-C 13.33 10.00 12.33 |11.89] 1.71
P-E-E 12.33 12.67 11.67 |12.22] 0.51
N-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-C-C 7.00 7.33 9.00 7.78 | 1.07
N-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00

Extractos con diferente solvente

G-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
G-E-A 12.67 10.00 - 11.34] 1.89
P-C-Ac 9.33 9.00 - 9.17 | 0.23
P-E-A 15.00 16.33 - 15.67] 0.94
N-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
N-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Extractos con aplicacion de calor

TG 11.67 9.00 - 10.34] 1.89
TP 7.33 7.00 - 7.17 1 0.23
TN 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Nota: Granado macerado y disuelto en agua (G-A-A); granado macerado y disuelto en
cloroformo (G-C-C); granado macerado y disuelto en etanol (G-E-E); pericon macerado y
disuelto en agua (P-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); pericon
macerado y disuelto en etanol (P-E-E); neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); neem
macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E);
granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); granado macerado
con etanol y disuelto en agua (G-E-A); pericon macerado con cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (P-C-Ac); pericon macerado con etanol y disuelto en agua (P-E-A); neem
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (N-C-Ac); neem macerado con etanol
y disuelto en agua (N-E-A); infusion de granado (TG); infusion de pericon (TP); infusion de
neem (TN).
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Grafica 6: Halos de inhibicion promedio de los extractos, en S. epidermidis ATCC 12228

20+
—
E
E
L
5 1
0 157 {‘
5 B
2
= WL%
o
107
o -+
£ i
o 1
k
5-—
=
R R R e A e R EEEE.
PO EORNEONE S 2 ON R e g8
NI T LR L S N S B
: : 8 3
(=] ﬂg‘E
g::
Extractos

Nota: Barras de error 95% IC.

El S. epidermidis ATCC 12228 presento, de manera similar al S. aureus clinico, sensibilidad
ante la mayoria de extractos pero en menor medida; su mayor inhibicién se obtuvo con el
extracto de pericon macerado en etanol y disuelto con agua (P-E-A), mientras que su menor
inhibicion corresponde a la infusion de pericon. De la grafica 6 podemos resaltar, que las 2
plantas que mas inhiben esta bacteria son granado y pericoén, neem soélo lo inhibe un poco

cuando es macerado y disuelto en cloroformo.
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Halo de mayor inhibicion de 15.67 Halo de menor inhibicion de 7.17
mm, producido por el extracto P-
E-A, en S. epidermidis ATCC
12228.

Figura 14: Halos de inhibicion A) Pericon macerado en etanol y disuelto con agua destilada,

B) Infusion de pericon (TP), en S. epidermidis ATCC 12228.

mm, producido por el extracto TP,

en S. epidermidis ATCC 12228.

Figura 15: Placa de S. epidermidis ATCC 12228 con extractos de granado disueltos en

diferente solvente de maceracion.
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Tabla 20: Halos de inhibicion promedio obtenidos en las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana sobre S. epidermidis Clinico 030400076221211

Extracto |Prueba 1 ‘ Prueba 2 ‘ Prueba 3 ‘ X ‘ Py
Extractos con el mismo solvente
G-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-E-E 13.67 14.33 1433 |14.11] 0.38
P-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-C-C 11.67 9.33 1033 |10.44| 1.17
P-E-E 11.67 11.00 10.00 |10.89| 0.84
N-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-C-C 8.67 11.00 8.33 9.33 | 145
N-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
Extractos con diferente solvente
G-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
G-E-A 12.00 10.67 - 11.34] 0.94
P-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
P-E-A 8.33 7.00 - 7.67 | 0.94
N-C-Ac 7.33 9.67 - 8.50 | 1.65
N-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
Extractos con aplicacion de calor
TG 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
TP 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
TN 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Nota: Granado macerado y disuelto en agua (G-A-A); granado macerado y disuelto en
cloroformo (G-C-C); granado macerado y disuelto en etanol (G-E-E); pericon macerado y
disuelto en agua (P-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); pericén
macerado y disuelto en etanol (P-E-E); neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); neem
macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E);
granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); granado macerado
con etanol y disuelto en agua (G-E-A); pericon macerado con cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (P-C-Ac); pericon macerado con etanol y disuelto en agua (P-E-A); neem
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (N-C-Ac); neem macerado con etanol
y disuelto en agua (N-E-A); infusion de granado (TG); infusiéon de pericon (TP); infusion de
neem (TN).
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Grafica 7: Halos de inhibicion promedio de los extractos, en S. epidermidis Clinico

030400076221211
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Nota: Barras de error 95% IC.

La grafica 7 muestra los extractos capaces de inhibir a S. epidermidis clinico
030400076221211 y sus respectivos diametros de inhibicion promedio, en ella podemos
apreciar que también son el pericon y el granado, las plantas que mejor impiden su
crecimiento, siendo el extracto de granado macerado y disuelto en etanol el que mayor
inhibicion produce, y contrario a la cepa anterior, el extracto de pericon macerado con etanol
y disuelto en agua (P-E-A), el de menor. Por otra parte, comparando esta grafica y la anterior,
podemos observar diferencias entre ambos microorganismos, aun siendo de la misma
especie; por ejemplo los extractos de granado macerado y disuelto en agua (G-A-A), pericon
macerado en cloroformo y disuelto con acetato de etilo (P-C-Ac) y las infusiones de pericon

y granado, inhiben solo a S. epidermidis ATCC 12228.
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Halo de mayor inhibicion de 14.11 Halo de menor inhibicion de 7.67
mm, producido por el extracto G-

mm, producido por el extracto P-
E-E, en S. epidermidis Clinico ) o .
030400076221211. E-A, en S. epidermidis Clinico

030400076221211.

Figura 16: Halos de inhibicion A) Granado disuelto y macerado con etanol (G-E-E), B)
Pericon macerado en etanol y disuelto con agua destilada (P-E-A), en S. epidermidis Clinico

030400076221211.

