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1.- RESUMEN.

Los estudios formales acerca de la actividad anticancerigena y antimicrobiana del
cuachalalate son escasos; por lo que esta investigacion trata de comprobar, si el extracto
acuoso de esta corteza presenta a diferentes concentraciones, algun efecto

antimicrobiano.

Esta experimentaciébn se realizd con bacterias de distintos géneros, para
posteriormente hacerlo contra Helicobacter pylori; ya que se conoce que esta bacteria, es
uno de los factores predisponentes, causantes de la Ulcera gastrica, gastritis y cancer de
estobmago y se sabe que la corteza de cuachalalate tiene efectos curativos contra estas
enfermedades, de aqui la relacion que existe entre ambas; asi como también, el de tener
otras alternativas de terapéutica diferente a los antibiéticos sintéticos e impulsar el

aprovechamiento de nuestros recursos naturales.

Se utilizaron 12 cepas bacterianas, (Salmonella spp, Morganella morgani, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus  epidermidis,  Staphylococcus  saprophyticus, Klebsiella oxitoca,
Streptococcus spp grupo D, Escherichia coli ATCC 25922, Corynebacterium spp y
Helicobacter pylori) que se hicieron crecer incubando a 37°C en agar Muller Hinton y para
Helicobacter pylori se utiliz6 agar sangre de carnero al 5%, (en condiciones
microaerofilicas), con estas cepas completamente identificadas, (por morfologia y pruebas
bioquimicas) se efectuaron las diferentes pruebas de sensibilidad como son: diluciéon en
agar, dilucién en tubo, prueba de penicilindros (o prueba de difusion en agar “cilindro
placa”) y el método de Kirby-Bauer (o prueba de sensidiscos).

De acuerdo a los resultados obtenidos por la técnica de dilucién en agar (prueba
presuntiva) y dilucién en tubo, se puede observar que Salmonella spp, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella oxitoca, Streptococcus spp grupo D y Escherichia coli, no

presentaron inhibicién alguna ante el extracto.

Al realizar las pruebas de sensibilidad Kirby-Bauer y difusién en agar “cilindro-placa”,
observamos que los halos de inhibicion de las bacterias, Morganella morgani, Proteus
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mirabilis,  Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus, Corynebacterium spp y Helicobacter pylori si presentaron
sensibilidad, obteniéndola en mayor grado los Staphylococcus y Corynebacterium, seguido
de Helicobacter pylori, Morganella morgani y Proteus mirabilis.

Con las técnicas de dilucidén, también pudimos conocer la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) de las bacterias que si son susceptibles al extracto, obteniendo para:
Morganella morgani es de 285.75 pug/ml en la técnica de dilucion en tubo y 571.51 ug/mi
en la técnica de dilucion en placa, Proteus mirabilis y Staphylococcus aureus ATCC 6538,
es de 571.51 ug/ml, Staphylococcus epidermidis, de 71.43 upg/ml, Staphylococcus
saprophyticus y Helicobacter pylori de 285.75 ug/ml y para Corynebacterium spp de

571.75 pg/ml (en ambas técnicas).

Helicobacter pylori que si presento efecto inhibitorio ante el extracto acuoso de
cuachalalate, nos permite entender la relacién que existe en el uso que se le da en la
medicina tradicional, como remedio para curar la Ulcera y gastritis, enfermedades que
tienen como uno de los principales agentes causales a esta bacteria.
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2.- INTRODUCCION.

El uso de las plantas medicinales ha sido muy amplio desde épocas antiguas en las
que culturas como la Griega, China, India y la propia cultura Indigena Mexicana
empleaban las flores, tallos, hojas y cortezas de las plantas, preparadas en forma de
infusiones, tisanas, decocciones, maceraciones, zumos Yy tinturas, las cuales se usaban
como remedios curativos para el hombre y los animales, sin saber a ciencia cierta qué
efecto farmacolégico provocaban y si se presentaba o no algun efecto adverso o
toxicol6gico (Mezquita, 2000).

Asi, los antepasados utilizaban las plantas solo bajo el criterio de la intuicién y
tomando como referencia su propia experiencia, pero en el presente, estos criterios se han
sustituido por constantes estudios cientificos que pretenden que el producto a utilizar sea
preferentemente conocido en todos sus aspectos, estos demuestran sobradamente la
eficiencia de las plantas medicinales, asi como también, que esta eficacia depende en
gran parte de que su uso y preparacion sean los correctos (Fernandez, 2002).

En la actualidad el uso de las plantas medicinales se ha ampliado aun mas, segun la
OMS el 80% de la poblacion mundial continua empleando la medicina tradicional para
curar sus enfermedades primarias (Zamudio, 2005).

El cuachalalate (Amphipterygium adstringens) es un arbol didico de 5-10 m de altura y
40 cm de diametro, con el tronco torcido, grandes escamas y hojas opuestas, lanceoladas,
agrupadas en las puntas de las ramas, es de amplio uso en la Republica Mexicana como
medicina tradicional (Martinez, 2003). Entre sus diversos efectos se atribuyen propiedades
para: curar el cancer de estdbmago, colelitiasis, Ulcera, gastritis, cicatrizante, astringente y
antiséptico natural, para lavar heridas y curar el acné, como antiinflamatorio e
hipocolesterolemiante. Se ha comprobado la actividad antillcerosa de los extractos
acuosos de la corteza (Navarrete, 1990) y demostrado que varias fracciones de éste,
tienen un efecto gastroprotector, el cual se postula como el mecanismo de accién de esta
planta. Tal actividad se le ha atribuido a los &cidos masticadiendnico vy
3 hidroximasticadienénico (Navarrete, 1998).
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A pesar del amplio uso y relevancia que tienen las plantas medicinales en la curacion
de la gastritis, existe muy poca informacion cientifica que establezca la eficacia de los
extractos de estas plantas para su control clinico, aunado a que la infeccion por
Helicobacter pylori es una de las infecciones de mayor prevalencia a nivel mundial,
(aproximadamente el 70-90% de la poblacién de paises en vias de desarrollo cursa la
infeccion de manera asintomatica) y debido a que existe una relacién directa entre la
observacion de la bacteria Helicobacter pylori en el estémago y la aparicidon de gastritis
cronica (para el posterior desarrollo de cancer de estémago) es por ello, que en el
siguiente trabajo se evalu6 la actividad que tiene el cuachalalate (Amphipterygium
adstringens) sobre la bacteria Helicobacter pylori, ya que esta planta se usa dentro de la
medicina tradicional como agente para el tratamiento del cancer de estdmago, Ulcera
gastrica y gastritis (Navarrete, 1998). Sin embargo, no existe algun informe documentado
en el que se indique la eficacia de esta planta en la inhibicion de Helicobacter pylori, por lo

que se consider6 importante realizar el presente estudio.

Para esto, se utilizd extracto acuoso de cuachalalate a distintas concentraciones, para
comprobar si esta corteza tiene efecto antimicrobiano sobre las diferentes bacterias
usadas, tanto Gram (+) como Gram (-), y asi conocer la accion que tiene sobre la bacteria
Helicobacter pylori, por medio de pruebas de sensibilidad antimicrobiana como son:
dilucién en agar, dilucion en tubo, prueba de penicilindros y el método de Kirby-Bauer,
conociendo la CMI y relacionando asi con los datos obtenidos, si este extracto presenta
algun tipo de inhibicion.

13



3.- GENERALIDADES.

3.1.- LAHERBOLARIA.

Desde la Antigliedad, el hombre ha utilizado las plantas que lo rodean para cubrir sus
necesidades basicas como alimento, vestido, la recuperacion y el mantenimiento de la

salud.

La herbolaria, como se conoce a la practica terapéutica que utiliza plantas medicinales,
tiene gran arraigo en México, se tiene estimado que existen cerca de 30,000 especies de
plantas, de las cuales en 1998 el Instituto Nacional Indigenista document6 3,000 con usos
medicinales, lo que equivale al 10% de la riqueza floristica del pais y 100 de ellas registran
una demanda comercial muy alta (Zamudio, 2005).

Las plantas medicinales constituyen un recurso muy conocido y accesible para
grandes poblaciones. La OMS ha reconocido el valor de esta préctica terapéutica y otorga
gran importancia para la salud publica (Betancourt, 2001).

La antigua fitoterapia, renovada por la ciencia moderna, conserva hoy como ayer, su
poder curativo, sobre todo en afecciones crénicas, en enfermedades degenerativas y en
numerosas enfermedades metabdlicas provocadas por el estilo de vida que nos impone la
sociedad moderna (Zamudio, 2005).

El valor de las plantas medicinales esta dado por sus constituyentes quimicos, de los
cuales los metabolitos secundarios son responsables de los efectos fisiolégicos que
producen. Los alcaloides, terpenoides, glicosidos y flavonoides son algunas de las familias
de compuestos con actividad biolégica demostrada.

El uso de las plantas medicinales representa ciertas ventajas, por ejemplo al
compararlas con los tratamientos quimicos, en las plantas los principios activos se
encuentran biolégicamente equilibradas por la presencia de sustancias complementarias

que van a potenciarse entre si, de forma que en general, no se acumulan en el organismo
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y sus efectos indeseables estan limitados. Dentro de una planta pueden coexistir varios
principios activos que pueden tener accion distinta a la que tendrian de manera separada.
Entre estos componentes existen interacciones que producen potenciacién o antagonismo,
que da como resultado una accion conjunta. Las moléculas que guardan estos principios
activos, al entrar en contacto con otras moléculas de un organismo, mediante el
desplazamiento de iones energéticos, producen reacciones en su comportamiento
quimico, lo que consiste en una reaccion bioquimica a nivel subatémico y micro celular,

pero con efectos en todo el metabolismo (Plantas que curan, 2000).

Ademas de sus biomoléculas y compuestos energéticos, las plantas contienen sales
minerales que también ejercen una accion energética y mas activa, que si se emplearan
las mismas sales obtenidas por procedimientos quimicos. Esa diferente accién, se debe a
que los iones de esas sales se encuentran en la planta viva en estados coloidales, con
consistencia gelatinosa y cargas eléctricas que provocan equilibrios facilmente disociables,
que al ser introducidos en otro organismo reaccionan de manera semejante a la de los
fermentos, es decir, no solo por accién quimica sino bioldgica, son “moléculas vivas”
(Fitoterapia, 2004).

Por otro lado, diferentes especies vegetales se han utilizado en el tratamiento de
cancer, por que algunas tienen sustancias capaces de detener el crecimiento de tumores
malignos; entre estas especies capaces de tener efecto anticancerigeno estan:

1) la zanahoria, ya que tiene caroteno, un antioxidante, precursor de la vitamina A, que
es capaz de ayudar en la inmunidad celular, lo cual hace a las células mas resistentes a la
formacion de tumores, ademas es un agente anti-radicales libres, siendo util en el
tratamiento de diferentes tipos de canceres, otra propiedad es la de protector del
organismo, del dafio producido por rayos ultravioleta;

2) el ajo, cuyo principio activo es la alicina, y secundariamente contiene vitamina A, la

cual ayuda a la prevencién del cancer de estbmago y

3) la cebolla, colabora a prevenir el cancer del intestino, ya que regula la flora intestinal
y evita los procesos de putrefaccién, etcétera (Plantas que curan, 2000).
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Actualmente se sabe con exactitud la composicién de algunas plantas de modo que
podemos utilizarlas de manera racional. Sin embargo, solo se ha estudiado menos del
10% de ellas. El conocimiento de las sustancias activas de las plantas y el resultado que
proporcionan a la investigacion farmaceéutica y clinica permiten deducir sus aplicaciones

medicinales.

Las propiedades de las plantas no solo son curativas sino que una de las grandes
virtudes que poseen, es la capacidad de regular los procesos vitales y prevenir
enfermedades. El buen uso de las plantas medicinales dentro de un conjunto de habitos
de vida sana, puede evitar que las debilidades de nuestro organismo y la predisposicion a
padecer ciertas dolencias evolucionen hasta convertirse en enfermedades declaradas
(Herbolaria, 2005).
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3.2.- CUACHALALATE (Amphipterygium adstringens).

3.2.1. ANTECEDENTES HISTORICOS Y DESCRIPCION.

Clasificacion taxonomica.

El cuachalalate, perteneciente a la familia Julianiaceae, a la divisibn Magnoliophyta,

clase Magnoliopsida, subclase Rosidae y al orden de las Sapindales, posee el nombre

cientifico Amphipterygium adstringens, Schiede ex Schelcht.

El nombre cuachalalate proviene de la etimologia ndhuatl Cuachalalatl: arbol de la

chachalaca del nahuatl Cuautl-chachalaca, que hace referencia a la Chachalaca, un ave

de nombre cientifico Ortalis poliocephala, que gusta de comer los frutos y semillas del

cuachalalate, y también kojchalalajtli,

koj-kuautli- arbol; chalalajtli-chala-chichalaca-

guajolote silvestre. Los nombres vulgares de esta planta son dados principalmente por los

habitantes de los pueblos donde vegeta, que son: cuachalala, chalalate, chalalote,

quetchalalatl, volador y cuachalala (Alvarez, 1998 y Zamudio, 2005).

Distribucion Geografica.

Fig. 1.- Principales é&reas que utilizan el

Cuachalalate en
(Zamudio, 2005).

la

Republica

Mexicana

El género es de origen americano vy
crece desde Meéxico hasta Peru. Se
distribuye en la vertiente del Pacifico
desde Nayarit hasta Chiapas, incluyendo
la cuenca del rio Balsas. Esta especie es
originaria de México y se puede
encontrar en los estados de Guerrero,
Morelos, Michoacan, México, Nayarit,
Jalisco, Puebla, Chiapas y Oaxaca a 800
m sobre el nivel del mar. Habita en
climas calidos, semicalidos y templados
(FIG.1).
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Descripcion botanica.

Amphipterygium adstringens es un
arbol didico de aproximadamente 5-10 m
de altura y 40 cm de didmetro, con el
tronco torcido, de corteza color moreno
grisdceo o gris plomizo con grandes
escamas, hojas opuestas, oblongas,
lanceoladas de 6 a 15 cm, agrupadas en
las puntas de las ramas en numero de 3

a 5, en el haz son de color verde opaco y

en el envés verde grisaceo (Martinez, Fig. 2.- Imagen del arbol de cuachalalate.
(Tomada.www.semarnat.gob.mx/pfnm2/fichas/amphiptery
1991). (FIG. 2)

gium_adstringens.htm).

3.2.2.- COMPOSICION QUIMICA Y METABOLITOS ACTIVOS.

Las investigaciones del cuachalalate en fitoquimica se han realizado principalmente
en la corteza del arbol, (FIG. 3) ya que es la parte de la planta que se emplea para ejercer
su efecto terapéutico. Esta corteza es en general lisa, de pigmento rosado pardo rojizo
muy intenso y cuando se prepara el extracto acuoso, queda muy concentrado. De dicha
corteza, se han identificado a la sapogenina, y se han aislado e identificado varios acidos
triterpénicos como el 4cido masticadiendnico, el 3o—dihidroximasticadiendnico (Navarrete,
1982); el acido cuachalatico (Watson, 1987); el esterol, B-sitosterol (Navarrete, 1989); el
triterpeno:  27-acetoxi-3a-15a-dihidroxidamara-12,24-dieno  (Pérez, 1993), acido

alquilfendlicos y aldehidos alquilfendlicos (Navarrete, 1990).

18



Fig. 3.- Imagen de la corteza del cuachalalate.

(Tomada de www.latinmerchant.com/productcategory).

De compuestos triterpénicos aislados de
la corteza, se ha demostrado que el
acido 3a-hidroximasticadienonico, (FIG.
4) el PB-sitosterol y el &acido 2-epi-
oleandlico poseen el efecto
gastroprotector (Navarrete, 1998). La
cantidad de los compuestos, depende
del sexo de la planta (presentandose un
mayor proporcion en plantas femeninas),
de la época del afio en que se cosecha,
habiendo una mayor concentracion de
acido masticadienénico en febrero y
acido  a-hidroximasticadien6nico, en

noviembre (Jiménez, 2004).

En 2001, Fernandez y Navarrete evaluaron la accion cicatrizante de la corteza, donde

observarén, recuperacion del tejido en un 80%, de tal manera que el cuachalalate puede

utilizarse con fines estéticos pues no deja cicatriz en el tejido.

Acido 3a-hidroximasticadienénico

\

Acido masticadienénico

Acido isomasticadienénico

Fig. 4.- Estructuras quimicas de algunos componentes de Amphypterygium adstringens (Jiménez, 2004).
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Triterpenoides.

Los triterpenoides son compuestos (ésteres libres, glucésidos) formados por la unién
de 6 unidades de isopropeno. Los triterpenoides naturales tienen 30 atomos de carbono y
una estructura que deriva de las 6 unidades de isopropeno (FIG. 5).

Los triterpenos de Amphipterygium adstringens son tetraciclicos los cuales se dividen
en subgrupos segun las variaciones de su esqueleto, de los principales son: Damarano-
Eufano (en el cual se encuentran los acidos masticadiendnico e iso-masticadienoénico del

cuachalalate), Escualeno, Fusidano-Lanostano (Barton, 1956).

Escualeno

Damarano- Eufano Fusidano-Lanostano
|
Lupano Oleanano
~
NS
Ursano Hopano Serratano

Fig. 5.- Estructuras basicas de los triterpenos (Jiménez, 2004).
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3.2.3.- ACTIVIDAD FARMACOLOGICA.

El cuachalalate es usado comunmente en la Republica Mexicana; su corteza se
expende en la mayoria de los mercados debido a que le atribuyen las propiedades
curativas cicatrizantes, para curar el cancer de estdbmago, la colelitiasis, la Ulcera,
gastritis, es un astringente y antiséptico natural para lavar heridas y curar el acné, como
antiinflamatorio e hipocolesterolemiante y muchas otras mas (Mata, 1993 y Zamudio,
2005).

Mediante estudios experimentales, se ha comprobado la actividad antitlcerosa de los
extractos acuosos de la corteza, la cual no se relaciona con el efecto antagonista de los
receptores H, de la histamina (Navarrete, 1990). También se ha demostrado que varias
fracciones del extracto metandlico de la corteza de esta planta tienen un efecto
gastroprotector, el cual se postula como el mecanismo de accion (Navarrete, 1998).
Ademas se han estudiado sus propiedades para actuar como filtro solar. El extracto de
cuachalalate tiene la capacidad de absorber las radiaciones ultravioleta (Quintanar, 1994).

El efecto antiulceroso y anticancerigeno del cuachalalate ha sido comprobado por
diversos investigadores en distintos anos. Sin embargo cabe destacar que en cuanto a su
accion anticancerigena, las investigaciones formales son escasas; no obstante, este
efecto se atribuye a una saponina del tipo esteroidal denominada sarsagenina, Gonzéalez
y col, en 1962, sugiriendo el efecto anticarcindgeno (Jiménez, 2004).

Como en el caso del cuachalalate, el estudio de plantas con caracteristicas
antimutagénicas y anticarcinogénicas, ha aumentado en las ultimas fechas, debido al
interés que se tiene en obtener nuevos farmacos capaces de eliminar o disminuir los
diferentes tipos de canceres, sin que se presenten reacciones secundarias como con los

farmacos existentes en el mercado (Martinez, 2003).

Navarrete ha mencionado que el cuachalalate tiene un alto contenido de &cido tanico
que tiene accion astringente, por lo que resulta un excelente cicatrizante interno y externo,
ya que los derivados taninos tienen la propiedad de coagular las albuminas de las
mucosas y de los tejidos, creando una capa de coagulacion aislante y protectora. A nivel
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de piel lesionada y mucosas, se forma una capa de proteina precipitada en la superficie
celular. Esta capa de proteina celular es protectora sobre la mucosa y la piel inflamada
frente a los agentes irritantes (Zamudio, 2005).

Dentro de las publicaciones importantes acerca de los usos del cuachalalate, existen
algunas patentes registradas en Japon, en las cuales se reporta la invencion de productos
preparados con esta planta. Una de esas patentes se refiere a un tdnico para el cabello,
cuyo efecto principal es para detener y evitar la caida del cabello (Tsuru, 1993). En otra
patente del cuachalalate, se reporta la invencién de una composicion herbal, en la que se
emplea el cuachalalate en combinacién con otra planta del género Equisetum, preparados
en bolsas para té, util para el tratamiento de las hemorroides. También se reportan otras
patentes de lociones y cremas en las que se hace uso del cuachalalate (Shisheido, 1998),
sin embargo, ninguna de éstas se han registrado en México.

3.2.4.- ACCION TOXICA.

Los taninos dada su accién astringente, también pueden provocar intoxicacion cuando
la superficie de aplicacion del cuerpo humano es muy grande y en exposiciones muy
largas.

En cuanto a las saponinas, también pueden provocar intoxicaciones cuando se
administran por via oral a dosis altas, debido a que son irritantes locales de la mucosa por
lo que producen vomitos por la irritacion gastrica.

Se ha demostrado, que la aplicacidén del extracto de cuachalalate sobre la piel sana,
no presenta ningun efecto fisioldgico adverso, ya que no introduce la formacién de edema
o eritema por lo cual es una sustancia segura que puede ser empleada para la
elaboracion de productos de uso externo (Zamudio, 2005).
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En cuanto a la citoxicidad del extracto etandlico de la corteza de cuachalalate, se
demostré que sbélo no provoca ningun efecto, pero en combinacion con la ifosfamida

presenta un efecto sinérgico, aumentando la citoxicidad (Martinez, 2003).

3.2.5.- APROVECHAMIENTO Y CONSERVACION DEL CUACHALALATE.

El cuachalalate es una especie amenazada, en peligro de extincion dado el uso
intensivo, debido a las multiples propiedades que se le atribuyen, el crecimiento de la
mancha urbana, incendios, cambios del uso del suelo por ganaderia, agricultura y
contaminacién. Ademas el tipo de descortezamiento que los campesinos realizan, se
hace de una forma inadecuada destruyendo asi tejidos vitales, lo que provoca que entre
el 60-80% de los casos se cause muerte al arbol.

Hasta ahora la obtencién de la corteza de Amphipterygium adstringens se ha
realizado en poblaciones silvestres, por lo que esta, se realiza sin ningun control que
garantice la conservacion de la especie. Dado lo anterior se han elaborado técnicas de
descortezamiento para hacer uso sustentable de la corteza de cuachalalate al manipular
adecuadamente la profundidad, longitud y ancho de la placa de la corteza que se separa
del tronco del arbol, permitiendo asi su regeneracion hasta tres veces mas rapido que en
un descortezamiento tradicional (Zamudio, 2005).
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3.3.- Helicobacter pylori.

3.3.1.- ANTECEDENTES HISTORICOS Y CARACTERISTICAS DESCRIPTIVAS.

Doenges, en 1939, publica un estudio donde describe la presencia de
microorganismos espirales en un 43% de los estébmagos procedentes de autopsias. En
1975 Steer y Colin-Jones, asociaron la presencia de una bacteria curva Gram negativa
con las biopsias gastricas procedentes de pacientes con Ulcera gastrica y gastritis. Sin
embargo errores en el cultivo del organismo provocaron que el hallazgo fuera ignorado
(Drumm, 1990 y Monés, 1994).

En 1982, Warren y Marshall en Perth (Australia) lograron identificar en cultivos de
muestras de biopsia gastrica de pacientes con gastritis histolégica, un bacilo curvo
microaerofilico Gram negativo, esta bacteria fue denominada inicialmente como un
organismo similar a Campylobacter jejuni. Después del exitoso cultivo en 1984, fue
asignado al organismo el nombre de Campylobacter pyloridis el cual se cambid
posteriormente, a Campylobacter pylori en 1987 (Owen, 1995 y Murray, 1994). El cultivo
de esta bacteria, fue seguido por un intenso escrutinio de sus caracteristicas
taxondémicas, especialmente comparado con otras bacterias del género Campylobacter.
Los resultados de estos estudios delinearon mayores diferencias entre ésta y verdaderas
bacterias del género Campylobacter en ultra estructura, composicién celular acido graso,
caracteristicas del desarrollo, secuencia del ARN, etc. A diferencia de los verdaderos
organismos del género Campylobacter ésta posee una potente actividad ureasa,
propiedad que puede tener importantes implicaciones patogénicas. Por estas
caracteristicas Unicas, a Campylobacter pylori se le asign6 un nuevo nombre;
Helicobacter pylori.
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Helicobacter pylori es una bacteria
Gram negativa en forma helicoidal de S
o bastéon curvado de 0.5-0.9 um de
ancho por 2-4 um de largo, normalmente
movil. Su  morfologia colonial vy
microscépica varia de acuerdo a las
condiciones del medio de cultivo. Por
ejemplo en cultivos viejos presenta
formas cocoides. Sin embargo puede
observarse también en forma de V,

forma de U y en linea recta (Owen, 1995,

Fig. 6.- Imagen de H. pylori ampliada

10,000x. Forma encorvada y flagelar, que le

permite impulsarse en la mucosa gastrica.

Marshall, 1984, Goodwin, 1990) (F|G 6) (Tomada de Research Laboratory website:

www.hpylori.com.au).

A los 2 dias de crecimiento y visto con microscopio electrénico H. pylori tiene
tipicamente de 5 a 6 filamentos flagelares polares y por lo tanto es mévil (Noach, 1994).

El aislamiento primario de H. pylori en agar sangre a 37 °C requiere de 3 a 4 dias, pero
si no se observa crecimiento se continua la incubacién hasta por 7 dias. Las colonias son
pequenas, circulares, convexas, humedas y traslicidas de 2mm de diametro, alrededor
de las cuales se presenta una ligera hemdlisis de color gris en agar sangre. Crece en
medios selectivos y enriquecidos como Shirrow, Marshall, agar infusion cerebro corazén,
agar brucella y medios que contengan hemina o de 5 a 10% de sangre de carnero o
caballo (Drumm, 1990).

Todas las cepas crecen en un rango de 33-40°C y algunas pobremente a 30 y 42°C
pero ninguna a 25°C, Helicobacter pylori, crece dependiendo del medio de cultivo, a pH
de 5.5 a 8.5 con buen desarrollo a pH 6.9-8.0. Se desarrolla mejor en una atmésfera de 5
a 6% de O,, 7 a 12% de CO,, 85% de N, 8% de H, y alta humedad (Goodwin, 1990 y Mc
Nulty, 1984).

Produce enzimas como oxidasa, catalasa y ureasa. La hidrélisis de la urea por la
ureasa produce amonio, el cual se ha propuesto que neutraliza el acido clorhidrico del
estomago y puede dafar directamente a las células epiteliales gastricas (Covacci, 1995 y
Jawetz, 1996).
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No produce indol, tampoco H,S, reduce nitratos a nitritos, fermenta la glucosa e
hidroliza el hipurato, (Murray, 1994). Produce una citosina que forma vacuolas en cultivos
celulares y fosfolipasa. El contenido de C+G en el DNA de H. pylori es de un 35 a 44%
mol (Cover, 1992 y Blazer, 1992).

La bacteria es sensible in vitro, a la penicilina, ampicilina, amoxicilina, eritromicina,
gentamicina, kanamicina, rifampicina, metronidazol, tetraciclina y cegatlotina. También es
sensible a las sales de bismuto y se ha documentado la resistencia a la vancomicina,

sulfonamidas, trimetoprim y el cido nalidixico (Marshall, 1985).

3.3.2.- PATOLOGIA DIGESTIVA.

Gastritis.

La infeccion por Helicobacter pylori es la principal causa de gastritis cronica B o antral
y no se relaciona con la gastritis A autoinmune ni con otras gastritis especificas. La
morfologia de la gastritis asociada a Helicobacter pylori es caracteristica, crdnica, con
leve o moderada actividad, grado variable de atrofia, presencia de foliculos linfoides y con
el predominio en antro. (FIG.7).

La gastritis es una reaccion inflamatoria aguda o crénica de la mucosa gastrica. En la
gastritis aguda el infiltrado inflamatorio estd constituido por polimorfonucleares y suele
reducirse a la mitad de la luz de la mucosa gastrica. Cualquier pérdida de epitelio es
superficial con mudltiples Ulceras de tamafo pequefo. La superficie epitelial perdida se
remplaza por una mezcla de fibrina y células inflamatorias agudas (Hov-Ac, 1995).

No existe fibrosis y cuando se cura, la mucosa vuelve a la normalidad. Las caracteristicas
clinicas de la gastritis aguda no son especificas y muchos pacientes pueden estar
asintomaticos. Las nauseas, vOmitos y el dolor epigastrico son caracteristicas clinicas
frecuentes. H. pylori puede provocar cuadros clinicos de dispepsia y la aparicion brusca e
histoldgica de gastritis aguda.
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La gastritis cronica se caracteriza
morfolégicamente por la presencia de
inflamacién de la mucosa, acompanada
o0 no de alteracion de la arquitectura
glandular. Los diversos grados de
gastritis cronica representan
probablemente diferentes estadios de un

proceso dinamico.

Histolégicamente la gastritis crénica

superficial se caracteriza por la

Fig. 7.- Imagen de la invasividad de H.

presencia de un infiltrado inflamatorio

que ocupa la porcion superficial de la pylori ampliada 10,000x, Muestra la forma

L . en como entra H. pylori a la mucosa
lamina propia, conservando la estructura o
gastrica.

g Iandu Iar. (Tomada: Research Laboratory website:

www.hpylori.com.au

En la gastritis cronica atréfica, el proceso inflamatorio se extiende con profundidad,
afectando a las glandulas gastricas. Dependiendo de la intensidad del proceso se
distinguen tres grados: leve, moderado y severo. En el grado severo existe una
desaparicion total del componente glandular, apareciendo epitelio metaplasico. La nueva
mucosa se puede parecer a la pilérica 0 con mas frecuencia ser semejante a la intestinal
(metaplasia intestinal). Esta gastritis crénica atréfica activa corresponde a la denomina
gastritis B. Cuando la atrofia es severa, pero los cambios inflamatorios y regenerativos
son minimos, se denomina inactiva, siendo este patron el que se observa
preferentemente en la gastritis tipo A 0 autoinmune, localizada en el cuerpo gastrico y que
afecta a las glandulas oxinticas, donde se ubican las células parietales productoras de
HCI y factor intrinseco, formando parte del sindrome de anemia perniciosa (Olbe, 1980).

Los cambios histoldégicos que se observan en la mucosa gastrica por Helicobacter
pylori corresponden a una gastritis cronica atréfica activa, localizada preferentemente en
el antro y de intensidad leve o moderada. Se observa la presencia de nédulos linfoides
con centro germinal en un 80% de los casos de gastritis por Helicobacter pylori (Blazer,
1992).
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Ulcera péptica.

Esta enfermedad es considerada una enfermedad de la civilizacion, ya que aumenta
su frecuencia a medida que un pais se desarrolla econémicamente. Inicialmente se
consider6 que la enfermedad ulcerosa péptica era simplemente consecuencia de un
problema de hipersecrecién gastrica de acido y pepsina. Sin embargo, actualmente esta
claro que una Uulcera es el resultado final de una alteracién en el equilibrio entre los
factores agresores y los factores defensivos; H. pylori, los AINE’s y las alteraciones en la
secrecidon acida son los principales factores que alteran este equilibrio. Mientras que el
dano causado por el acido es necesario para que se forme una Ulcera, la secrecion acida
es normal en la mayoria de los pacientes con Ulceras gastricas y esta aumentada en
aproximadamente la mitad de los pacientes con Ulcera duodenal.