Figura 17: Placa de S. epidermidis clinico 030400076221211 con extractos de pericon

disueltos en su mismo solvente de maceracion.
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Tabla 21: Halos de inhibicion promedio obtenidos en las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana sobre S. flexneri ATCC 12022

Extracto ‘ Prueba 1 ‘ Prueba 2 | Prueba 3 ‘ X | Py
Extractos con el mismo solvente
G-A-A 19.33 16.67 18.67 |18.22| 1.39
G-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-E-E 16.00 18.00 1933 | 17.78| 1.68
P-A-A 8.00 9.67 7.00 822 | 1.35
P-C-C 8.33 10.00 10.33 9.55 | 1.07
P-E-E 14.33 16.67 15.67 |15.56| 1.17
N-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
Extractos con diferente solvente
G-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
G-E-A 16.67 16.33 - 16.50| 0.24
P-C-Ac 13.33 15.67 - 14.50| 1.65
P-E-A 17.00 16.33 - 16.67| 0.47
N-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
N-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
Extractos con aplicacion de calor
TG 19.33 18.00 - 18.67| 0.94
TP 10.33 9.00 - 9.67 | 0.94
TN 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Nota: Granado macerado y disuelto en agua (G-A-A); granado macerado y disuelto en
cloroformo (G-C-C); granado macerado y disuelto en etanol (G-E-E); pericon macerado y
disuelto en agua (P-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); pericon
macerado y disuelto en etanol (P-E-E); neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); neem
macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E);
granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); granado macerado
con etanol y disuelto en agua (G-E-A); pericon macerado con cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (P-C-Ac); pericon macerado con etanol y disuelto en agua (P-E-A); neem
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (N-C-Ac); neem macerado con etanol
y disuelto en agua (N-E-A); infusion de granado (TG); infusion de pericon (TP); infusion de
neem (TN).
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Grafica 8: Halos de inhibicion promedio de los extractos, en S. flexneri ATCC 12022
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Nota: Barras de error 95% IC.

En el caso de S. flexneri ATCC 12022, la inhibicion principal estuvo dada por los extractos
de granado, seguidos por los extractos de pericon; neem no presentd accion antimicrobiana
sobre esta cepa. El halo de inhibicion mas grande, detectado en esta especie, fue producido
por la infusioén de granado, cuyo didmetro, muy cercano al del extracto acuoso de la misma
planta, permite suponer que no hay diferencias en los compuestos extraidos con y sin
temperatura. El efecto antimicrobiano encontrado sobre este microorganismo constituye un
resultado favorable, considerando que se trata de una bacteria Gram negativa, cuya estructura
le confiere una resistencia innata a diversos activos, por las enzimas hidroliticas, enzimas
inactivadoras de antibidticos y proteinas de transporte presentes en el espacio periplasmico
entre su membrana citoplasmatica y su pared celular (Radulovic, Blagojevic, Stojanovic-

Radic, & Stojanovic, 2013).
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Halo de mayor inhibicion de 18.67 Halo de menor inhibicion de 8.22
mm, producido por el extracto TG,
en S. flexneri ATCC 12022.

mm, producido por el extracto P-

A-A, en S. flexneri ATCC 12022.

Figura 18: Halos de inhibicion A) Infusion de granado (TG), B) Pericon macerado y
disuelto con agua (P-A-A), en S. flexneri ATCC 12022.

Figura 19: Placa de S. flexneri ATCC 12022 con extractos de granado disueltos en su mismo

solvente de maceracion.
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Tabla 22: Halos de inhibicion promedio obtenidos en las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana sobre S. marcescens Clinico 6425511451056230

Extracto | Prueba 1| Prueba 2 | Prueba 3 ‘ X ‘ Py
Extractos con el mismo solvente
G-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-C-C 12.33 13.33 12.00 |12.55] 0.69
P-E-E 11.67 8.33 1033  |10.11] 1.68
N-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
Extractos con diferente solvente
G-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
G-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
P-C-Ac 7.00 8.33 - 7.67 | 0.94
P-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
N-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
N-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
Extractos con aplicacion de calor
TG 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
TP 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
TN 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Nota: Granado macerado y disuelto en agua (G-A-A); granado macerado y disuelto en
cloroformo (G-C-C); granado macerado y disuelto en etanol (G-E-E); pericon macerado y
disuelto en agua (P-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); pericén
macerado y disuelto en etanol (P-E-E); neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); neem
macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E);
granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); granado macerado
con etanol y disuelto en agua (G-E-A); pericon macerado con cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (P-C-Ac); pericon macerado con etanol y disuelto en agua (P-E-A); neem
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (N-C-Ac); neem macerado con etanol
y disuelto en agua (N-E-A); infusion de granado (TG); infusiéon de pericon (TP); infusion de
neem (TN).
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Grafica 9: Halos de inhibicion promedio de los extractos, en S. marcescens Clinico

6425511451056230
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Nota: Barras de error 95% IC.

Este microorganismo es también una bacteria Gram negativa, que ademas por provenir de
un aislamiento clinico y presentar resistencia a determinados antibidticos, constituye un
patdgeno dificil de inhibir; por lo que al menos la inhibicidon obtenida es un resultado positivo
que puede mejorarse, aislando e identificando el compuesto quimico responsable de la accion
antimicrobiana de los extractos de pericon, se espera que dichos componentes sean no polares
por la base cloroférmica con la que se extrajeron. Los extractos de granado y neem, por su

parte, no tienen efecto antibacteriano sobre esta cepa.
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Halo de mayor inhibicion de 12.56 Halo de menor inhibicion de 7.67
mm, producido por el extracto P-

C-C, en S. marcescens Clinico .
6425511451056230. C-Ac, en S. marcescens Clinico

6425511451056230.

mm, producido por el extracto P-

Figura 20: Halos de inhibicion A) Pericon macerado y disuelto con cloroformo (P-C-C),
B) Pericon macerado en cloroformo y disuelto con acetato de etilo (P-C-Ac), en S.

marcescens Clinico 6425511451056230.

Figura 21: Placa de S. marcescens clinico 6425511451056230 con extractos de pericon

disueltos en su mismo solvente de maceracion.
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Tabla 23: Halos de inhibicion promedio obtenidos en las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana sobre S. typhimurium Clinico

Extracto ‘Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 3 ‘ X | )y
Extractos con el mismo solvente
G-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-E-E 14.67 11.67 14.67 |13.67| 1.73
P-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
P-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-E-E 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
Extractos con diferente solvente
G-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
G-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
P-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
P-E-A 8.67 8.33 - 8.50 | 0.24
N-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
N-E-A 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
Extractos con aplicacion de calor
TG 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
TP 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
TN 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Nota: Granado macerado y disuelto en agua (G-A-A); granado macerado y disuelto en
cloroformo (G-C-C); granado macerado y disuelto en etanol (G-E-E); pericon macerado y
disuelto en agua (P-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); pericén
macerado y disuelto en etanol (P-E-E); neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); neem
macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E);
granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); granado macerado
con etanol y disuelto en agua (G-E-A); pericon macerado con cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (P-C-Ac); pericon macerado con etanol y disuelto en agua (P-E-A); neem
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (N-C-Ac); neem macerado con etanol
y disuelto en agua (N-E-A); infusion de granado (TG); infusiéon de pericon (TP); infusion de
neem (TN).
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Grafica 10: Halos de inhibicion promedio de los extractos, en S. typhimurium Clinico
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Nota: Barras de error 95% IC.