En México la Ulcera péptica no constituye un problema mayor, sin embargo tiene un
orden de importancia dentro de las causas de mortalidad en hombres y mujeres de 65
anos o mas, ademas aumenta progresivamente con la edad a partir de los 20 afios de
edad. Segun el INEGI, en el 2001 se reporta que la mortalidad por Ulceras gastrica y
duodenal, tienen un orden de importancia ya que las defunciones en hombres de 65 afnos
0 mas, fueron de 989 mientras que en mujeres fueron de 1063 (Zamudio, 2005).

Ulcera duodenal.

Helicobacter pylori deteriora la barrera de la mucosa e induce hipergastrinemias
postprandriales. El 90%-95% de los pacientes con ulcera duodenal estan infectados por
Helicobacter pylori; este encuentra su habitat ideal en el moco gastrico en contacto con el
epitelio de la superficie, que constituye la primera linea de defensa contra los agentes
agresivos (acido y pepsina). El m.o. halla en esta barrera sus nutrientes y se defiende de
los iones H* hidrolizando la urea, logrando asi un microentorno alcalino. H. pylori, posee
enzimas capaces de degradar el moco gastrico, reduciendo su viscosidad y por tanto, su
capacidad defensiva. También produce citotoxinas que lesionan a las microvellosidades
de las células de la mucosa gastrica, interrumpiendo las uniones intercelulares, lo que
debilita la segunda barrera defensiva, facilitando la posibilidad de aparicién de erosiones
superficiales y ulceraciones.
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La interrelacion entre la infeccién por H.
pyloriy la Ulcera duodenal es debida a la
actividad del m.o, en el debilitamiento de
los factores defensivos, tanto de la
mucosa gastrica como de la metaplasia
gastrica en el duodeno. La enfermedad
ulcerosa duodenal es un proceso
cronico, con exacerbaciones y
remisiones, que ocurren en largos
periodos de tiempo, incluso 30 afios o
mas. Desde la aparicion de los
antagonistas H, y maés recientemente
con los inhibidores de la bomba de
protones como el omeprazol, se
consigue la curacion clinica y la
cicatrizacion del crater ulceroso en casi
el 100% de los pacientes, con facilidad y
minimos efectos secundarios (Arnold,
1996).

Ulcera gastrica.

Mientras que la Ulcera duodenal se
asocia en un 95% con la infeccién por H.
pylori, la Ulcera gastrica lo hace en un
75%, aunque la mayor parte de las
Ulceras gastricas sin H. pylori tienen
relacion con la ingesta de aspirinas o
AINE’s. La recidiva en la Ulcera gastrica,
después de su curacion, se estima en un
30% al 50%. Por ello, se han propuesto
tratamientos de mantenimiento con
bloqueadores H, que reducen la tasa de
recidivas del 10% al 20%. (FIG 8).

Helicobacter pylori

~ the bacterium causing peptic ulcer disease

Infection
Helicobacter pylorl
Infacts the lower
part of the stomach,
anlrum.

Duodenum

Heliobacer pylort

Inflammation
Hatieabacter pyler
causes inflammation
of the gastic mucosa
{gastritis), This is
often asymptomatic.

Ulger

Gastric inflammation may lead
o duodenal or gastric ulcer.
Severs complications include
bleeding lcer and perforated

Uleer,

Increased
acid secretion

Duodenal

?

Bleeding ulcer

Fig. 8.- Imagen que muestra los pasos de la
invasiéon de H. pylori, para provocar ulcera
géstrica y ulcera duodenal. (Tomada: The 2005
Nobel Prize in Physiology or Medicine.

(nobelprize.org/medicine/laureates/2005/press.html).
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Cancer gastrico.

Helicobacter pylori es, sin duda, el factor etiologico mas importante de la gastritis del
antro y del cuerpo gastrico y la prevalencia de gastritis atrofica en las personas de edad
se correlaciona con la prevalencia de infeccion en las primeras décadas de la vida, lo que
sugiere que esta infeccién hace progresar la gastritis y con el paso de los afos, inducir
gastritis atrofica (Hov-Ac, 1995).

El descenso de la prevalencia de la gastritis atréfica, consecuencia de la menor
prevalencia de infeccién por H. pylori condiciona, en el transcurso de los afos y sélo en
una parte de los pacientes infectados, el desarrollo de una gastritis atrofica, entidad con
cierto potencial de malignidad. Simultdneamente se han publicado dos extensos estudios
epidemiolégicos que parecen confirmar la sospecha de que la infeccion, de alguna forma,

incrementa el riesgo de cancer gastrico.

La infeccion por H. pylori esta significativamente asociada a un mayor riesgo de
cancer gastrico, aunque la mayoria de las personas infectadas no llegan nunca a
desarrollar un carcinoma gastrico, probablemente porque la etiopatogenia de esta entidad
es multifactorial y otros muchos factores se interrelacionan con la infeccion, siendo ésta,
en todo caso, condicion necesaria pero nunca suficiente para el desarrollo de un

carcinoma gastrico (Ojeda, 1998).

3.3.3.- RESPUESTA INMUNE.

Los pacientes infectados con H. pylori desarrollan una respuesta de anticuerpo IgM en
la primoinfeccidn; después se produce IgG e IgA, los cuales persisten, tanto en via
sistémica como en la mucosa, en personas infectadas de manera crénica (Jawtz, 1996 y
Nomura, 1994). H. pylori induce la liberacién de factor de activacion plaquetaria (PAF),
leucotrienos y citocinas, mismos que median una respuesta inflamatoria en la mucosa, la
cual se manifiesta histolégicamente como una gastritis superficial difusa (Riouy, 1994). El
PAF es un potente mediador inflamatorio que induce quimiotaxis de leucocitos y cambios
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en la permeabilidad vascular, los leucotrienos son potentes factores quimiotacticos
ademas de inducir dafno a la mucosa (Fukuda, 1990).

3.3.4.- FACTORES DE PATOGENICIDAD.

Entre los principales factores de virulencia de H. pylori se encuentran la produccién de
ureasa, catalasa, citotoxina (vacA), gen vacA, proteina de choque térmico (Heat Shock
Protein) movilidad, capacidad para adherirse a la mucosa gastrica, presencia del gen
cagA, proteina CagA vy lipopolisacaridos (Drouet, 1993 y Macchia, 1993).

Ureasa.- Enzima mas importante producida por H. pylori, mediante la hidrélisis de la
urea le permite la colonizacién en la mucosa gastrica por la producciéon de amonio que
amortigua los hidrogeniones, ademas de inducir inflamacién. Su actividad es en el
citoplasma, coloniza el moco secretado por la mucosa gastrica, el pH del estbmago se
neutraliza por la produccion de amonio, lo cual permite sobrevivir a H. pylori. Esta
asociada con la superficie bacteriana y tiene un papel en la asimilacion de nitrégeno.
Aunque la asociacion entre la ureasa y la superficie bacterial se estabiliza por cationes
bivalentes como el Ca** y Mg?, la ureasa recombinante se expresa de manera éptima
cuando no se inhibe la produccién de Ni** in vitro y cuando se permite la sintesis
suficiente de subunidades de ureasa UreA y UreB (Moran, 1994).

Citotoxina vacuolizante (vacA).- Las cepas citotoxicas secretan una proteina que
induce la formacion de vacuolas en el citoplasma de lineas celulares in vitro. Aunque
vacA estd presente en casi todas las cepas de H. pylori s6lo un 50% de las cepas

expresan la citotoxina.
Las vesiculas se originan por invaginacion de la membrana para formar endosomas,

los cuales se fusionan con lisosomas o con el aparato de Golgi. El objetivo del VacA es la
ATPasa de tipo V que esta presente en los Ultimos endosomas. Una vez que ha
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reaccionado con su objetivo, la bomba de protones hidrogeno, estimulada por la toxina,
crea un ambiente acido dentro de las vacuolas y sustancias ambientales basicas, como el
amoniaco, cruzan las membranas y son protonadas en el pH acido. Las vacuolas
originadas en el area perinuclear, se incrementan en nimero y tamafo y se fusionan unas
con otras, la membrana celular se rompe y las células mueren. Las bases débiles, como
el amoniaco y la nicotina, incrementan la actividad vacuolizante de la toxina. Los niveles
de nicotina en la saliva de fumadores son menores a aquellos que son necesarios para
potencializar la actividad de la toxina in vitro. Sin embargo, la actividad sinérgica de la
nicotina deberia ocurrir in vivo, a menores concentraciones que in vitro; esto ayuda a
explicar, porque los fumadores tienen mayor riesgo de desarrollar Ulcera duodenal; el
amoniaco también potencializa la actividad vacuolizante de VacA y bajo ciertas
condiciones in vitro con altas concentraciones de urea en el medio, la vacuolizacion es tan

intensa que las células se fusionan una con otras (Figura, 1990).

La vacuolizacion de células inducida por VacA es potencializada por exposicién de la
citotoxina a pH bajo. La induccion de la activacién toma lugar a un pH de 5.5; a valores de
pH “normales” del estdmago (alrededor de pH 2), el proceso de activacion se lleva a cabo
en segundos. Una vez &cido-activada, VacA retiene su actividad a pH neutro y se vuelve
resistente ante el ataque de la pepsina. La inhibicién de secrecién acida de los inhibidores
de bombeo de protones (PPls; Proton Pump Inhibitors) en el tratamiento de la Ulcera
péptica previene la acido-activacion de la toxina. Los inhibidores de la bomba de
protones, también interfieren con la ATPasa de tipo vacular, que es el objetivo de VacA 'y
en consecuencia inhibe la vacuolizacion. Las cepas de H. pylori activan los linfocitos
polimorfonucleares (PMN) y obtienen una explosion oxidativa. Los PMN activados, en
adicién a aniones superoxido generados y otros metabolitos reactivos, también secretan
iones H* dentro de los fagolisosomas, en respuesta a la estimulaciéon por la ATPasa H*
asociada a la membrana. La infeccion por cepas productoras de toxina vacuolizante
también esta asociada positivamente con la ulceraciéon gastroduodenal (Goossens, 1992 y
Owen 1994).

El gen vacA codifica una protoxina que es fundamental para la secrecion de la toxina.
Aunque no todas las cepas de H. pylori expresan la actividad citotéxica in vitro,
esencialmente todas poseen el gen vacA (Cover 1993 y Phadnis 1994). La observacion
de que la vacuolizacion in vitro es potenciada por la exposicion de la toxina a bajos
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valores de pH y que, una vez activada vacA se convierte resistente al efecto de la pepsina
es un indicio adicional de H. pylori para adaptarse al medio ambiente géastrico del
estébmago (Moran, 1994 y Cover, 1994).

Proteinas de choque térmico.- Juegan un papel en la patogénesis e inmunologia de
la infeccién por H. pylori. La proteina de choque térmico, HaspA de H. pylori, protege
exitosamente en contra de una infeccion por H. pylori en el modelo de H. felis del raton.
Se ha clonado y secuenciado un nuevo gen de H. pylori, que codifica una proteina de
choque térmico, homéloga a ClpB de E. coli y otras proteinas Clp. Las proteinas
constituyen una familia, de proteasas dependientes de ATP, que son oblicuas tanto en
procariontes y eucariontes (Ojeda, 1998).

Movilidad.- Esta dada por dos o seis flagelos polares cubiertos, cuyo filamento consta
de dos tipos de flagelinas, codificadas por genes flaA y flaB. Ambos genes han sido
clonados y mutaciones inducidas han mostrado que flaA es esencial para la movilidad.
Las envolturas de los flagelos son membranas y contienen proteinas y lipopolisacaridos,
sugiriendo que el papel de la cubierta es el de proteger el filamento del flagelo y promover
la adhesion (Moran, 1994).

Proteina del gen asociado a citotoxina (CagA).- Muchas cepas citotéxicas, también
producen una proteina altamente inmunogénica, llamada CagA. Cerca del 10% de cepas
de H. pylori que portan cagA son no citotéxicas, y una produccion similar de cepas no
citotoxicas no llevan cagA. No se han encontrado correlacion entre la expresion de los
genes vacA y cagA (Ojeda, 1998).

La infeccion por cepas cagA* induce a que las células epiteliales secreten cantidades
incrementadas de interleucina 8 (IL-8), que tiene un papel clave en la respuesta
inflamatoria celular de neutréfilos y mononucleares. El gen cagA ha mostrado que es
parte de un operdn que incluye dos genes designados picA y picB, este Ultimo producto
del gen ha sido directamente implicado en la induccion de la expresion de 1I-8 por células
epiteliales gastricas colonizadas in vitro, ademas la infeccién experimental ha demostrado
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que otros factores diferentes de cagA estan involucrados en la respuesta inflamatoria,
todavia no es claro si existe una relacién entre este operén y dos regiones gendmicas

llamadas cagl y cagll descritas recientemente en cepas cagA* (Ojeda, 1998).

Cualquiera que sea el papel de cagA numerosos estudios microbiolégicos vy
serologicos indican que la infeccidn por cepas de H. pylori que poseen cagA o expresan el
producto gendmico, incrementan el riesgo de desarrollar gastritis activa, lesiones de
mucosas neoplasicas y preneoplasicas en adultos, gastritis hemorragica e inflamacion
activa y severa inflamacion activa de las mucosas en nifios. En contraste linfomas de
células B de bajo grado del tipo de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) no parecen
estar asociadas con el estatus de cagA del organismo infectante. También se encontré
que los pacientes con alergia alimenticia fueron mas probablemente infectados por cepas
cagA (Moran, 1994).

Lipopolisacaridos.- H. pylori al igual que otras bacterias Gram (-), presenta
lipopolisacaridos (LPS) en membrana externa. ElI LPS de H. pylori destruye la cubierta de
mucosa gastrica interfiriendo con la interaccion entre Munich y su receptor en la mucosa;
el agente antiulceroso abrotidina inhibe este efecto. Sin embargo, la caracteristica mas
importante de H. pylori es su baja actividad proinflamatoria. Este fenémeno esta mediado
por su singular estructura de lipido A y afecta a la union CD-14. El hallazgo de los
antigenos Lewis son expresados sobre una parte de las cadenas laterales de los
polisacaridos que concuerda con que la molécula de LPS tenga un bajo perfil en su
especificidad huésped (Drouet, 1993).

Se han identificado como receptores de lipidos en la mucosa para H. pylori a la
fosfatidiletanolamina y la gangliotetrasilceramida. La adhesina bacteriana de H. pylori que
reconoce estos lipidos es una exoenzima de 63 kDa, proteina con forma de S. Otros
receptores potenciales para H. pylori 1o constituye la matriz extracelular, componentes
que pueden llegar a ser expuestos debido a la actividad microbiana, la alimentacién o una
gran produccion de células en el epitelio gastrico (Ojeda, 1998).
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3.3.5.- FORMAS DE TRANSMISION.

Los mecanismos especificos de transmision de la bacteria siguen sin determinarse,
pero por el hecho de ser tan comun la infeccién y su amplia distribucién, se ha postulado
que tanto el agua como los animales son fuente de infeccién, sin embargo, la via de
transmision que esta claramente establecida es la oral-fecal, esto se sustenta en la
identificacién de H. pylori en heces, reportada en los estudios realizados por Thomas y col
(1992), en los que se demostrd su presencia en 1 adulto y 9/23 nifios, o el de Nelly y col
(1994) en 12/25 adultos, positivos comprobada por Reaccion en Cadena de la Polimeraza
(PCR), prueba de urea y primers especificos cagA. Se ha descartado la transmision oral-
oral en adultos, esto basado en la discordancia de infeccion en parejas, si bien se
mencionan estudios en los cuales se comprobd la presencia de H. pylori en la cavidad
oral, saliva y placas dentales por PCR, no se han recuperado en cultivo, esto debido a
que la saliva humana muestra actividad inhibitoria in vitro frente a la bacteria y parece
estar relacionado con la presencia de la flora normal de la cavidad oral. Se mencionan en
algunos trabajos, factores de riesgo propios del huésped, destacando el papel de la
herencia como determinante de la susceptibilidad a la infeccién, demostrando en
investigaciones realizadas en pares de mellizos (57%).

La tasa de reinfeccion en adultos después de la erradicacion es muy baja (0.5-10%
por afno), sin embargo, en la poblacién pediatrica son elevadas y este fenémeno
posiblemente obedezca al seguimiento de habitos higiénicos (Guerrero, 2002).

3.3.6.- DIAGNOSTICO DE LABORATORIO.

Los métodos que permiten el diagnéstico de la infeccién por H. pylori se pueden
sistematizar en dos grandes grupos; los que requieren endoscopia y toma de biopsias de
la mucosa gastrica y los métodos no endoscopicos, fundamentalmente técnicas

serologicas y prueba de aliento (Ojeda,1998).
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METODOS QUE REQUIEREN ENDOSCOPIA.

Cultivo de biopsias.- Es el método de eleccion, aunque presenta ciertas dificultades
técnicas. Las muestras deben ser procesadas con rapidez en el laboratorio de
microbiologia, requiriendo para el cultivo una atmoésfera microaerofilica y medios

enriquecidos, agar sangre o Skirrow (medio selectivo con antibiéticos).

Histologia.- La observacion de microorganismos de morfologia espirilar en los cortes
histologicos de biopsias endoscopicas de la mucosa gastrica es un método sencillo de
diagnostico de infeccion por H. pylori. Es caracteristica su localizacién, en intimo contacto
con el epitelio de superficie, en plena barrera moco-bicarbonato. La tincién de plata de
Warthin-Starry es la ideal para evidenciar los gérmenes, las bacterias se tifien como
espirales negras con un rodete amarillo, aunque en general las tinciones habituales,

hematoxilina-eosina y Giemsa, son suficientes, pues permiten una correcta visualizacion.

Tincion de Gram.- Mediante una extensién y tincion de Gram se puede diagnosticar
de una forma sencilla, rdpida y econémica la presencia de H. pylori en la biopsia
endoscopica. La sensibilidad y especificidad del método es del 95% y 60%,

respectivamente.

Prueba de la ureasa.- H. pylori posee una intensa actividad uredsica (conversion
enzimatica de la urea en amonio y CQO,). Esta caracteristica se ha aprovechado para
disefiar un sistema de diagnostico rapido, que consiste en introducir una biopsia
endoscépica en un caldo de urea de Christensen. Si la actividad ureasica es elevada, se
produce un cambio cromatico del amarillo al rosa. La prueba de la urea tiene la ventaja de
ser sencilla, econdémica y rapida, ya que el cambio cromatico habitualmente se produce
en pocas horas. Asi, a las tres horas la sensibilidad es del 97%, aunque la especificidad
es del 60%. Si la lectura se practica a las 24 hrs, la especificidad es del 100% vy la
sensibilidad del 92%.
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v

H2NCONH2 + H2O NH3 + H2NCOOH

H2NCOOH + H2O > NH3 + H2C03
H2C03 > H + HCOs
2 NH3 + 2 H:0 2 NHs" +2 OH

v

Catélisis de la hidrélisis de la urea para formar amonio y carbamato, y

espontaneamente descompone dando otra molécula de amonio y acido carbonico.

Reaccion en cadena de la polimerasa.- La PCR permite la deteccion rapida de H.
pylori de biopsias recién obtenidas de estébmago. Esta prueba se basa en el andlisis de
una secuencia especifica del DNA del genoma de H. pylori, es una técnica rapida,
altamente sensible y especifica; puede identificar DNA bacterial en fluidos obtenidos por

métodos no invasivos como placa dental y saliva.

METODOS NO ENDOSCOPICOS.- Son las técnicas de eleccion en los estudios

epidemiolégicos de poblacion y en el seguimiento de pacientes en tratamiento.

Serologia.- Se basa en que la infeccién por H. pylori provoca una respuesta inmune
tanto local como sistémica. Se han evaluado y comparado la eficacia diagnostica de dos
pruebas serolégicas comercializadas, un ELISA y una seroaglutinacién mediante latex.
(Pyloriset, Orion). EI ELISA mostr6 una mayor eficacia diagnostica (sensibilidad 100%,
especificidad 72%) que el latex (46% y 82%, respectivamente).

Prueba del aliento.- Se basa, como la prueba de la ureasa, en la alta actividad
ureasica de H. pylori, actividad que es posible cuantificar a través de la medida de CO,
expirado marcado con "C tras la administracién oral de urea marcada con dicho is6topo.
La dosis de radioactividad administrada es baja y la técnica es barata y al alcance de
numerosos hospitales. La prueba del aliento con urea marcada con *C no es radiactiva,
pero esta técnica es mas cara. La prueba del aliento es un excelente método diagnéstico
con alta sensibilidad (95%) y especificidad (96%) (Zamora, 2003).
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3.3.7.- EPIDEMIOLOGIA.

H. pylori esta presente en la mucosa gastrica en menos del 20% de personas
menores de 30 anos de edad, pero aumenta en frecuencia de 40% a 60% en personas de
60 anos, incluyendo individuos asintomaticos. En los paises en desarrollo, la incidencia de
infeccion puede ser del 80%, en adultos (Guerrero, 2002).

En México se han realizado pocos estudios acerca de la seroprevalencia de
Helicobacter pylori (Jiménez, 1996). Sin embargo estudios realizados en ultimos afios a
12,292 sueros indicaron que con ELISA, el 66% de la poblacién mexicana esta infectada
por H. pylori; la infeccion aumenta con la edad; en individuos de un afo la seroprevalencia
es de un 20%, a los 10 afos es de 50% y a los 30 afnos casi del 90% (Hopkins, 1993).

3.3.8.- FACTORES DE RIESGO.

Los factores de riesgo asociados a esta infeccion son: Herencia: Se ha observado
que los familiares de una persona que padece esta enfermedad tienen una mayor
posibilidad de padecerla también. Tabaquismo: |la nicotina procedente del tabaco altera
la liberacién de bicarbonato que sirve para frenar al acido. Tener grupo sanguineo O: ya
que parece que este grupo sanguineo, favorece la accién de H. pylori. Los estados de
estrés y ansiedad, también se asocian a esta enfermedad debido a que afectan el
movimiento del intestino, la mucosa gastrica y la inflamacién. La ingesta de alcohol: que
facilita la aparicion de gastritis superficial, gastritis crénica y agruras. El café y las
comidas irritantes, también se han asociado con la aparicion de la enfermedad acido
péptica. También se ha asociado esta enfermedad a la presencia de oftras
enfermedades como: insuficiencia renal, enfermedad obstructiva crénica pulmonar y
cirrosis alcohdlica; estos ayudan al desequilibrio entre los factores agresivos (acido y
pepsina presentes en el jugo gastrico) y los protectores (barrera de la mucosa y
bicarbonato).
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3.3.9.- TRATAMIENTO.

La erradicacién de H. pylor no es facil y los estudios tampoco son al azar, la dosis de
agentes antimicrobianos y la duracion del tratamiento varian en amplio grado y la
definicion de erradicacion difiere entre los estudios. Algunos consideran la ausencia de H.
pylori inmediatamente después del tratamiento como una evidencia de la erradicacion,
mientras que otros insisten en que debe esperarse un mes para descartar a los sujetos en
quienes el microorganismo soélo fue suprimido de manera temporal (Ojeda, 1998).

En los ultimos anos el tratamiento de eleccién para los pacientes con Ulcera péptica
infectados por H. pylori, tanto en la etapa inicial como para la recurrencia de la
enfermedad incluye antimicrobianos junto con los farmacos antisecretores de HCI. Los
farmacos que han sido utilizados en diversas composiciones son: amoxilina, metronidazol,
tetraciclinas, eritromicina, claritromicina, asi como sales de bismuto (peptobismol) y
antagonistas de los receptores de H, o los inhibidores de la bomba de protones de las
células parietales géastricas como el omeprazol o lansoprazol. (CUADRO 1). Estos
compuestos se sabe que actlan sinergicamente con los antimicrobianos, aunque no se

conoce las razones de ello (Guerrero, 2002).

Algunos conceptos de los factores que influyen en la eficacia erradicadora de los
antimicrobianos, incluyen al pH gastrico, la biodisponibilidad, penetracion tisular y
actividad antibi6tica. Por otro lado los efectos de los inhibidores de la bomba de protones
sobre el microorganismo, la cual produce una inhibicién de la ureasa bacteriana, parecen
ser dosis dependiente y probablemente estén relacionados con la unién covalente de
estos farmacos con los grupos sulfhidricos de la enzima, debido a que la bacteria puede
en parte depender de la actividad de ureasa, tanto para su actividad patégena como para
obtener sus requerimientos metabdlicos. En cuanto a la accién directa, se ha establecido
que el incremento del pH gastrico ejerce una mayor eficacia y concentracién local de los
antimicrobianos, disminuyendo al efecto de las inmunoglobulinas y preservando la funcion
leucocitaria (Guerrero, 2002).
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ESQUEMA DE TRATAMIENTO DOSIS
Inhibidor de la bomba de protones Dosis estandar
+ Claritromicina 500 mg
+ Amoxicilina 1000 mg
Inhibidor de la bomba de protones Dosis estandar
+ Claritromicina 500 mg
+ Metronidazol 400 mg
Ranitidina con citrato de bismuto 400 mg
+ Claritromicina 500 mg
+ Amoxicilina 1000 mg
Ranitidina con citrato de bismuto 400 mg
+Claritromicina 500 mg
+ Metronidazol 400 mg

CUADRO 1.- Esquema de tratamiento de siete dias contra la infeccién por H. pylori, mas

utilizados. Tomada de Pylopac, Medley México (2001).
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3.4.- ANTIMICROBIANOS.

Desde el siglo XVIl se han empleado sustancias quimicas para el tratamiento de las
enfermedades infecciosas; en 1889 Vuillemin, en un trabajo titulado Antibiose et
symbiose, crea el término antibiosis para describir la lucha entre seres vivos por la
supervivencia. Mas tarde, Ward adopta esta palabra para describir el antagonismo
microbiano. Con posterioridad, ya en plena era antibiética, significd: sustancia extraida de
seres vivos, ya fueran bacterias, hongos, algas, etcétera, con capacidad para anular la
vida de diversos microorganismos, pero no fue sino hasta el siglo XX, que comienza la
quimioterapia como ciencia con los estudios de Paul Ehrlich quien fue el primero en
formular los principios de la toxicidad selectiva y reconocer las reacciones quimicas
especificas entre los microorganismos y los medicamentos, ya que descubrié que las
arsefaminas (compuestos con base en arsénico) atacan al Treponema palidum, causante

de la sifilis en el hombre (Guerrero,2002).

Durante el transcurso del siglo pasado la investigacién quimico terapéutica se centrd
principalmente en las sustancias de origen microbiano. Ademas del desarrollo de la
penicilina descubierta por Fleming en 1929, se di6 el de otras sustancias como la
estreptomicina, tetraciclina, cloramfenicol y otras (Guerrero, 2002).

3.4.1.- DEFINICION.

Los antimicrobianos son un grupo de farmacos que estan continuamente en uso pues
constituyen la base fundamental del tratamiento de enfermedades infecciosas
entendiéndose por antimicrobiano como aquellos compuestos obtenidos a partir de
microorganismos ya sean bacterias, hongos, levaduras, etcétera, (antibiético) y los
producidos por sintesis quimica (quimioterapéutico).

El término antibiético fue propuesto inicialmente para definir a sustancias que
ocasionan la destruccién de la vida, tomando en cuenta lo anterior se puede decir que
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cualquier agente mecanico, fisico o quimico capaz de matar seria un antibiotico, pero no
puede tomarse en cuanta dicho concepto puesto que segun los estudios de Waksman un
“antibiotico” se define como una sustancia quimica derivada o producida por
microorganismos que tienen la capacidad de inhibir el desarrollo o destruir bacterias y
otros microorganismos (Solano, 1995). Los microorganismos que producen los diferentes
antibioticos tienen una amplia distribuciéon en la naturaleza, sin embargo, de los varios
cientos producidos de forma natural que se han purificado sélo un minimo de ellos han
resultado lo suficientemente poco téxicos como para ser utilizados en la practica médica
(Guerrero, 2002).

3.4.2.- TIPOS DE AGENTES ANTIMICROBIANOS.

Desde el punto de vista practico existen:

a) Desinfectantes: sélo se aplican a sistemas inanimados y eliminan la carga microbiana.
b) Sanitizantes: solo se aplican a sistemas inanimados y disminuyen la carga microbiana.
c) Antisépticos: reducen y controlan la presencia de microorganismos potencialmente
patégenos, solo se pueden aplicar externamente en seres vivos (piel y/o mucosas).

d) Antimicrobianos de uso sistémico: reducen y controlan la presencia de
microorganismos que han invadido los tejidos. Actian en el organismo, pudiendo ser

ingeridos (via oral), absorbidos por piel (ap6ésitos) y/o inyectados.

La mayoria de los antibiéticos son moléculas complejas, con regiones hidrofobicas
que facilitan el transporte al interior de la célula. Muchos poseen varios anillos, algunos de
los cuales mejoran la interaccidén de la molécula con la bacteria de manera que se pueden
clasificar segun su origen, efecto antimicrobiano, espectro de actividad y mecanismo de
accién (CUADRO 2). Respecto a este ultimo es preciso tener presente que puede haber
un cierto nimero de estadios entre el efecto inicial o primario de la droga y la consiguiente
muerte de la célula. Ademas algunos agentes pueden tener mas de un sitio primario de
ataque o mecanismo de accion (Guerrero, 2002).
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3.4.3.- CLASIFICACION Y DESCRIPCION.

a) Por su origen:
Natural o biolégico: Cuando son obtenidos a partir de microorganismos, bien sean
bacterias u hongos.

Semisintético: Es cuando el nicleo fundamental de un determinado antimicrobiano
producido por un microorganismo, se modifica en el laboratorio para conseguir
propiedades diferentes que mejoren el espectro, las caracteristicas farmacocinéticas o
disminuyen los efectos secundarios.

Sintético: Cuando se obtienen de manera total por procesos de sintesis quimicas
como por ejemplo: las sulfamidas y quinolonas.

b) Por su efecto antimicrobiano: bacteriostatico, bactericida.

Bacteriostatico: Este efecto se da cuando las concentraciones del antimicrobiano
que se alcanzan en suero y tejido, detiene el desarrollo y multiplicacion de las bacterias
sin destruirlas, por lo que al retirar el medicamento el microorganismo puede multiplicarse
nuevamente. Con este tipo de antimicrobianos, es fundamental la activacion de los

mecanismos defensivos del huésped.

Bactericida: En este efecto la accion es letal produciendo la lisis bacteriana, con
efectos irreversibles para el microorganismo. El prototipo de agentes bactericidas lo
constituyen los que actian sobre la pared (betalactamicos) o sobre la membrana celular
de la bacteria.