Como se muestra en la grafica 10, solo 2 extractos fueron capaces de inhibir este
microorganismo, uno de granado y otro de pericon, pero ambos macerados con etanol, de

modo que sus componentes deben ser medianamente polares; sin embargo los halos

obtenidos no son muy claros.
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Halo de mayor inhibicion de 13.67 | Halo de menor inhibicion de 8.50
mm, producido por el extracto G- | mm, producido por el extracto P-
E-E, en S. typhimurium Clinico. E-A, en S. typhimurium Clinico.

Figura 22: Halos de inhibicion A) Granado macerado y disuelto con etanol, (G-E-E), B)

pericon macerado con etanol y disuelto en agua destilada (P-E-A), en S. typhimurium Clinico.

Figura 23: Placa de S. typhimurium clinico con extractos de granado disueltos en su mismo

solvente de maceracion.
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antimicrobiana sobre V. parahaemolyticus ATCC 17802

Tabla 24: Halos de inhibicion promedio obtenidos en las pruebas de sensibilidad

Extracto |Prueba 1 ‘ Prueba 2 ‘ Prueba 3 | X ‘ )y
Extractos con el mismo solvente
G-A-A 14.67 16.00 12.67 |[14.45] 1.68
G-C-C 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
G-E-E 14.33 17.67 14.67 |[15.56| 1.84
P-A-A 7.00 9.00 8.00 8.00 | 1.00
P-C-C 8.00 8.00 9.00 8.33 | 0.58
P-E-E 15.00 14.67 14.00 |14.56| 0.51
N-A-A 0.00 0.00 0.00 0.00 | 0.00
N-C-C 7.00 7.33 7.00 7.11 | 0.19
N-E-E 9.00 7.00 8.33 8.11 | 1.02
Extractos con diferente solvente
G-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
G-E-A 19.67 21.67 - 20.67| 1.41
P-C-Ac 10.67 9.00 - 9.84 | 1.18
P-E-A 14.00 12.33 - 13.17] 1.18
N-C-Ac 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00
N-E-A 7.00 7.67 - 7.34 | 0.47
Extractos con aplicacion de calor
TG 13.00 11.67 - 12.34| 0.94
TP 11.33 9.33 - 10.33] 1.41
TN 0.00 0.00 - 0.00 | 0.00

Nota: Granado macerado y disuelto en agua (G-A-A); granado macerado y disuelto en
cloroformo (G-C-C); granado macerado y disuelto en etanol (G-E-E); pericon macerado y
disuelto en agua (P-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); pericén
macerado y disuelto en etanol (P-E-E); neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); neem
macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E);
granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); granado macerado
con etanol y disuelto en agua (G-E-A); pericon macerado con cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (P-C-Ac); pericon macerado con etanol y disuelto en agua (P-E-A); neem
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (N-C-Ac); neem macerado con etanol
y disuelto en agua (N-E-A); infusion de granado (TG); infusiéon de pericon (TP); infusion de
neem (TN).
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Grafica 11: Halos de inhibicion promedio de los extractos, en V. parahaemolyticus ATCC

17802
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Nota: Barras de error 95% IC.

V. parahaemolyticus ATCC 17802 fue otro microorganismo que mostrd sensibilidad a la
mayoria de los extractos preparados, incluyendo los de neem, pero en menor medida. El
extracto que generd el halo de inhibicion de mayor tamafio fue el de granado macerado en
etanol y disuelto con agua destilada (G-E-A) y el de menor tamafo lo produjo el extracto de
neem macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C), apenas un poco mayor al diametro de los

discos de papel filtro.
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Halo de mayor in};ibici()n de 20.67 Halo de menor inhibicién de 7.11
mm, producido por el extracto G- mm, producido por el extracto N-C-
E-A, en V. parahaemolyticus

C, en V. parahaemolyticus ATCC
17802.

ATCC 17802.

Figura 24: Halos de inhibicion A) Granado macerado con etanol y disuelto en agua (G-E-

A), B) Neem macerado y disuelto con cloroformo (N-C-C), en V. parahaemolyticus ATCC
17802.

en su mismo solvente de maceracion.
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A continuacion, se muestra en la tabla 25, la comparacion de medias de los diametros de
inhibicion por microorganismo, de la que podemos concluir que la bacteria mas inhibida fue
S. aureus clinico 010402072763271, seguido de V. parahaemolyticus ATCC 17802 y S.
flexneri ATCC 12022, los cuales se consideran estadisticamente iguales; mientras que, K.
pneumoniae clinico 6605734673564210, S. aureus ATCC 25923 y S. typhimurium ATCC
14028 fueron los microorganismos menos inhibidos, E. aerogenes ATCC 13048 y S.

marcescens ATCC 13880 los que no fueron inhibidos por ningun extracto.

Tabla 25: Comparacién global de medias de Tukey de los microorganismos

Microorganismos N Subconjunto
1 2 3 4 5 6 7 8 9
E. aerogenes ATCC 571 .0000
S. marcescens ATCC 571 .0000
K. pneumoniae Clinico 57| .2456| .2456
S. aureus ATCC 57| 2456 .2456
S. typhimurium ATCC 57| 2456 .2456
P. aeruginosa ATCC 57 4035
S. typhimurium Clinico 57 1.0175
K. pneumoniae ATCC 57 1.3977
S. marcescens Clinico 57 1.4620
E. coli ATCC 57 1.6667
E. coli Clinico 57 2.1228
S. epidermidis Clinico 57 3.3216
S. epidermidis ATCC 57 5.1228
S. flexneri ATCC 57 6.3158
V. parahaemolyticus 57 6.5906
ATCC
S. aureus Clinico 57 9.0585
Sig. .541 976 1.000 3731 1.000f{ 1.000] 1.000 .335( 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .296.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 57.000

b. Alfa=.05.
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Tabla 26: Comparacion global de medias de Tukey de los diferentes extractos

Extractos N Subconjunto
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
N-A-A 48 .0000
Agua 48| .0000
Cloroformo 48| .0000
Etanol 48 .0000
Acetato 48| .0000
Té de neem 32| .0000
G-C-C 48 4722
G-C-Ac 32 4896
N-E-A 32 1.1250
N-C-Ac 32 1.2708 [ 1.2708
N-E-E 48 1.2778 | 1.2778
P-A-A 48 1.7014
N-C-C 48 2.6111
Té de granado 32 3.9583
G-A-A 48 3.9722
Té de pericon 32 4.1354
P-C-C 48 5.0903
G-E-A 32 5.3542
G-E-E 48 5.8194
P-E-E 48 6.0347| 6.0347
P-E-A 32 6.4479 | 6.4479
P-C-Ac 32 6.6042
Sig. 1.000 1.000 1.000 .064 1.000 .998 .856 .979 .098 | 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .296.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 39.849

b. Los tamailos de los grupos son distintos. Se empleara la media armodnica de los tamaiios de los grupos. No se garantizan
los niveles de error tipo I.

c. Alfa=.05.