¢) Por su mecanismo de accion:
- Los que actuan sobre la pared celular.
- Los que actuan sobre la membrana celular.
- Los que inhiben la sintesis proteica.
- Los que inhiben la sintesis de acidos nucleicos (Solano, 1995).
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d) Por su espectro de actividad. Se denomina espectro bacteriano, a la agrupacion
de microorganismos constituida por Rickettsias, Bacterias Gram (-) y Gram (+), cocos
Gram (-), cocos Gram (+), Actinomicetos, Espiroquetas, entre otros. Los agentes
antimicrobianos se dividen por su espectro de actividad en:

Amplio espectro.- Moléculas activas sobre un gran nimero de especies bacterianas.
Espectro intermedio.- Tienen accion sobre un nimero limitado de especies bacterianas
Espectro reducido. Son activos sobre un numero pequefo de especies bacterianas
(Goodman-Gilman 1990).

e) Por su estructura quimica: Los diferentes antibidticos y quimioterapéuticos se
agrupan en familias de acuerdo a las caracteristicas que tienen en comun, como son:
composicion quimica, efectos farmacoldgicos, mecanismo de accion, etc. Se dividen en:
Betalactamicos, Lincosamidas, Aminociclitoles, Rifampicinas y Quinolonas, Tetraciclinas,
Fosfomicina, Polipéptidos, Mitroimidazoles, Sulfamidas, Poliénicos, Cloramfenicol vy
derivados, Pirimidinas, Macroélidos, Imidazélicos (Solano, 1995).

La eficacia de los farmacos antimicrobianos depende del grado de sensibilidad de los
microorganismos blanco, de esta manera los antimicrobianos de uso sistémico deben

reunir las siguientes caracteristicas:

1.- Ser mas bactericidas que bacteriostaticos.

2.- Mantenerse activos en presencia de plasma y liquidos corporales.

3.- Que sean efectivos frente a un amplio espectro de microorganismos.

4.- Los microorganismos susceptibles no se deben volver resistentes genética o
fenotipicamente.

5.- No deben ser toxicos y los efectos colaterales adversos tienen que ser minimos para
el huésped.
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CLASIFICACION TIPO DEFINICION EJEMPLOS
naturales a partir del m.o., bien sean bacterias u | penicilinas,
hongos estreptomicinas,
cefalosporinas
ORIGEN sintéticos sintesis quimica sulfamidas
y quinolonas
semisintéticos modificacion quimica de | penicilinas de
antimicrobianos naturales amplio espectro
bacteriostatico impide el desarrollo del m.o. sin | sulfonamidas,
destruirlo tetraciclinas
EFECTO bactericida accion letal sobre el m.o., perdiendo | cefalosporinas,
viabilidad penicilinas
amplio actian sobre un gran numero de | tetraciclinas,
ESPECTRO DE especies microbianas cefalosporinas
ACTIVIDAD intermedio actdan sobre un limitado nim. de m.o. | macrélidos
reducido actian sobre un namero pequefo de | polimixinas,
microorganismos aminoglucdsidos
inhibe la sintesis de peptidoglicano | penicilinas,
inhibicién de la | mediante la inhibicibn de la | cefalosporinas,
sintesis de la | incorporacion de la D-alanina al | carbapenems,
pared celular pentapéptico y la inhibicién de la | cicloserinas,

MECANISMO DE
ACCION

transpeptidacién que dan origen a la
rigidez de la pared

vancomicinas,
bacitracinas

inhibicién de la | altamente téxicos, interfieren en la | polimixinas
funcion de la | integridad de metabolitos y nutrientes

membrana de las bacterias

citoplasmatica

inhibicién de la | inhiben a nivel de RNA polimerasa actinomicina,

sintesis proteica

tetraciclinas,
nitrofuranos

inhibicion de la
sintesis de
acidos nucleicos

actuan en la fase de duplicacién y
transcripcién, que dafa la
multiplicacién y metabolismo de la
célula

quinolonas,

mitomicinas,
norfloxacina,
metronidazol

transformaciones
metabdlicas en
el citoplasma

sulfonamidas

CUADRO 2.- Clasificacion y descripcion de antimicrobianos.
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3.4.4.- RESISTENCIA BACTERIANA Y ORIGEN.

La sintesis de agentes quimioterapéuticos artificiales y el descubrimiento y mejora de
los antibi6ticos han supuesto en este siglo una auténtica revolucién médica en el
tratamiento de enfermedades infecciosas. Sin embargo, la extrema versatibilidad y
adaptabilidad de los microorganismos ha impedido que la victoria humana sobre las
bacterias patégenas haya sido total, muchas bacterias han desarrollado en los ultimos
decenios mecanismos que las protegen frente a muchos farmacos. Asi la capacidad de
resistencia a antibibticos que presentan los microorganismos, puede ser una
caracteristica intrinseca, o bien puede resultar de la presién selectiva que surge en un
ambiente alterado por el uso indiscriminado o exagerado de antimicrobianos, como se

observa en situaciones clinicas.

Para comprender en qué forma los microorganismos manifiestan resistencia a los

diversos antibiéticos, es importante conocer:

° Las propiedades de dichos compuestos.

° Laforma como son transportados al interior celular.

° Las alteraciones que provocan en la célula bacteriana.

° Las caracteristicas que les confieren propiedades antibacterianas.

° Su mecanismo de accion.
En este contexto, es necesario considerar conceptos como:
Cepa insensible. Es aquella cuyo fenotipo silvestre le permite “resistir” de modo
natural a un determinado antibiético. La base de esta insensibilidad suele ser alguna
estructura de la bacteria que actia como barrera (como por ejemplo, la membrana

externa de Gram-negativas, que dificulta el paso de muchos agentes antibacterianos).

Cepa resistente. Es una variante surgida por cambios genéticos a partir de un
fenotipo silvestre originalmente sensible (Guerrero, 2002).
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ORIGEN DE LA RESISTENCIA. Por algun tiempo se discutié si el origen de la
aparicion de formas resistentes a los farmacos quimioterapéuticos se debia a factores
genéticos o de adaptacién, pero actualmente se sabe que la resistencia se debe a
factores genéticos, la resistencia se puede dar de dos tipos:

a) Resistencia cromosomica. Si una gran poblacion de células bacterianas es poco
resistente genotipicamente (poseen resistencia constitutiva al antibiético en cuestion) la
habilidad de esas células para crecer en presencia del antibiético conlleva a una nueva
poblacién de progenie que son mas resistentes genotipicamente. La cuestién es que la
resistencia genotipica esta altamente relacionada al proceso de mutagénesis microbiana

general.

Algunos agentes tales como radiaciones y luz ultravioleta, producen cambios
genéticos espontaneos en el DNA, esto puede ocurrir como el resultado de la exposicién
al agente fisico al cual la célula esté expuesta.

Estos cambios mutacionales pueden darse en presencia 0 ausencia de un antibiético,
ocurriendo mutaciones en un solo punto. Si el cambio es de resistencia a un agente
antimicrobiano, la resistencia puede aparecer por cualquiera de las dos siguientes vias:
1).- Si el cambio esta especificamente relacionado al antibi6tico (ejemplo: un aumento en
la cantidad de una enzima, como la beta-lactamasa, la cual hidroliza a la penicilina) un

alto nivel de resistencia puede ser observada inesperadamente.

2) Si el cambio genético esta relacionado indirectamente a una accién bioquimica del
antibiético, pequefnos aumentos en la resistencia pueden ocurrir, pero si el pequefo
aumento aparece varias veces en la poblacion bacteriana un desarrollo gradual de la

resistencia al antibidtico puede ser observada (Sahm, 1988).

b) Resistencia extracromosomica. En este tipo de resistencia el DNA externo puede ser
introducido a la célula bacteriana. Si esta codifica a enzimas que afectan la sensibilidad
de los antibiéticos se llega a un cambio en la resistencia del microorganismo, estos

elementos extracromosomicos son llamados plasmidos (Solano, 1995).
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3.5.- ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

La actividad antimicrobiana es el poder que presentan los diferentes antibidticos de
atacar a microorganismos patégenos que se encuentren causando una infeccion en el
huésped. Tal actividad se expresa generalmente como la Concentraciébn Minima
Inhibitoria (CMI) del antimicrobiano que destruira al microorganismo sometido a prueba.
La actividad antimicrobiana puede determinarse, por métodos in vitro e in vivo (Solano,
1995).

3.5.1.- METODOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

3.5.1.1.- METODOS in vitro.

Los métodos de susceptibilidad o actividad antimicrobiana, son técnicas in vitro bajo
condiciones de laboratorio especificas y estandarizadas, que reflejan la capacidad de uno
0 mas antibidticos frente a una poblacién bacteriana e incluyen las pruebas: difusion en
agar (discos), dilucién en agar, dilucion en caldo (cinética de crecimiento), métodos

automatizados, E-test, ensayo enzimatico y cromatografia (Guerrero, 2002).

Estos son utiles para determinar:

1.- La potencia de un agente antibacteriano en solucion.

2.- Su concentracion en los liquidos corporales o en los tejidos

3.- La sensibilidad de un microorganismo dado, a concentraciones conocidas de
antibiotico.

El descubrimiento y ensayo de antibiéticos y la determinacion de la sensibilidad a ellos
por parte de las bacterias llevan consigo generalmente la exposicién de una suspensién
estandarizada de bacterias a los efectos de diversas concentraciones del antibiético o
sustancia sospechosa de contenerlo (Solano, 1995).
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METODOS DE DILUCION.

La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalua
habitualmente mediante alguna de las variantes de los métodos de dilucion. Estas
técnicas son utilizadas para medir semi-cuantitativamente la actividad in vitro de un
agente antimicrobiano frente a un cultivo de una cepa bacteriana y permiten determinar la
CMI que es la menor concentracién de antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano. Estos se basan en la determinacion del crecimiento del microorganismo en
presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano, que se encuentra diluido en

el medio de cultivo (caldo o agar).

La reproducibilidad de estas pruebas es de + 1 dilucién y para evitar una gran
variabilidad, estas deben ser estandarizadas y controladas cuidadosamente, son muy
Utiles en el estudio de nuevos agentes antimicrobianos y en la confirmacion de resistencia

a aminoglucésidos determinada por pruebas de difusién de discos (Guerrero, 2002).

Dilucién en caldo. Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos por dilucién
en caldo, han sido empleadas durante décadas y representan sélo una modificacién
menor del método de dilucion en agar; sin embargo, algunas caracteristicas son
exclusivas de las pruebas de caldo. La prueba de susceptibilidad por dilucién en caldo fue
utilizada primero en tubos grandes, el cual se estandariz6 hasta finales de 1977 y
después se popularizé el procedimiento de dilucién en caldo con volumenes menores de

1 ml.

Este método proporciona un resultado cuantitativo de la concentracion del agente
antimicrobiano necesario para inhibir el desarrollo de un organismo dado. Asi mismo, este
método sirve para determinar la susceptibilidad in vitro de un microorganismo a un

antibiético.
En este método se colocan concentraciones decrecientes del agente antimicrobiano,

generalmente diluciones al medio de factor 2 (1:2), en tubos con un caldo de cultivo que
sostendra el desarrollo del microorganismo. El caldo cominmente usado para esta
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prueba es Miller-Hinton (MH) EI ultimo tubo no recibe agente antimicrobiano y sirve de
control de crecimiento. Luego se prepara un inéculo ajustandolo a un estandar de turbidez
(0.5 de Mac Farland) y se anade a cada tubo el inéculo ajustado para después incubar.
Mas tarde, se determina la CMI, que se lee como la concentracion mas baja del agente
antimicrobiano que inhibi6 el crecimiento visible del m.o. También se determina la
Concentracién Minima Bactericida (CMB), subcultivando a un medio soélido libre de
antibiéticos el contenido de los tubos en que no se observo crecimiento y después de un
periodo adicional de incubacién la CMB sera la dilucion mas baja que haya impedido el
desarrollo de colonias (Calderon, 2001).

Dilucién en agar. Es considerado el método de referencia. En éste se pueden probar
muchas cepas simultaneamente, por su capacidad de detectar heterogeneidad o
contaminacién microbiana y por su reproducibilidad, ademas de que tiene la capacidad de
detectar contaminacion microbiana. La Unica desventaja es que no se puede determinar
la CMB. Aqui no se diluye el agar sino el antimicrobiano. De esta forma las placas que
contienen una determinada concentracion de un antibiético son inoculadas con el
microorganismo en estudio y luego incubadas por 16 a 18 hrs. Después de la incubacion,
se examina si el organismo crece o no en cada una de las placas, con lo cual se obtiene
la CMI para el antibiotico, en esta dilucion el compuesto presenta un efecto bacteriostatico
(Guerrero, 2002).

METODOS DE DIFUSION.

Difusion en agar. Este método, (también llamado difusion por disco, antibiograma o
Kirby-Bauer), es cuantitativo y requiere la medicion de los didametros de la zona de
inhibiciobn que suministran estimaciones reproducibles de la susceptibilidad de las
bacterias a los antibiéticos; este es uno de los métodos que el Nacional Comité for Clinical
Laboratory Standard (NCCLS) recomienda para la determinacion de la sensibilidad
bacteriana a los microbianos. Estos procedimientos estandarizados requieren el uso de
concentraciones inoculadas estandarizadas (Solano, 1995).
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El microorganismo es inoculado en la superficie de una placa de agar, sobre el cual se
colocan discos impregnados con diferentes concentraciones conocidas del antibiético. Las
placas se incuban por 16-24 horas a 35 °C. Durante la incubacion, el antibiético difunde
en forma radial desde el disco a través del agar, por lo que su concentracion va
disminuyendo a medida que se aleja del disco (formandose un gradiente de
concentracion), en un punto determinado, la concentracién del antibidtico en el medio es
incapaz de inhibir al germen en estudio, el diametro del area de inhibicion alrededor del
disco puede ser convertido a las categorias de susceptible, intermedio o resistente (S, I, o
R) de a cuerdo a las tablas publicadas por el NCCLS. La interpretacién requiere la
correlacion entre el didmetro obtenido en el disco y la concentracidén del antimicrobiano en
el disco. Si las recomendaciones para realizar este método son fielmente seguidas, las
categorias se correlacionan muy bien con los resultados de los otros métodos. El
diametro de la zona de inhibicién tiene una relaciéon inversamente lineal con la CMI, ya
que, a mayor zona de inhibicion mayor sera la susceptibilidad del organismo y, en
consecuencia, la concentracién necesaria del antimicrobiano para inhibir su crecimiento

sera menor (Calderén 2001 y Guerrero, 2002).

Método de cilindro placa. Depende de la difusién del antibiético que se encuentra en
un cilindro de metal, a través de una capa de agar contenido en una caja petri, de tal
modo que el crecimiento del microorganismo inoculado se impide completamente en un

area o zona circular alrededor del cilindro que contiene el antibiético (Garcia 2005).

E-test. Este método ha sido descrito recientemente y representa una sofisticada
combinacién de los anteriormente descritos. El E-test es mas simple que otras técnicas
para obtener una CMI. Utiliza una tira de plastico no poroso de 6 cm de largo por 5 mm de
ancho que incorpora un gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a 15
diluciones que van desde 0.016 pg/ml hasta 256 pg/ml. El protocolo para preparar el
inéculo es el mismo que para la difusién en disco. Esta tira se pone sobre una placa de
agar que ha sido inoculada con el organismo en estudio. Después de incubar la placa por
16 a 18 hrs, se forma un area de inhibicion de forma eliptica y simétrica, en la cual la CMI
serd el valor obtenido en el punto en el que el extremo de inhibicion intersecciona con la

tira y puede ser leida directamente. Ha sido utilizado en estudios de susceptibilidad en
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gérmenes problematicos o con requerimientos especiales, como: H. pylori, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae y m.o. anaerdbios.

El E-test se considera como método alternativo para el estudio cuantitativo de la
sensibilidad antimicrobiana del que cabe destacar su sencillez y buena correlacién con la
técnica estandar de dilucién en agar para el estudio de CMI.