La tabla 26 contiene los resultados de la comparacion de medias de cada uno de los extractos,
con los cuales podemos determinar que los extractos que mejor accion antimicrobiana

presentaron fueron los de pericon macerado en cloroformo y disuelto con acetato de etilo (P-
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C-Ac) y de pericon macerado en etanol y disuelto con agua destilada (P-E-A), considerados
iguales desde el punto de vista estadistico. Los extractos de granado macerado y disuelto con
cloroformo, y de granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo fueron los
que menor inhibicién produjeron, en tanto que el extracto de neem macerado y disuelto con

agua destilada y su correspondiente infusion no generaron inhibicion alguna.

A continuacidn se presenta, en la tabla 27, un resumen de las inhibiciones obtenidas, de
manera general, por cada uno de los extractos preparados sobre los 11 microorganismos que
mostraron sensibilidad. Como podemos apreciar, los resultados coinciden con los estudios
de Gajanan (2012), quienes reporta inhibicion de S. aureus por parte de A. indica, y la
investigacion de Raut, Sawant y Jamge (2014), donde la misma planta fue capaz de inhibir a
V. parahaemolyticus; pero difieren de los estudios realizados por Susmitha y colaboradores
(2013), quienes publican inhibicion de E. coli y Salmonella sp con extractos de neem, sin
embargo no mencionan la concentracion a la que fueron preparados, o el de Tirumalasetty y
Basavaraju (2014), en el cual A. indica parece inhibir a E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa
y S. aureus, debido posiblemente a que ellos colocan mayor cantidad de extracto sobre los
discos.

Respecto a la inhibicion producida por P. granatum, es dificil hacer una comparacién con
investigaciones previas, ya que ¢stas utilizan el fruto, la raiz o la corteza y no las hojas para
la preparacion de los extractos, aun asi coinciden en la inhibicion, encontrada por Khan y
Hanee (2011), de S. aureus y P. aeruginosa pero difieren en E. coli, asi como con el trabajo
de Janani y Estherlydia (2013) en cuanto a la inhibicion de S. aureus, S. epidermidis, K.
pneumoniae 'y P. aeruginosa.

Finalmente, en lo que se refiere a 7. /ucida, la mayoria de pruebas de sensibilidad microbiana
realizadas hasta el momento con esta planta se enfocan mas a evaluaciones con hongos, como
la realizada por Barajas y colaboradores (2011); sin embargo, algunos otras muestran
actividad antimicrobiana en E. coli, como la realizada por Regalado y colaboradores (2011),

resultados que coinciden con los del presente trabajo.
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Tabla 27: Resumen de resultados de inhibicidon por microorganismo y extracto

<| .|« <| | =
S| < =
Qo - Z

<
<
S

-E-
G-C-Ac
E
P-C-C
-E-
P-C-Ac
E
N-C-C
N-E-E
N-C-Ac
N-E-A
TN

G-C-C

M.o.\ Extracto
E. coli ATCC

25922
E. coli Clinico

0405610450026611

K. pneumoniae

ATCC 13883

P. aeruginosa
ATCC 27853
S. aureus Clinico
010402072763271

S. epidermidis

ATCC 12228
S. epidermidis
Clinico

030400076221211

S. flexneri ATCC
12022

S. marcescens
Clinico

6425511451056230
S. typhimurium

Clinico
V.
parahaemolyticus

ATCC 17802
Nota: [ Didmetros de inhibicion menores a 10 mm, BB Didmetros de inhibicion mayores

a 10 mm.
Nota: Granado macerado y disuelto en agua (G-A-A); granado macerado y disuelto en

cloroformo (G-C-C); granado macerado y disuelto en etanol (G-E-E); pericon macerado y
disuelto en agua (P-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); pericén
macerado y disuelto en etanol (P-E-E); neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); neem
macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E);
granado macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); granado macerado
con etanol y disuelto en agua (G-E-A); pericon macerado con cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (P-C-Ac); pericon macerado con etanol y disuelto en agua (P-E-A); neem
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (N-C-Ac); neem macerado con etanol
y disuelto en agua (N-E-A); infusion de granado (TG); infusion de pericon (TP); infusion de

neem (TN).
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IX. CONCLUSIONES

Los extractos cloroférmicos y etandlicos, disueltos en diferente solvente, de 7. lucida,
especificamente P-C-Ac y P-E-A, fueron los que mas inhibicidén presentaron contra los
microorganismos evaluados, entre los cuales se encuentran E. coli clinico
0405610450026611, K. pneumoniae ATCC 13883, S. aureus clinico 010402072763271, S.
epidermidis ATCC 12228 y clinico 030400076221211, S. flexneri ATCC 12022, S.
marcescens clinico 6425511451056230 y V. parahaemolyticus ATCC 17802.

El microorganismo que mostré mayor sensibilidad frente a los extractos probados fue S.
aureus clinico 010402072763271; mientras que E. aerogenes ATCC 13048 junto con S.
marcescens ATCC 13880 fueron los de mayor resistencia, al no ser inhibidos por ningiin
extracto.

Los extractos de P. granatum, principalmente etandlicos, también presentaron inhibicion en
varias bacterias probadas, entre ellas S. aureus clinico 010402072763271, S. epidermidis
ATCC 12228 y clinico, S. flexneri ATCC 12022 y V. parahaemolyticus ATCC 17802. Los
extractos de A. indica presentaron escasa inhibicién en unos cuantos microorganismos, de
los que S. aureus clinico 010402072763271 fue la tinica cepa en la cual produjeron halos de
tamafo significativo. El extracto acuoso y la infusion de neem no produjeron inhibicion en
ningun microorganismo evaluado.

Las bacterias Gram positivas mostraron mayor sensibilidad a los extractos preparados en
comparacion con las Gram negativas; posiblemente debido a la resistencia innata de éstas
ultimas a antimicrobianos, producida por la barrera de permeabilidad que forma su membrana
externa, la cual reduce el acceso de antibioticos a las dianas intracelulares, asi como por su
contenido de bombas de eflujo. Solo la especie V. parahaemolyticus presentd una
sensibilidad significativa a los extractos, probablemente porque esta cepa no contiene capsula

ni espora.
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PERSPECTIVAS

Se sugiere conocer los periodos de temporada de las plantas, antes de iniciar el estudio

y realizar la colecta, para su posterior almacenamiento.

Se recomienda también aislar, purificar e identificar los componentes presentes en
estas u otras plantas de estudio, una vez obtenidos sus extractos; mediante pruebas
fitoquimicas y técnicas instrumentales como cromatografia, con la finalidad de

determinar el compuesto(s) activo.

Se aconseja, ademds, no limitar la investigacion al analisis exclusivo de los

componentes mayoritarios de los extractos.