La meta principal del estudio de susceptibilidad es proveer al clinico algunas
recomendaciones sobre la terapia que puede ser mas apropiada en pacientes con una
infeccion especifica. No obstante, la correlacién exacta entre los resultados in vitro y la
respuesta clinica es muchas veces dificil de predecir, ya que existen numerosos factores
tanto del agente antimicrobiano como del huésped y del microorganismo que influyen en
su interaccién en un determinado paciente (Guerrero, 2002).

3.5.1.2.- METODO DE LA CONCENTRACION MiNIMA BACTERICIDA.

La Concentracion Minima Bactericida (CMB) de un antibi6tico es aquella que mata por
lo menos el 99.9% de un indéculo bacteriano estandarizado. Su objetivo es determinar la
menor concentracién de un antimicrobiano que es capaz de matar una cepa bacteriana.
Para calcularla se emplean procedimientos en los que la bacteria y antimicrobiano se
enfrentan en un caldo. Se parte de los mismos métodos utilizados para obtener la CMI por
dilucion en caldo y sus modificaciones para bacterias exigentes. Se puede obtener

empleando el procedimiento de macrodiluciéon en tubo o microdilucién en placa.

En general la CMI y la CMB, en los antibiéticos considerados bactericidas, estan
proximas. Habitualmente difieren en una o dos diluciones. En ocasiones esto no ocurre y
estamos ante los fendmenos: paraddjico de tolerancia y de persistencia. El fenédmeno
paraddjico o de Tagle consiste en la presencia de un mayor nimero de bacterias
supervivientes a concentraciones superiores a la CMB. Parece ser que no tiene
trascendencia en los tratamientos antimicrobianos. La tolerancia es la disminucion o

desaparicion de la capacidad de matar de un antibiético bactericida en un determinado
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aislamiento o especie. Su significado clinico es dudoso aunque puede determinar en
algunas infecciones la necesidad de asociar este antimicrobiano con otro. La persistencia
refleja el hecho de que una pequena poblacion resiste a la accion bactericida. Su niamero
suele ser menor del 0.1% y por eso, la definicion de CMB se refiere a la muerte del 99.9%
del inéculo, aparece sobre todo con [I-lactdmicos (Garcia, 2005).

3.5.1.2.- METODOS in vivo.

La actividad in vivo y la toxicidad de nuevos antibidticos es un estudio rutinario en
modelos experimentales usando animales pequefos tales como ratones, ratas, cobayos o
conejos, estos estudios no son directamente transferibles al hombre, pero esté es poco
comun que se le utilice como modelo experimental debido al costo y a la poca disposicién
por parte del ser humano.

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana son un dato importante a considerar para
la eleccion terapéutica, aunque por si mismas se deben manejar cuidadosamente de
acuerdo a su farmacocinética, tomando en cuenta que la concentracion de un antibiético

puede verse afectada (Toshiaki, 1980).
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4.- JUSTIFICACION.

En México se han realizado muy pocos estudios acerca del efecto que provoca el
extracto acuoso de cuachalalate en diferentes bacterias tanto Gram positivas, como Gram
negativas, pero sobre todo contra Helicobacter pylori; ya que la infeccion que causa esta
bacteria es un problema de salud para toda la poblacién, (sobre todo en lugares de bajo
nivel socioeconémico) y gracias a que nuestro pais cuenta con una amplia variedad en
plantas medicinales y su uso es muy comun, ademas de que existe una relacién directa
entre la observacion de la bacteria H. pylori en el estbmago y la aparicion de gastritis
crénica, por ello, en el siguiente trabajo se evalla el efecto antimicrobiano del extracto
acuoso del cuachalalate (Amphipterygium adstringens) primeramente en bacterias de
diferentes géneros (Gram positivas y negativas) para posteriormente probarla contra
Helicobacter pylori, ya que esta planta se usa dentro de la medicina tradicional como
agente para el tratamiento del cancer de estobmago, para la ulcera gastrica y gastritis. Sin
embargo, no existe algun informe documentado en el que se indique la eficacia de esta
planta en la inhibicion de Helicobacter pylori, por lo que se consideré importante realizar el
presente estudio.

5.- HIPOTESIS.

Si el extracto acuoso de cuachalalate es un agente con actividad potencialmente
antimicrobiana in vitro, entonces es posible que este extracto, inhiba el crecimiento de
cepas de Helicobacter pylori.
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6.- OBJETIVO GENERAL.

e Comprobar si existe efecto antimicrobiano del extracto acuoso del
cuachalalate (Amphipterygium adstringens), en diferentes cepas y Helicobacter
pylori, por medio de pruebas de sensibilidad antimicrobiana, para conocer si esta
planta medicinal puede actuar como remedio en infecciones causadas por estas
bacterias.

OBJETIVOS PARTICULARES.

e Identificar cepas de Helicobacter pylori, Salmonella spp, Morganella morgani,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Klebsiella oxitoca,
Streptococcus grupo D, Escherichia coli ATCC 25922 y Corynebacterium spp, por medio
de pruebas bioquimicas primarias y secundarias, para afrontarlas posteriormente contra el
extracto acuoso de cuachalalate utilizado en esta investigacion.

e Realizar el extracto acuoso de cuachalalate; purificarlo a través de filtros estériles
con membranas de 0.8, 0.4 y 0.22 um, para posteriormente cuantificarlo por medio de la
evaporacion de liquidos, con la finalidad de conocer con que concentraciones se realizan
todas las pruebas.

e Realizar diferentes pruebas de sensibilidad (dilucién en agar, dilucién en tubo,
Kirby Bauer y prueba de penicilindros) a bacterias Gram positivas y Gram negativas, para
comprobar el efecto que provoca en estas, para después aplicarlas en Helicobacter pylori.

e Determinar la CMI de las diferentes bacterias del extracto acuoso del cuachalalate

utilizando la prueba de dilucién en tubo y dilucién en agar para conocer cual es la menor

concentracion del extracto capaz de inhibir el crecimiento bacteriano.
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7.- MATERIALES Y METODOS.

7.1. Preparacion del extracto de cuachalalate. La preparacién del extracto acuoso,
se realiz6 con cuachalalate en trozos pequenos, (comprandolo en la plaza de Santo
Domingo de la Ciudad de México), se usaron 45g de cuachalalate y 1 litro de agua
destilada, se filtr6 con membranas de acetato de celulosa con poros de 0.8 um y 0.4 um.
Para la esterilizacion, se filtr6 con membranas estériles de 0.22 um y se realizan pruebas
de control de calidad. Sembrando 1 ml del extracto en una caja de agar sangre y
dejandolo incubar por 24 hrs.

El extracto final (con volumen de 100 ml) se coloca en diferentes tubos estériles y se
almacena a 4°C, utilizdndose dentro de los siguientes dias después de su preparacion.

Para conocer la concentracion del extracto, se cuantifica el producto seco (eliminando
toda el agua) agregando 1 ml del extracto acuoso en 1 vial (esto se hace por triplicado), y
se dejan en el horno a 56°C hasta la desecacién total, se pesan y se hacen calculos
especificos.

7.2. Cepas. Las cepas que se utilizaron fueron: Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Morganella morgani, Proteus
mirabilis, Corynebacterium spp, Salmonella spp, Streptococcus grupo D, Klebsiella
oxitoca. (Donados por el Laboratorio de Bacteriologia de la FES-Cuautitlan) y
Helicobacter pylori (Donado por el Instituto Nacional de Cancerologia).

Estas se tomaron de cepas liofilizadas, a las cuales para su utilizacion, se reactivaron
con 2 ml de caldo BHI y se dejaron en la estufa a 37°C durante 20 minutos, para
posteriormente sembrarlas en cajas con agar enriquecido y tenerlas asi en Optimas
condiciones para ser identificadas, realizando tincion de Gram y pruebas bioquimicas
primarias y secundarias y haciéndolas crecer en medios selectivos y diferenciales. En el
caso de Helicobacter pylori se realizaron pruebas especificas como fueron tincion de
Gram, oxidasa, catalasa, motilidad en gota suspendida y ureasa, se cultivé en agar
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sangre al 5%, incubando a 37°C bajo condiciones microaerofilicas, durante 5 dias por ser

una bacteria con requerimientos especificos.

7.3 Pruebas de sensibilidad antimicrobiana.

7.3.1. Método de dilucién en tubo. En relacion con los métodos para estudiar la
sensibilidad de las bacterias a los antimicrobianos, se han publicados muchas revisiones
y hay recomendaciones del NCCLS aprobado, desde 1990 y revisado en 1997
(Documento M11-A4).

Medio de cultivo. Se utiliz6 caldo MH ya que la NCCLS recomienda que para la
mayoria de los m.o. a estudiar se utilice este medio, al que se le pueden anadir
suplementos necesarios para asegurar el crecimiento de organismos exigentes, (este
medio fue el que se utilizé en todas las pruebas, con el fin de lograr que estas sean
completamente reproducibles), el cual se sirvid en tubos limpios que se esterilizaron a
condiciones estandar, y dejandolos enfriar a temperatura ambiente. Antes de utilizar los
tubos con el medio, se incubaron a 35°C por 24 hrs, para eliminar aquellos que se

hubieran contaminado.

Preparacion del indculo. La cosecha de los microorganismos se realizé una vez que
se verificaron por pruebas bioquimicas la pureza de los cultivos, de acuerdo a los anexos.

En el caso de Helicobacter pylori se tratd6 de manera diferente por ser una bacteria
que se aisla y cultiva en condiciones especiales de acuerdo al anexo 1y 2.

Con un asa se tomaron 5 colonias aisladas de la bacteria a probar, la cual provenia de
un cultivo joven de 18-24 hrs, de crecimiento en agar MH y se inocularon en 5 ml de SSF.
Se incubaron a 35°C con agitacién (200 rpm) hasta que aparecié una leve turbiedad, se
ajust6 esta tomando como referencia el tubo 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland (1 X 108
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UFC/ml). Este ajuste se realiz6 por comparacioén visual, agitando los tubos antes vy
durante el proceso con ayuda de un vortex, utilizando un fondo blanco con una linea

negra contrastante.

Preparacion de diluciones del extracto. Se tomo el extracto acuoso ya preparado,
de concentracion inicial: 4572.13 pug/ml, de esta solucién se efectuaron diluciones dobles
(Log.) con caldo MH hasta llegar a la concentracién de 35.72 ug/ml, después de esto, se
agregd a cada tubo el inéculo bacteriano antes preparado y se incubaron los tubos a 37°C
durante 18 hrs (y de 24 a 72 hrs en condiciones microaerofilicas, para Helicobacter pylori,
como en cada una de las pruebas realizadas), para su posterior observacion.

Se realizaron controles negativos sin inoculacion del microorganismo y controles

positivos sin extracto, solo caldo MH e inoculacion de bacterias.

Esto se realiz6 para cada una de las bacterias por separado.

Interpretacion. La menor concentracion de antimicrobiano que mostré la inhibicion
completa del desarrollo visible representa la CMI. También se determina la CMB,
subcultivando a un medio sélido libre de antibidticos el contenido de los tubos en que no
se observd crecimiento y después de un periodo adicional de incubacion la CMB sera la
dilucién mas baja que haya impedido el desarrollo de colonias (que en este caso no se
determind) (Calderén, 2001).

7.3.2. Método de dilucion en placa. La NCCLS en el documento M100-S9 (1999)
recomienda un método de dilucion en agar, de las pruebas de susceptibilidad in vitro
contra diferentes bacterias (incluyendo H. pylori) se refiere a la incorporacién de las
sustancias a estudiar en el agar como si fueran soluciones acuosas (Guerrero, 2002).
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Preparacion de placas de dilucion. Se realizaron diluciones dobles del extracto a

partir de la maxima concentracion (4572.13 pg/ml) hasta 35.72 pug/ml.

Se prepararon cajas de agar MH. Para ello se esterilizd previamente el medio bajo
condiciones estandar y una vez que alcanzé una temperatura entre 45 y 50°C, se
incorpor6 la solucion a cada una de las diluciones del extracto y se homogenizo.

Se distribuyd en cajas petri estériles, dejandolas en el horno 24 hrs, como prueba de
esterilidad.

Inoculacion de microorganismos. Se preparé una solucién bacteriana en SSF
estéril ajustada a la turbidez visual comparable al estandar de 0.5 del Nefeldmetro de Mac
Farland y se inocularon 1 ml de esta suspensién a todas las diluciones por triplicado.

Se incubaron bajo las condiciones mencionadas para el método anterior durante 24
hrs (y 3 dias para H. pylori).

Interpretacion. Se registré la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano en
cada dilucion. La placa de concentracidén a la cual se observé ausencia total de m.o. se

interpret6 como valores de CMI en pug/ml.

7.3.3. Método de Kirby-Bauer (difusion en disco). Es el método de difusién en
discos mas utilizado en la practica clinica, el cual ha sido aceptado por la Food and Drugs
Administration (FDA) de USA y reportado como método estandar por la NCCLS descrito
en el documento M2-A5 (1993).

Preparacion de sensidiscos. Se utilizé papel filtro (Watman N°1) de un tamano de 7
mm de diametro, estos se esterilizaron en autoclave 15 minutos a 15 Ib de presion y
121°C.
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Se tomo 1 ml del extracto ya preparado, de concentracién: 4572.13 ug/ml. De esta
solucion se efectuaron diluciones dobles (Log,) y se prepararon sensidiscos con un rango
de concentraciones desde 4572.13 pg /ml a 285.76 ug/ml, para lo cual se impregné cada
disco con 1 ml de cada dilucién, utilizando micropipetas semiautomaticas en condiciones
estériles. También se realizaron controles negativos impregnados con SSF estéril,
dejandolos secar perfectamente y se guardaron para utilizarse dentro de los 3 dias
siguientes a su preparacion, almacenandolos a 4°C.

Medio de cultivo. El medio empleado para esta prueba fue MH, el cual se sirvié en
cajas petri de 100 mm (25 ml aprox.) dejandolas enfriar a temperatura ambiente. Antes de
utilizar las cajas con el medio, se incubaron a 35°C por 24 hrs, para eliminar aquellas que

se hubieran contaminado.

Preparacion del indculo. La cosecha de los microorganismos se realizé una vez que

se verificaron por pruebas bioquimicas la pureza de los cultivos.

En el caso de Helicobacter pylori se tratd de manera diferente por ser una bacteria
gue se aisla y cultiva en condiciones especiales, como ya se habia mencionado.

Con un asa se tomaron 5 colonias aisladas de la bacteria a probar, la cual provenia de
un cultivo joven de 18-24 hrs de crecimiento en agar MH y se inocularon en 5 ml de SSF.
Se incubaron a 35°C con agitacién (200 rpm) hasta que aparecié una leve turbiedad, se
ajusté esta tomando como referencia el tubo 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland (1 X 108
UFC/ml), agitando los tubos antes y durante el proceso con ayuda de un vortex.
Posteriormente se colocd 1 ml de la suspensién bacteriana sobre las placas de agar MH,
las cuales fueron esparcidas completamente, utilizando hisopos de madera con punta de
algodédn estériles. Se estri6 el medio en tres direcciones, sobre toda la superficie del agar,
incluido el borde, dejando secar el inéculo (2-5 min.) antes de colocar los discos.

Colocacion de los discos. Se colocaron los discos que ya se habian impregnado
con las diferentes concentraciones del extracto, sobre las placas inoculadas con pinzas
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esterilizadas, mas un disco control negativo (con SSF). Estos se presionaron suavemente
sobre el agar, para asegurar un contacto completo con la superficie. Luego se incubaron
las placas a 37°C durante 18 hrs. (y en condiciones microaerofilicas con jarra Gaspack
durante 3 dias para Helicobacter pylori). Esto se realiz6 por triplicado para cada
microorganismo, con la intenciéon de obtener resultados favorables y sacar un promedio

de los halos de inhibicién.