Es conveniente evaluar los extractos sobre otras especies de bacterias, asi como

hongos y levaduras.
Se exhorta llevar a cabo pruebas adicionales a los extractos seleccionados por su

accion antibacteriana, como evaluacion de toxicidad, caracterizacion de los mismos

y determinacion de sus concentraciones minima inhibitorias (MIC).
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XII.

ANEXOS

12.1 Optimizacion del extracto obtenido

La estandarizacion para la obtencion de los extractos se llevo a cabo mediante la combinacion
de diferentes proporciones planta-solvente y distintos tiempos de maceracion, los resultados
de este proceso se aprecian en las siguientes tablas. Como podemos observar, la cantidad de
extracto obtenido permanece constante atin con periodos de maceracion prolongados, ya que
aunque en algunos casos se perciben ligeros incrementos en las masas, éstos no son lo
suficientemente significativos para justificar procesos de extraccion tan largos, que a su vez,
propiciaban contaminaciones microbioldgicas de las mezclas, por lo que se decidi6 establecer
el tiempo de macerado en 5 dias, tiempo en que no se detectd crecimiento de

microorganismos en las muestras.

Tabla 28: Extractos obtenidos con diferentes tiempos de maceracion

Tiempo de maceracion
Masa de los extractos secos (g)
G-A | G-C | G-E | N-A | N-C | N-E P-A P-C P-E
5 0.1016 {0.0244 10.0354 10.1201|0.0298 | 0.0165 | 0.0881 |0.0223 | 0.0234
15 0.1066 [ 0.0361 [ 0.0400|0.1251]0.0326 | 0.0203 | 0.0889 |0.0302| 0.0244
30 0.1157{0.0386 | 0.0406 |0.15230.0406 | 0.0396 | 0.1096 [0.0354|0.0315

Masa de los extractos secos (g)

Dias

Proporeion e T G C [ GE | NA | NC | NE | PA | P-C | PE
5 20% | 5% | 7% | 24% | 6% | 3% | 18% | 4% | 5%
15 23% | 7% | 8% | 25% | 7% | 4% | 18% | 6% | 5%
30 2% | 8% | 8% | 30% | 8% | 8% | 22% | 7% | 6%

Nota: Granado en agua (G-A); granado en cloroformo (G-C); granado en etanol (G-E); neem
en agua (N-A); neem en cloroformo (N-C); neem en etanol (N-E); pericon en agua (P-A);

pericon en cloroformo (P-C); pericon en etanol (P-E).

En cambio, se observa, un incremento en la produccion de extracto empleando mayores
volimenes de solvente; sin embargo, el consumo elevado de estos reactivos, implica pérdidas
considerables de recursos, por lo que la proporcion que se utilizoé fue de 1:10, la cual nos
permitio tener los componentes necesarios para las pruebas, sin gastar cantidades exageradas
de solventes.
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Tabla 29: Extractos obtenidos con diferentes proporciones Planta: Solvente

Proporcion Planta : Solvente
Masa de los extractos secos (g)
G-A | G-C | G-E | N-A | N-C | N-E P-A P-C P-E
1:10 0.0668 [0.024410.0312|0.0425]0.0336 | 0.0065 | 0.0362 |0.0223 | 0.0252
1:20 0.115710.0263]0.0354|0.1251]0.0326|0.0165 | 0.1096 |0.0297| 0.0234
1:50 0.1611]0.27180.0675|0.1413|0.3688 | 0.0282 | 0.1265 |0.2933 | 0.0838
1:100 0.1866 [0.3852]0.1412|0.1756 | 0.4444 1 0.0830 | 0.1442 10.4013| 0.1040
Porcentaje Extractos secos (g) / Material vegetal (g)
G-A | GC | G-E | N-A | N-C | N-E P-A P-C P-E
1:10 13% 5% 6% 8% 7% 1% 7% 4% 5%
1:20 23% 5% 7% | 25% | 7% 3% 22% 6% 5%
1:50 32% | 54% | 13% | 28% | 74% | 6% 25% | 58% | 17%
1:100 37% | 77% | 28% | 35% | 89% | 17% | 29% | 80% | 21%
Nota: Granado en agua (G-A); granado en cloroformo (G-C); granado en etanol (G-E); neem

Proporcion

Proporcion

en agua (N-A); neem en cloroformo (N-C); neem en etanol (N-E); pericon en agua (P-A);

pericon en cloroformo (P-C); pericon en etanol (P-E).

La tabla 30 describe las masas de los extractos obtenidos, con las maceraciones realizadas
siguiendo los parametros establecidos anteriormente, después de haber sido secados por
rotavapor, llevadas a cabo por triplicado para evaluar que el método utilizado no repercute

en resultados variables durante experimentos posteriores.
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Tabla 30: Extractos obtenidos por maceracion en frio de las plantas

Proporcion Planta : Solvente 1:10 (20 g de planta : 200 ml de solvente)
Extracto Extracto seco obtenido (g)

Réplical | Réplica2 | Réplica3
P-C 1.5509 1.5351 1.6798
P-E 1.8030 1.9551 1.9647
P-A 2.9985 3.0890 2.8982
G-C 1.9756 2.1308 2.1330
G-E 1.4822 1.6094 1.5605
G-A 3.0977 3.2255 3.0948
N-C 1.3042 1.4903 1.3916
N-E 1.0025 0.9135 0.9062
N-A 4.5173 4.7208 4.7477

Nota: Masas de compuestos obtenidos mediante maceracion en frio de las plantas. Granado
en agua (G-A); granado en cloroformo (G-C); granado en etanol (G-E); neem en agua (N-
A); neem en cloroformo (N-C); neem en etanol (N-E); pericon en agua (P-A); pericon en

cloroformo (P-C); pericon en etanol (P-E).
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12.2 Extraccion de compuestos fitoquimicos

Se llevo a cabo la maceracion en frio de cada uno de los extractos preparados, y a pesar que
no contamos con un método de identificacion preciso, se realiz6 un ensayo general con

espectroscopia infrarroja (FTIR) para visualizar los grupos funcionales que podrian estar

presentes en cada extracto.

En la siguiente grafica 12 se pueden observar diferencias entre los espectros de los extractos
y su base, en este caso el etanol con el que fueron preparados; principalmente por la presencia
de picos en la region de longitud de onda, aproximada, de 1800 a 1500 cm™, zona a la que se
asocian estructuras con grupos carbonilo C=0O como cetonas, dcidos carboxilicos, ésteres,

aldehidos, etc., que no posee el etanol pero si los extractos y podrian corresponder a lo

reportado en otros estudios.

Gréfica 12. Comparacion de espectros FTIR de los extractos etandlicos y su solvente
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Nota: Espectro FTIR del extracto de P-E (azul), espectro FTIR del extracto N-E (verde),

espectro FTIR del extracto G-E (rosa) y espectro FTIR de etanol (rojo).
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En la gréafica 13 correspondiente a los espectros de los extractos cloroformicos y su solvente,

se observan de manera similar diferencias evidentes entre los espectrogramas de las muestras

y el control, es decir, el cloroformo; ya que se pueden apreciar mayor cantidad de picos en

los espectros de los extractos, principalmente en el de pericon cloroformo (P-C).