Lectura e interpretacion. A las 18-20 hrs. de incubacion (y 72 hrs para Helicobacter
pylori) se examinaron las placas y se midieron los diametros de los halos de inhibicién.
Con los datos obtenidos se determiné la suceptibilidad de las bacterias al extracto de
cuachalalate.

7.3.4. Método de difusion en agar “cilindro-placa”. Después de realizadas las
pruebas de dilucion y una vez que se comprobdé cual de las bacterias utilizadas
presentaban sensibilidad al extracto, se hizo conjuntamente con la prueba de Kirby Bauer
la prueba de “difusibn en agar o cilindro placa”, con la intension de conocer la
susceptibilidad de los microorganismos sensibles al extracto.

Se realiz6 esta prueba a las cepas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus, Staphylococcus epidermidis, Morganella morgani, Proteus mirabilis,
Corynebacterium spp 'y Helicobacter pylori.

Esta prueba consisti6 en determinar la susceptibilidad de los microorganismos, al
extracto de cuachalalate, el cual consiste en la difusion del extracto por un cilindro vertical
a una capa de agar solidificado en una caja de Petri, hasta una extension tal que le
crecimiento del m.o. adicionado se impide completamente en un area circular o zona
alrededor del cilindro que contiene una solucién de la sustancia antimicrobiana (Stryer
Lumbert, 1990).
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Medio de cultivo. Se utilizé agar MH, que se sirvié en cajas de Petri 20 mm x 100
mm, para obtener resultados reproducibles. Todo en condiciones completamente
estériles.

Pocillos o cilindros. Estos son de acero inoxidable, con dimensiones de 10 mm de
longitud, 6 mm de diametro interno, 8 mm de diametro externo, tienen una precision de 1

mm, y se conocen como pocillos de Heatley.

Suspension bacteriana. Se realiza la siembra bacteriana utilizando para tal efecto,
colonias aisladas de la bacteria a probar, (Qque como todas las pruebas anteriores
provienen de cultivos jovenes de 18-24 hrs. de crecimiento en agar MH) y se inocularon
en 5ml de SSF estéril, incubandose a 37°C con agitacion, hasta observar turbiedad y se
ajustd la turbiedad de la misma manera que en el caso de la prueba de Kirby-Bauer.
Posteriormente se colocd 1 ml de la suspensién bacteriana sobre placas de agar MH, las
cuales fueron esparcidas completamente y sembrandose de manera masiva sobre toda la
superficie del agar, incluyendo el borde, dejando secar el inéculo (3-5 min.) antes de
colocar los pocillos o cilindros.

Colocacion de pocillos o cilindros. Se colocaron los pocillos, 6 por cada caja,
segun la técnica estandarizada.

Preparacion de diluciones. Para la preparacion de diluciones, se tom6 2 ml del
extracto ya preparado, de concentracién 4572.13 ug, (extracto concentrado) del cudl se
tomd 1 mly se agregé 1 ml SSF (dilucion 1), de esta dilucién se tom6 1 ml y se agregé 1
ml de SSF (dilucion 2), y el mismo procedimiento se hizo para las demas diluciones, hasta
obtener 5 diferentes concentraciones, las cuales se agregaron a cada uno de los pocillos,
con un rango de concentraciones desde 4572.13 ug /ml a 285.76 ug/ml, utilizando
micropipetas semiautomaticas en condiciones estériles. También se realizaron controles

negativos con SSF estéril.
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Lectura e interpretacion. A las 18-20 hrs. de incubacion (y 72 hrs para Helicobacter
pylori) se examinaron las placas y se midieron los diametros de los halos de inhibicién
alrededor de los cilindros. Con los datos obtenidos se determino la suceptibilidad de las
bacterias al extracto acuoso de cuachalalate, como se hizo para Kirby-Bauer.
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8.- RESULTADOS.

Estudio bacteriolégico. Consisti6 en determinar la susceptibilidad de cepas
bacterianas, frente al extracto acuoso de cuachalalate, empleando para tal efecto las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, como son: dilucién en tubo, dilucién en placa,
Kirby-Bauer (o difusién en disco) y difusion en agar cilindro-placa, determinando con esto
las bacterias susceptibles al extracto, asi como la CMI.

8.1. Identificacion de microorganismos. Después de la incubaciéon a 37°C se
examinaron las placas de las cepas liofilizadas y se identificaron por morfologia colonial y
mediante pruebas bioquimicas primarias y secundarias.

Para la cepa de Helicobacter pylori por ser esta una bacteria con caracteristicas
especificas se dejé 5 dias a incubacion a 37°C en condiciones microaerofilicas en un
medio rico (agar sangre al 5%) y se hizo su identificacién primeramente por morfologia
colonial (colonias pequenas, translicidas brillantes, con una elevacion convexa y borde
entero) y mediante las pruebas bioquimicas: Gram (-), oxidasa (+), catalasa (+), motilidad
en gota suspendida (+) y ureasa (+).

Obteniendo para este estudio, que el 33.33% de las bacterias fueron Gram (+) y el
66.67%, Gram (-):

IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

100

GRAM (-)

i 80 - 66.67
% 60 - GRAM (+) m GRAM +
O 4 33.33 m GRAM -
o
o
8 20

0 i

CEPAS UTILIZADAS

GRAFICA 1.- Porcentaje de cepas utilizadas divididas en dos géneros, Gram (+) y Gram (-)
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8.2. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.

8.2.1.- Método de diluciéon en tubo. Los resultados obtenidos en esta técnica
permiten conocer cuales de las bacterias utilizadas son sensibles al extracto acuoso del
cuachalalate, esto con la finalidad de poder manejar las bacterias que presentan
sensibilidad y utilizarlas en pruebas especificas y cuantitativas que determinan la CMI. En
esta prueba se utilizaron controles negativos (a los que solo se les agreg6 el extracto) y
controles positivos (a los que nada mas se sembré la bacteria en cuestion).

Obteniendo los siguientes resultados:

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE SENSIBILIDAD DILUCION EN TUBO.

CONCENTRACIONES pg/ml
BACTERIAS 4572.13 | 2285.06 | 1143.73 | 571.52 | 285.76 | 142.88 | 71.44 | 35.72
Salmonella spp + + + + + + + +
Morganella morgani - - - - - + +
Proteus mirabilis - - - - + + +
Pseudomonas aeruginosa + + + + + + +

Stap. epidermidis - - - -

Stap. saprophyticus - - - -

Stap. aureus - - - -

Klebsiella oxitoca

Streptococcus gpo. D

Escherichia coli

Cl |
N
Cl |
N
T o R R S

Helicobacter pylori

R B e o o R o o o

e e e
e e e

Corynebacterium spp -

- - - +
CUADRO 3.- Resultados de la prueba de sensibilidad de dilucién en tubo.

Donde (+) significa que existe desarrollo bacteriano y (-) que no existe desarrollo.

Se observa que las bacterias: Klebsiella oxitoca, Streptococcus gpo D, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella spp, presentaron desarrollo en todas las
concentraciones del extracto acuoso. Mientras que las bacterias: Morganella morgani,
Proteus  mirabilis,  Staphylococcus epidermidis,  Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori y Corynebacterium spp no obtuvieron

desarrollo para ciertas concentraciones.
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8.2.2.- Método de diluciéon en placa. En este método se considera la presencia o

ausencia de crecimiento bacteriano para determinar la CMI de cada una contra el

extracto. Los resultados de la actividad inhibitoria, se resume en el siguiente cuadro en el

cual se reporta:

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE SENSIBILIDAD DILUCION EN PLACA.

CONCENTRACIONES pg/ml
BACTERIAS 4572.13 | 2285.06 | 1143.73 | 571.52 285.76 | 142.88 | 71.44 | 35.72
Salmonella spp + + + + + + + +
Morganella morgani - - - - + + + +
Proteus mirabilis - + + + +
Pseudomonas eruginosa + + + + + + + +
Stap. Epidermidis - - - - - - - +
Stap. saprophyticus - - - - - + + +
Stap. Aureus - - - - + + + +
Klebsiella oxitoca + + + + + + + +
Streptococcus gpo D + + + + + + + +
Escherichia coli + + + + + + + +
Helicobacter pylori - - - - - + + +
Corynebacterium spp - + + + +

CUADRO 4.- Resultados de la prueba de sensibilidad de dilucion

en placa.

Donde (+) significa que existe desarrollo bacteriano y (-) que no existe.

Los resultados arrojados por dilucién en placa, son muy similares a los que se

observan en la prueba de dilucién en tubo; donde las mismas bacterias presentan

desarrollo en todas las diluciones del extracto utilizado (Salmonella spp, Pseudomonas

aeruginosa, Klebsiella oxitoca, Streptococcus spp grupo D y Escherichia coli); en tanto

que las bacterias restantes utilizadas en este experimento (Morganella morgani, Proteus

mirabilis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus

aureus, Helicobacter pylori y Corynebacterium spp) no obtuvieron desarrollo bacteriano,

presentando entonces sensibilidad. Conociendo que estas Ultimas, si son sensibles,

entonces se puede conocer la CMI, que se describe en el cuadro siguiente:

RESULTADOS DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA.

DILUCION EN TUBO DILUCION EN PLACA
BACTERIAS SUCEPTIBLES CM] pg/ml) CMI pg/ml)
Morganella morgani 285.76 571.52
Proteus mirabilis 571.52 571.52
Staphylococcus aureus 571.52 571.52
Staphylococcus epidermidis 71.44 71.44
Staphylococcus saprophyticus 285.76 285.76
Corynebacterium spp 571.52 571.52
Helicobacter pylori 285.76 285.76

CUADRO 5.- Resultados de CMI obtenidos por la prueba de dilucion en tubo y dilucién en agar.
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8.2.3.- Método de Kirby-Bauer (difusion en disco). Los resultados de las pruebas
de susceptibilidad por el método de difusion en disco del extracto acuoso de cuachalalate
en estudio, se muestran en la siguiente tabla, observandose por medidas los diametros de
los halos de inhibicién.

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA TECNICA DE KIRBY-BAUER.
CONCENTRACIONES pg/ml
BACTERIAS 4572.13 2285.06 | 1143.73 | 571.52 | 285.76
Morganella morgani 33 32 31.5 31 29
Proteus mirabilis 32 31 30 29 00
Staphylococcus epidermidis 48 45 43 38 33
Staphylococcus saprophyticus 43 40 37 32 27
Staphylococcus aureus 42 39 36 32 25
Helicobacter pylori 36 35 34 31 29
Corynebacterium 42 40 37 36 27

CUADRO 6.- Resultados de los halos de inhibicién (en mm) de diferentes bacterias sensibles al
extracto acuoso de cuachalalate. Por el método de Kirby-Bauer.

TECNICA DE KIRBY-BAUER
CONCENTRACIONES pg/ml
45 m 4572.13
o 2285.06
E 30 A O 1143.73
E 15 | m571.52
E O 285.76
0 & NG &2 @ o & &
(Q {f\ N \O> 00 Q\ ‘\\)
A & & N R &9
A @(0 ‘b @Q Q é@ 0@.
00\ @0 éQ (ﬁ 2 & $®
éokqu ¢O Q)\'QQ @@Q 0\\(9 C,d
CEPAS UTILIZADAS

GRAFICA 2.- Resultados obtenidos con la técnica de Kirby —Bauer, en donde se puede observar de

manera grafica su comportamiento en general.

Se observa que las bacterias que presentan los mayores halos de inhibicién son:
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium y Helicobacter pylori (barras mas altas, por arriba de 35 mm) que
mientras que: Proteus mirabilis y Morganella morgani, tienen menores halos de inhibicién

(barras que miden menos de 30 mm).
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En las gréficas siguientes, se observa de manera detallada el comportamiento que
tiene cada una de las bacterias utilizadas para cada concentracion.

TECNICA DE KIRBY-BAUER
CONCENTRACION 4572.13 pg/ml

60
\ 48 B Morganella morgani
8 50 1 43 42 42 @ Proteus mirabilis
i 40 - 33 32 36 0O Stap. epidermidis
E m Stap. saprophyticus
& 30 - O Stap. aureus
H O Helicobacter pylori
20 - O Corynebacterium
E 0.
[0}

CEPAS UTILIZADAS

GRAFICA 3.- Resultados obtenidos por Kirby-Bauer para la concentracion del extracto de 4572.13 ug/ml

TECNICA DE KIRBY-BAUER
CONCENTRACION 2285.06 po/ml
60
N m Morganella morgani
g °° 45 40 39 40 O Proteus mirabilis
40 35 O Stap. epidermidis
31 m Stap. saprophyticus
E 30 - O Stap. aureus
E O Helicobacter pylori
20 - O Corynebacterium
E 10 —
(0}
CEPAS UTILIZADAS

GRAFICA 4.- Resultados obtenidos por Kirby-Bauer para la concentracién del extracto de 2285.06 ug/ml

TECNICA DE KIRBY-BAUER
CONCENTRACION 1143.73 pna/mi

60
6 50 m Morganella morgani
o) 43 37 37 @ Proteus mirabilis
@m 40 36 34 O Stap. epidermidis
E m Stap. saprophyticus
< 30 A 0O Stap. aureus
H O Helicobacter pylori

20 O Corynebacterium
E 10

(0]
CEPAS UTILIZADAS

GRAFICA 5.- Resultados obtenidos por Kirby-Bauer para la concentracion del extracto de 1143.73 ug/ml
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Las graficas 3, 4 y 5 muestran cuales son las medidas de los halos de inhibicion que
obtuvieron las cepas al ser tratadas con el extracto acuoso de cuachalalate en
concentraciones de 4572.13 pug/ml, 4572. 2285.06 pg/mly 1143.73 ug/ml; en donde se ve
claramente que bacterias del género Staphylococcus, (en mayor grado Staphylococcus
epidermidis) Corynebacterium y Helicobacter pylori, son las que mas altos halos de
inhibicion alcanzaron, mientras que Morganella morgani 'y Proteus mirabilis presentan la
menor inhibicién.

TECNICA DE KIRBY-BAUER
CONCENTRACION 571.52 ng/ml

60
~6 50 - m Morganella morgani
o) 38 O Proteus mirabilis
m 40 - 32 32 36 O Stap. epidermidis
E 29 31 m Stap. saprophyticus
< 30 - O Stap. aureus
H O Helicobacter pylori

20 - @ Corynebacterium
E 10

(0]
CEPAS UTILIZADAS

GRAFICA 6.- Resultados obtenidos por Kirby-Bauer para la concentracion del extracto de 571.52 ug/ml

TECNICA DE KIRBY-BAUER
CONCENTRACION 285.76 pga/mi
60
5 50 m Morganella morgani
8 m Proteus mirabilis
i 40 - 33 O Stap. epidermidis
29 m Stap. saprophyticus|
£ 30 - 27 25 27 O Stap. aureus
H 20 O Helicobacter pylori
E 7 O Corynebacterium
10 -
0
0
CEPAS UTILIZADAS

GRAFICA 7.- Resultados obtenidos por Kirby-Bauer para la concentracion del extracto de 285.76 pg/ml

En estas 2 graficas, el comportamiento de las cepas, sigue siendo muy semejante,
las Unicas bacterias que tienen mayor grado de inhibicién son Staphylococcus epidermidis
y Corynebacterium; Proteus mirabilis, ya no presenta inhibicién, (para la concentracion de
285.76 ug/ml) creciendo alrededor del disco utilizado y las demas bacterias van

disminuyendo considerablemente los milimetros de los halos de inhibicion.
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8.2.4.- Método de difusion en agar cilindro-placa. Los resultados de las pruebas
de susceptibilidad por el método de difusién en agar del extracto acuoso de cuachalalate
en estudio, se muestran en la siguiente tabla, observandose por medidas los diametros de
los halos de inhibicién:

RESULTADOS DE LA TECNICA DE DIFUSION EN AGAR CILINDRO PLACA
CONCENTRACIONES pg/ml
BACTERIAS 4572.13 | 2285.06 | 1143.73 | 571.52 | 285.76

Morganella morgani 35 32 27 00 00
Proteus mirabilis 31 28 26 26 00
Staphylococcus epidermidis 48 44 42 37 33
Staphylococcus saprophyticus 44 40 38 32 28
Staphylococcus aureus 42 40 36 32 26
Helicobacter pylori 34 30 28 26 24
Corynebacterium 42 39 36 34 26

CUADRO 7.- Resultados de los halos de inhibicion (en mm) de diferentes bacterias sensibles al
extracto acuoso de cuachalalate. Por el método de difusion en agar cilindro-placa.