Grifica 13: Comparacion de espectros FTIR de los extractos cloroférmicos y su solvente
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Nota: Espectro FTIR del extracto de P-C (azul), espectro FTIR del extracto N-C (verde),

espectro FTIR del extracto G-C (rosa) y espectro FTIR de cloroformo (rojo).

Los espectros de los extractos acuosos y del agua destilada, por su parte, aparecen en la

grafica 14, en la que también podemos distinguir, aunque en menor medida, diferencias de

picos, principalmente en la zona conocida como “huella dactilar” de un espectrograma, por

ser especifica para cada compuesto quimico. Podemos notar que el espectro del extracto de

neem en agua (N-A), posee apenas unos cuantos picos que no presenta el del agua, lo cual

sugiere que se extrajeron pocos compuestos y esto, a su vez, podria ser la razoén de la nula
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inhibicién de este extracto. Cabe resaltar, también, las diferencias entre los graficos de los

extractos etanolicos, cloroférmicos y acuosos.
Con esto verificamos la extraccion de compuestos de las plantas, pero no es posible
identificarlos; ya que ello requiere de técnicas mas exactas como la cromatografia de

liquidos, de gases y la espectroscopia de resonancia magnética nuclear.

Grafica 14: Comparacion de espectros FTIR de los extractos acuosos y su solvente
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Nota: Espectro FTIR del extracto de P-A (azul), espectro FTIR del extracto G-A (rosa),
espectro FTIR del extracto N-A (verde) y espectro FTIR de agua destilada (rojo).
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12.3 Analisis estadistico de los extractos con su mismo solvente

En la siguiente tabla se muestran los resultados del analisis de varianza, llevado a cabo con

los diametros promedio producidos por los extractos disueltos en su mismo solvente de

maceracion, donde los niveles de significancia (Sig.) de los 2 factores (microorganismos y

extractos), asi como de su interseccion (microorganismos*extractos) son menores a 0.05, por

lo que se rechaza la hipotesis nula, que establece que todos los extractos y controles negativos

son iguales:

Hy = GAA = GCC = GEE = PAA=PCC = PEE=NAA=NCC=NEE=A=C=E=Ac

Y se acepta la hipdtesis alternativa, que establece que al menos 2 extractos son diferentes.

Tabla 31: ANOVA de los extractos disueltos con su mismo solvente de maceracion

Origen Suma de gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados tipo 111

Modelo corregido 14013.460° 207 67.698 276.704 .000

Interseccion 2687.540 1 2687.540 10984.880 .000

Extractos 3242.458 12 270.205 1104.418 .000

Microorganismos 4029.147 15 268.610 1097.898 .000

Extractos * Microorganismos 6741.856 180 37.455 153.090 .000

Error 101.778 416 .245

Total 16802.778 624

Total corregida 14115.238 623

a. R cuadrado = .993 (R cuadrado corregida = .989)
Nota: Variable dependiente — Mediciones promedio

Debido a que no es posible determinar con el analisis anterior, a qué extractos corresponde

esta diferencia, se procedio a realizar una comparacion de medias de Tukey, cuyos resultados

aparecen en la tabla siguiente:
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Tabla 32: Comparacion de medias de Tukey de los extractos disueltos con su mismo

solvente de maceracion

Extractos disueltos en su Subconjunto

mismo solvente 1 2 3 4 5 6 7 8
N-A-A 48 .0000

Agua 48 .0000

Cloroformo 48 .0000

Etanol 48 .0000

Acetato de etilo 48 .0000

G-C-C 48 4722

N-E-E 48 1.2778

P-A-A 48 1.7014

N-C-C 48 2.6111

G-A-A 48 3.9722

P-C-C 48 5.0903

G-E-E 48 5.8194
P-E-E 48 6.0347
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 .641

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .245.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 48.000

b. Alfa=0.05.

Nota: Neem macerado y disuelto en agua (N-A-A); granado macerado y disuelto en cloroformo

(G-C-C); neem macerado y disuelto en etanol (N-E-E); pericon macerado y disuelto en agua

(P-A-A); neem macerado y disuelto en cloroformo (N-C-C); granado macerado y disuelto en agua

(G-A-A); pericon macerado y disuelto en cloroformo (P-C-C); granado macerado y disuelto en

etanol (G-E-E); pericon macerado y disuelto en etanol (P-E-E).

Del anélisis anterior podemos concluir que solo el extracto N-A-A se comport6 igual que los

controles negativos, es decir no mostr6 inhibicion; mientras que todos los demas mostraron

al menos un poco de actividad antimicrobiana, siendo los extractos P-E-E y G-E-E,

considerados como iguales, los de mayor inhibicion.
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12.4 Analisis estadistico de los extractos con diferente solvente

A continuacién se presentan los resultados del analisis de varianza (ANOVA), llevado a cabo
con los diametros promedio de los extractos disueltos en diferente solvente a los de su
maceracion, donde los niveles de significancia (Sig.) de los 2 factores (microorganismos y
extractos), asi como de su interseccion (microorganismos*extractos) son menores a 0.05, por
lo que se rechaza la hipotesis nula, que establece que todos los extractos y controles negativos
son iguales:

Hy = GCAc = GEA = PCAc = PEA=NCAc=NEA=A=C=E = Ac

Y se acepta la hipdtesis alternativa, que establece que al menos 2 extractos son diferentes.

Tabla 33: ANOVA de los extractos disueltos con diferente solvente de maceracion

Origen Suma de gl Media cuadratica F Sig.

cuadrados tipo

11

Modelo corregido 6779.661* 159 42.639 142.461 .000
Interseccion 1450.672 1 1450.672 4846.794 .000
Extractos 2292.626 9 254.736 851.091 .000
Microorganismos 1316.161 15 87.744 293.159 .000
Extractos * Microorganismos 3170.874 135 23.488 78.475 .000
Error 47.889 160 299
Total 8278.222 320
Total corregida 6827.550 319

a. R cuadrado = .993 (R cuadrado corregida = .986)
Nota: Variable dependiente — Mediciones promedio

Para determinar las diferencias entre los extractos, se llevo a cabo una comparacion de medias
de Tukey, resumida en la tabla 34, la cual muestra que todos los extractos fueron distintos a
los controles negativos y presentaron al menos una inhibicion minima. El extracto de pericén
macerado con cloroformo y disuelto en acetato de etilo (P-C-Ac) fue el que produjo mayor
accion antimicrobiana junto con el extracto de la misma planta macerado con etanol y

disuelto en agua (P-E-A), los cuales desde el punto de vista estadistico se consideran iguales.
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Tabla 34: Comparacion de medias de Tukey de los extractos disueltos con diferente

solvente de maceracion

Extractos N Subconjunto
1 2 3 4 5
Agua 32 .0000
Cloroformo 32 .0000
Etanol 32 .0000
Acetato de etilo 32 .0000
G-C-Ac 32 4896
N-E-A 32 1.1250
N-C-Ac 32 1.2708
G-E-A 32 5.3542
P-E-A 32 6.4479
P-C-Ac 32 6.6042
Sig. 1.000 1.000 987 1.000 979

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =.299.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 32.000

b. Alfa=.05.

Nota: Granado macerado en cloroformo y disuelto en acetato de etilo (G-C-Ac); neem
macerado en etanol y disuelto en agua (N-E-A); neem macerado en cloroformo y disuelto en
acetato de etilo (N-C-Ac); granado macerado en etanol y disuelto en agua (G-E-A);pericon
macerado en etanol y disuelto en agua (P-E-A); pericon macerado en cloroformo y disuelto

en acetato de etilo (P-C-Ac).
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12.5 Analisis estadistico de los extractos con aplicacion de calor

Se desarrollo, ademas, un analisis de varianza con los didmetros de inhibicién obtenidos con
los extractos preparados mediante aplicacion de calor, de cuyos resultados (tabla 35),
podemos concluir la misma aseveracion que los ANOVA anteriores, que los niveles de
significancia de los 2 factores (infusiones y microorganismos) al ser menores a 0.05 o 5%,

permiten rechazar la hipotesis nula, la cual menciona que todas las infusiones y blancos son

iguales:

Tabla 35: ANOVA de los extractos de las plantas preparados con aplicacion de calor

Hy=TG=TP=TN=4

Origen Suma de Gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados tipo II1

Modelo corregido 2485.096* 63 39.446 157.238 .000
Interseccion 524.070 1 524.070 2089.028 .000
Infusiones 524.572 3 174.857 697.009 .000
Microorganismos 874.416 15 58.294 232.371 .000
Infusiones *

1086.109 45 24.136 96.209 .000
Microorganismos
Error 16.056 64 251
Total 3025.222 128
Total corregida 2501.152 127

Nota:

Se acepta la hipotesis alternativa, infiriendo que al menos 1 extracto es diferente a los
controles negativos y presenta, por tanto, actividad antibacteriana. Para encontrar las

diferencias entre las infusiones de las plantas, se realiz6 una comparacién de medias de Tukey

a. R cuadrado = .994 (R cuadrado corregida = .987)
Variable dependiente — Mediciones promedio

con las mediciones promedio de los halos de inhibicion.
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Tabla 36: Comparacion de medias de Tukey de los extractos preparados con aplicacion de

calor
Infusiones N Subconjunto
1 2

Té de neem 32 .0000

Agua 32 .0000

Té de granado 32 3.9583
Té de pericon 32 4.1354
Sig. 1.000 495

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos
homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .251.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 32.000

b. Alfa=0.05.

Con base en los resultados obtenidos en la tabla anterior, deducimos que el t¢ de neem no
presentd diferencia significativa con el control negativo (agua destilada), por lo que se
consideran iguales y sin actividad antimicrobiana; las infusiones de 7. lucida y P. granatum,
por su parte, si generaron halos de inhibicion, aunque pequefios y a un mismo nivel, razon

por la cual se consideran iguales en su efecto contra patogenos.
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12.6 Ficha de identificacion de las especies vegetales de estudio

BUAP

MTRO. IVAN MARTINEZ ESPINOZA

PROFESOR CATEDRATICO
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA
UPAEP

PRESENTE

Por medio de este conducto reciba un cordial saludo asi mismo aprovecho
la presente para entregarle la identificacién de las plantas solicitadas, misma que
realizé el Botanico Allen J. Coombes, siendo la siguiente:

NUM. DE COLECTA NOMBRE CIENTIFICO ID
1 Azadirachta indica Huap 64049
2 Tagetes lucida Huap 64050
3 Punica granatum . Huap 64051
4 Tagetes lucida

Cabe mencionar que la colecta No. 4 no tiene nimero de ID ya que debido al mal estado
del ejemplar no pudo ser ingresado a la coleccidn, sin embargo la identificacién si pudo
realizarse.

Sin mas por el momento me despido de usted.

ATENTAMENTE

Dra. Mari X
Directora d &

Jardin Botanico Prolongacion 24 sury Av. San Claudio,
Universitario edif. 1 HJA, Ciudad Universitaria,
Col. San Manuel, Puebla, Pue. C.P. 72570
01 (222) 229 55 00 Ext. 7030 y 7031
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12.7 Informe clinico de la cepa E. coli de origen clinico

Laboratorio Estatal de Salud Publica

N° de Cliente: 2517 Informe clinico

Nombre del paciente:
Localizacion: LSP
N° de examen: 16655

Editado 17-abr-2016 08:40 CST

N° paciente: 16655

N° de aislamiento: 1

Organismo seleccionado: Escherichia coli

Origen: ORINA Recogida: 15-abr-2016 1742
Comentarios:
Informacion de identificacion Tiempo de analisis: 2,50 horas Estado: Final
: leccionad 99% Probabilidad Escherichia coli
Otganiema selsceionago Biontimero: 0405610450026611
Recuento: CB=100,000UFC/mL
Mensajes de analisis de ID
e e Tiempo de Estado: _.
Informacién de sensibilidad |, e 9,75 horas Final
Antibiético CMI Interpretacion Antibiotico CMI |Interpretacion
BLEE NEG - Meropenem <=0,25 S
Ampicilina <=2 S Amicacina <=2 S
Ampicilina/Sulbactam <=2 S Gentamicina <=1 S
Piperacilina/Tazobactam <=4 S Tobramicina <=1 S
Cefazolina <=4 S Ciprofloxacino >=4 R
Ceftriaxona <=1 S Tigeciclina <=0,5 S
Cefepima <=1 S Nitrofurantoina <= 16 S
Aztreonam <=1 S Trimetoprima/Sulfametoxazol <=20 S
Ertapenem <=0,5 S )
+= Antibiético deducido *= AES modificado **= Usuario modificado
Conclusiones de AES
Nivel de confianza: Coherente
Pagina 1 de 1
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12.8 Informe clinico de la cepa K. pneumoniae de origen clinico

Ne de Cliente: 2517

Laboratorio Estatal de Salud Publica

Localizacion: UNIDAD
N° de examen: 16621

Informe clinico Editado 17-abr-2016 13:54 CST

N° paciente: 16621

N° de aislamiento: 1

Organismo seleccionado: Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae

Origen: SANGRE

Recogida: 14-abr-2016 1843

Comentarios:

Informacion de identificaciéon Tiempo de andlisis: 3,75 horas Estado:  Final
. . 99% Probabilidad Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae

Organismo selecclonado Biontimero: 6605734673564210

Recuento:

Mensajes de analisis de ID

Informacién de sensibilidad ::,eé'ﬂ:;:de 9,25 horas Estado: ial

Antibidtico CMI Interpretacion Antibiético CMI |Interpretacion

BLEE NEG - Meropenem <=0,25 S
Ampicilina >=32 R Amicacina <=2 S
Ampicilina/Sulbactam 16 | Gentamicina <=1 S
Piperacilina/Tazobactam 16 S Tobramicina <=1 S
Cefazolina <=4 S Ciprofloxacino <= 0,25 S
Ceftriaxona <=1 S Tigeciclina >=8 R
Cefepima <=1 S Nitrofurantoina 128 R
Aztreonam <=1 S Trimetoprima/Sulfametoxazol <= 20 S
Ertapenem <=0,5 S
+= Antibidtico deducido *= AES modificado **= Usuario modificado

Conclusiones de AES I

Nivel de confianza: Coherente

Fenotipo: BETA-LACTAMICOS IPENICILINASA ADQUIR. + IMPERMEABILIDAD (CEFAMICINAS)

Pagina 1 de 1
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12.9 Informe clinico de la cepa S. marcescens de origen clinico

Laboratorio Estatal de Salud Publica
N° de Cliente: 2517 Informe clinico Editado 05-dic-2015 09:37 CST

Nombre del paciente:“ R/IN N° paciente: 13179

Localizacién: HOSPIT \ o
N° de examen: 13179 M h d\‘O\S Ui N° de aislamiento: 2

Organismo seleccionado: Serratia marcescens

Origen: ASPIRADO BRONQU Recogida: 04-dic-2015 1208
Comentarios:
Infori ion de identificacio Tiempo de andlisis: 4,00 horas Estado: Final

. . 99% Probabilidad Serratia marcescens
QraEnnRERiceelanaty Bionamero: 6425511451056230
Recuento:
Mensajes de analisis de ID
Informacion de sensibilidad [Tt ®® 9,00 horas Estado: cinal
Antibiético CMI Interpretacion Antibidtico CMI |Interpretacion

BLEE Meropenem <= 0,25 S
Ampicilina Amicacina <=2 S
Armpicilina/Sulbactam Gentamicina <=1 S
Piperacilina/Tazobactam >=128 R Tobramicina <=1 S
Cefazolina >= 64 R Ciprofloxacino <= 0,25 S
Ceftriaxona >= 64 R Tigeciclina 2 S
Cefepima 2 S Nitrofurantoina 256 R
Aztreonam >= 64 R Trimetoprima/Sulfametoxazol <= 20 S
Ertapenem <=0,5 S

+= Antibiético deducido *= AES modificado **= Usuario modificado

Conclusiones de AES
Nivel de
confianza: Coherente
— . BETA-LACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO,CEFALOSPORINASA DE ALTO
Fenotipo: BETA-LACTAMICOS | \\E| (AmpC),BLEE (SIMILAR A CTX-M)

Pagina 1 de 1
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12.10 Informe clinico de la cepa S. aureus de origen clinico

Laboratorio Estatal de Salud Publica
N° de Cliente: 2517 Informe clinico Editado 17-abr-2016 13:55 CST

Nombre del paciente:
Localizacién: HOSPIT
N° de examen: 16637 N° de aislamiento: 1

N° paciente: 16637

Organismo seleccionado: Staphylococcus aureus

Origen: LIQUIDO DE DIAL Recogida: 14-abr-2016 1754
Comentarios:
|Informacion de identificacion Tiempo de andlisis: 4,50 horas Estado: Final
o s iacti d 96% Probabilidad Staphylococcus aureus
"gamsmoselecclonado Biontimero: 010402072763271
Recuento:
Mensajes de analisis de ID
i EA Tiempo de Estado: _
Informacién de sensibilidad |,z e 8,75 horas Final
Antibiético CMI Interpretacién Antibiético CMI |Interpretacién
Deteccion de cefoxitina POS + Clindamicina >=8 R
Bencilpenicilina >=0,5 R Quinupristina/Dalfopristina 0,5 S
Oxacilina >=4 R Linezolid 2 S
Gentamicina <= 0,5 S Vancomicina 1 S
Ciprofloxacino >=8 R Tetraciclina <=1 S
Levofloxacino >=8 R Tigeciclina <=0,12 S
Moxifloxacino >=8 R Nitrofurantoina 32 S
Resistencia inducible a clindamicina NEG - Rifampicina <=0,5 S
Eritromicina >=8 R Trimetoprima/Sulfametoxazol <=10 S
+= Antibidtico deducido *= AES modificado **= Usuario modificado
Conclusiones de AES |
Nivel de confianza: Coherente
Fenotipo: BETA-LACTAMICOS IMODIFICACION DE PBP (mecA)
Pagina 1 de 1
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12.11 Informe clinico de la cepa S. epidermidis de origen clinico

Laboratorio Estatal de Salud Publica

Ne de Cliente: 2517 Informe clinico

Nombre del paciente: \m RN

Localizacién: HOSPIT
N° de examen: 13214 D m T %

Editado 05-dic-2015 09:36 CST
N° paciente: 13214

N° de aislamiento: 1

Organismo seleccionado: Staphylococcus epidermidis

Origen: PUNTA DE CATETE

Recogida: 04-dic-2015 1547

118

Comentarios:
Informacién de identificacién Tiempo de analisis: 6,00 horas Estado: Final
) . 98% Probabilidad Staphylococcus epidermidis

Orgavlsme:salacrionedn Bionumero: 030400076221211

Recuento:

Mensajes de analisis de ID

Informacion de sensibilidad  |eimbo ® 9,75 horas ESt2d0: Cinal

Antibiotico CMI Interpretacion Antibidtico CMI [Interpretacién

Deteccion de cefoxitina POS + Eritromicina >=8 R
Bencilpenicilina >=0,5 R Clindamicina >=8 R
Ampicitina Quinupristina/Dalfopristina <= 0,25 S
Oxacilina >=4 R Linezolid 2 8
Gentamicina de nivel alto (sinergia) Vancomicina 1 S
Estreptomicina de nivel alto (sinergia) Tetraciclina 2 S
Gentamicina >= 16 R Tigeciclina <=0,12 S
Ciprofloxacino >=8 R Nitrofurantoina <= 16 S
Levofloxacino >=8 R Rifampicina <=0,5 S
Moxifloxacino 2 S Trimetoprima/Sulfametoxazol | >=320 R
Resistencia inducible a clindamicina NEG -
+= Antibidtico deducido *= AES modificado **= Usuario modificado

Conclusiones de AES

Nivel de confianza: Coherente

T GLICOPEF’T! DOS RESISTENTE{ (TEC)

BETA-LACTAMICOS MODIFICACION DE PBP (mecA)
Pagina 1 de 1
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