TECNICA DE DIFUSION EN AGAR
CONCENTRACIONES pg/ml

§ 45 m 4572.13
i} O 2285.06
E 30 O 1143.73
= m 571.52
H 15 O 285.76
E o I |
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GRAFICA 8.- Resultados obtenidos con la técnica de difusién en agar cilindro placa en donde se puede

observar de manera gréafica su comportamiento en general.

Esta grafica muestra el comportamiento que tienen las cepas, al ser estudiadas por el
método de difusibn en agar, en donde se observa resultados muy similares a los
obtenidos por Kirby-Bauer, ya que en esta, también el género Staphylococcus tiene los
mayores halos de inhibicion, seguido de Corynebacterium y Helicobacter pylori, mientras
que Proteus mirabilis y Morganella morgani, se ven menos inhibidas por el extracto,
puesto que a ciertas concentraciones hay desarrollo bacteriano (que se ve reflejado por
que ya no tienen halos de inhibicién alrededor del cilindro).
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Estas graficas indican de manera detallada el comportamiento que tiene cada una de

las bacterias para cada concentracion.

TECNICA DE DIFUSION EN AGAR
CONCENTRACION 4572.13 pg/ml
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GRAFICA 9.- Resultados obtenidos, para la concentracion del extracto de 4572.13 ug/ml.

Para la técnica de difusion en agar en la concentracion mas alta, (4572.13 pug/ml) se
observa que como en la todas las pruebas antes estudiadas, el género Staphylococcus es
el que tiene los mas altos halos de inhibicion (llegando a tener Staphylococcus
epidermidis hasta 48 mm, seguido de Staphylococcus saprophyticus que obtuvo 44 mm).

TECNICA DE DIFUSION EN AGAR
CONCENTRACION 2285.06 pg/ml
60
6 S0 o 40 40 39 m Morganella morgani
O 40 - O Proteus mirabilis
1] 30 O Stap. epidermidis
E B Stap. saprophyticus
< 30 - O Stap. aureus
O Helicobacter pylori
H 20 o Corynebacterium
E 10
0
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GRAFICA 10.- Resultados obtenidos, para la concentracion del extracto de 2285.06 ug/ml.

Esta grafica muestra las mismas tendencias que la grafica 9, ya que Staphylococcus

epidermidis tiene los mayores halos de inhibicién y Proteus mirabilis |a minima inhibicién.
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TECNICA DE DIFUSION EN AGAR
CONCENTRACION 1143.73 pg/ml
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GRAFICA 11.- Resultados obtenidos, para la concentracién de 1143.73 ug/ml.

Para la concentracién de 1143.73 ug/ml, las bacterias que presentan mayores
milimetros de inhibicion, son Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus aureus Corynebacterium 'y Helicobacter pylori, mientras que Morganella

morganiy Proteus mirabilis, presenta las menores inhibiciones.

TECNICA DE DIFUSION EN AGAR
CONCENTRACION 571.52 yg/ml
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GRAFICA 12.- Resultados obtenidos por técnica de difusion en agar para la concentracién del

extracto de 571.52 pug/mi

Aqui se observa claramente que la bacteria Morganella morgani, en concentracion
de 571.52 ug/ml es completamente resistente al extracto, ya que no se obtienen halos de

inhibicion y para las demas bacterias se obtiene los mismos comportamientos.

72



TECNICA DE DIFUSION EN AGAR
CONCENTRACION 285.76 ng/mi
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GRAFICA 13.- Resultados obtenidos para la concentracion de 285.76 pg/ml

En esta ultima grafica muestra que, aparte de la bacteria Morganella morgani, la que
también obtuvo resistencia a esta concentracion es Proteus mirabilis ya que como la
anterior, no tiene ningun tipo de inhibicion ante el extracto, creciendo en toda la
circunferencia del cilindro. También en esta, se puede observar que el género
Staphylococcus (como en todas las pruebas antes analizadas) es el que presenta mayor
inhibicién, aunque las demas bacterias Corynebacterium y Helicobacter pylori también

presentan inhibicién.
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9.- DISCUSION.

La utilizaciéon de plantas medicinales en la terapéutica moderna han provocado una
autentica revolucién en el enfoque y la actitud, frente a enfermedades de primer orden en
importancia mundial, como la gastritis, las Ulceras duodenales y el cancer de estomago
(que en ultimas fechas a adquirido una gran tasa de mortalidad). La implicacién de H.
pylori como agente etiologico de estas enfermedades, ha provocado que se busquen
alternativas viables, que permitan ya sea, prevenir, tratar y/o aliviar estas, con o sin la
ayuda de agentes antimicrobianos en el tratamiento; ya que actualmente es precisamente
la utilizacion de estos medicamentos, la opcién que se usa con mayor frecuencia
(Calderén, 2001).

Para H. pylori, se utilizan antibidticos y antisecretores de forma combinada. Sin
embargo la eficacia del tratamiento, se ha visto reducida por diferentes factores, como por
ejemplo: la recurrencia de la propia infeccion, la resistencia adquirida a través del tiempo
a los distintos farmacos, asi como también los cambios genéticos que la bacteria utiliza
para seguir reproduciéndose. H. pylori adquiere resistencia de manera muy rapida a
metronidazol (1-85%) y claritromicina (1-55%), esto de acuerdo a lo reportado por Piter, J.
y col (1999) (Guerrero, 2002); este y otros fenébmenos han aumentado la importancia de
realizar nuevas investigaciones, con la finalidad de hallar distintas alternativas, que
permitan erradicar y/o controlar la proliferacién de esta y otras bacterias patdégenas. Para
tal caso es muy comun la utilizacion de pruebas de susceptibilidad que nos ayuden a
encontrar una combinacion antibiética eficiente, o bien al estudio (como es en este caso)

de nuevos antimicrobianos eficaces.

Henriksen y col (1997) demostraron que las pruebas de resistencia dependen de la
edad de las colonias utilizadas en los ensayos, siendo mayormente reproducibles los
resultados cuando se utilizan colonias jovenes (3 o0 4 dias), por lo tanto, en este trabajo se
unificé la edad de las colonias a 3 dias de incubacion.

Como toda técnica, estas también tienen sus limitantes y este caso no es la

excepcion, ya que H. pylori, por ser una bacteria con caracteristicas, requerimientos y
condiciones especiales de crecimiento, se han estandarizado las pruebas para su estudio,
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como una forma de hacer mas sencilla la investigacion y para hacer reproducibles los
métodos (documentos que se observan en la NCCLS).

El extracto acuoso de cuachalalate, es ampliamente utilizado en repetidas
investigaciones, (Fernandez, 2002) ya que esta, es una planta medicinal con infinidad de
propiedades farmacéuticas, por tal motivo y teniendo relacion estrecha en el tratamiento
para la gastritis y Ulceras duodenales, se realizaron algunas pruebas que evidencian el
efecto que provoca en diferentes bacterias.

Se utilizaron diferentes géneros de bacterias, (12 cepas, de las cuales el 33.33%
fueron Gram positivas y el 66.67% Gram negativas) para reconocer en principio, si el
extracto acuoso de cuachalalate, tiene efectos antimicrobianos y posteriormente
examinar, sobre que género bacteriano tiene mayor efecto y si esto puede influir en los
resultados obtenidos.

De acuerdo a los primeros resultados logrados por la técnica de dilucion en agar,
(prueba presuntiva) y dilucién en tubo, (que nos permiten conocer cual bacteria es
sensible al extracto), se observa que Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Klebsiella oxitoca, Streptococcus grupo D y Escherichia coli ATCC 25922, no
presentaron inhibicién alguna, obteniendo para todos estos casos desarrollo bacteriano;
estos resultados demuestran que estas bacterias son resistentes ante tales
concentraciones, haciendo suponer que esta corteza afecta, sobre todo a las bacterias
Gram negativas, puesto que la mayoria de las cepas que no son inhibidas por este

extracto son Gram negativas.

Con las técnicas de dilucion, también pudimos conocer la CMI de las bacterias que si
sufrieron sensibilidad ante el extracto, obteniendo que para: Morganella morgani es de
285.76 pug/ml en la técnica de dilucion en tubo y 571.52 pg/ml en la técnica de dilucién en
placa, Proteus mirabilis y Staphylococcus aureus ATCC 6538, es de 571.52 ug/ml,
Staphylococcus epidermidis, de 71.44 ug/ml, Staphylococcus saprophyticus, Helicobacter
pylori de 285.76 ug/ml, y para Corynebacterium spp de 571.52 ug/ml (en ambas técnicas);
estos resultados demuestran que las bacterias que mayormente son inhibidas por este
extracto son: en primer lugar Staphylococcus epidermidis, seguido de Staphylococcus
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saprophyticus, Staphylococcus aureus, Corynebacterium 'y Helicobacter pylori 'y las que
menor sensibilidad presentan son: Morganella morganiy Proteus mirabilis.

Se observa con estos resultados, que el extracto acuoso de cuachalalate tiene gran
efecto sobre el género Staphylococcus. (datos que son corroborados con las otras
técnicas utilizadas en esta investigacién); se han publicado articulos, donde se hacen
investigaciones a distintas plantas utilizadas en la herbolaria mexicana, para curar
enfermedades de la piel, que son excelentes antimicrobianos, en este se sefiala que la
corteza de cuachalalate tiene gran efecto antimicrobiano sobre todo contra el género
Staphylococcus (es Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus las bacterias
que se encuentran principalmente en este tipo de infecciones) de aqui se le atribuya al
cuachalalate, propiedades como cicatrizante, astringente y antiséptico (Ankli, 2002) lo que
se confirma con los resultados obtenidos en esta investigacion

Helicobacter pylori, también presenta inhibicion ante el extracto acuoso utilizado,
puesto que los resultados obtenidos, sugieren que el efecto que provoca este, tiene
relacién directa en la inhibicion del desarrollo de esta bacteria en el tracto gastrointestinal.

Al realizar el método de Kirby-Bauer y difusion en agar, (que muestran de manera
muy clara el efecto que provoca el cuachalalate en las bacterias utilizadas), podemos
observar que se obtienen los mejores resultados en cuanto a las bacterias que son
susceptibles al extracto, (puesto que son métodos mas cuantitativos, esto porque tanto
los cilindros como los discos, tienen mayor contacto con la superficie del agar,
permitiendo mayor grado de difusion) ya que Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus Staphylococcus aureus ATCC 6538, tienen la mayor inhibicion,
presentando los halos mas grandes (de 48 mm, en la concentracion mas alta del
extracto), Corynebacterium spp y Helicobacter pylori presentan también inhibicién, pero
en menor cantidad, sin embargo estas dos bacterias nunca llegan a ser resistentes ante
las concentraciones mas diluidas del extracto, observandose para todas crecimiento
bacteriano, caso contrario con Morganella morgani y Proteus mirabilis que presentan
desde la primera concentracion tratada, halos de inhibicion menores, llegando a
desaparecer en la ultima concentracién (de 285.76 pg/ml); mostrando por lo tanto

resistencia a esta.
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Relacionando el hecho de que las bacterias resistentes al extracto acuoso de
cuachalalate son en su mayoria Gram negativas (4 de 5) y dentro de las que si muestran
inhibicién, las que presentan resistencia a concentraciones mas diluidas, son también de
este mismo género (Morganella morgani y Proteus mirabilis) en esta investigacion, este
extracto, tiene mayor efecto antimicrobiano contra bacterias del género Gram positivo, ya
que las bacterias que presentan mayor halos de inhibicion son las del género
Staphylococcus.

Se compararon las 4 técnicas utilizadas, para determinar la inhibiciéon del extracto en
bacterias Gram positivas, Gram negativas y Helicobacter pylori. Obteniendo resultados
diferentes en cuanto a la inhibicion, de tal forma encontramos, que para la técnica de
dilucion en placa, existen menos factores que intervienen en la difusion del extracto, con
respecto a la técnica de cilindro placa, ya que al dejar caer 1 ml, sobre el tapiz de
bacterias, esta se difunde con facilidad, originando zonas de inhibicién grandes y amorfas,
cuando realizamos la técnica de cilindro placa, obtuvimos resultados que nos indica que
el extracto tiene menor grado de difusion, ya que el cilindro no permite que este salga tan
facilmente, por que se enfrenta a diferentes factores, como son: la dureza y el poro del
agar, originando halos de inhibicién bien definidos, pero de menor diametro. Este analisis
es muy importante, ya que esta investigacién trata de conocer el efecto que provoca el
cuachalalate en distintas bacterias, pero sobre todo a Helicobacter pylori y al enfrentar los
resultados obtenidos por las diferentes técnicas, conocemos cual de estas, tiene la mayor
sensibilidad para conocer de manera correcta la inhibicion que se obtiene para cada cepa

Respecto a la técnica de dilucidén en tubo, el extracto se pone en contacto directo con
las bacterias, originando una inhibicién que nos permitié conocer la CMI, (con un rango de
concentracion del 4572.12-35.71 pg/ml), que también con la técnica de dilucién en agar
pudimos conocer, mientras que con la técnica de cilindro-placa y Kirby-Bauer no logramos
determinar la CMI, ya que usamos rangos de solo 5 diluciones del extracto (4572.12-
285.75 ug/ml) que fueron escasos para determinarla; esto debido a que se debe de dejar
un espacio suficiente en la colocacion de los discos y cilindros para que el extracto pueda

difundir de la mejor manera.

Ningun estudio consultado ha logrado detectar el efecto que tiene el cuachalalate
sobre H. pylori, por lo tanto consideramos que este primer trabajo debe de continuar, con
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técnicas mas sensibles, como la de Mossman, que se fundamenta en que el colorante
MTT (3- [4,5-dietiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolibromida-azul de tiazolil) ayuda a evidenciar
la presencia de bacterias viables, debido a que estas producen deshidrogenasas capaces
de reducir el MTT a formazan, cambiando el color amarillo a violeta y detectando este
cambio por medio del espectrofotdmetro (Montalvo, 2005 y Cordero-Gonzéalez 2005).

El problema que existe en cuanto al tratamiento que se utiliza para ayudar a curar
enfermedades que son provocadas por Helicobacter pylori, es precisamente la resistencia
que esta bacteria tiene en el estbmago y que medicamentos que actualmente son
utilizados, se enfrentan a esta problematica. Conocer que el extracto de cuachalalate
tiene efecto inhibitorio ante H. pylori, da una alternativa, para que al utilizarse como agua
de uso, permita al individuo infectado, combatir la enfermedad y disminuir la carga
bacteriana, manteniendo asi un equilibrio positivo para el paciente, ayudando a que
pueda aliviarse de manera mas rapida y eficaz, sin que presente reacciones adversas o
de resistencia.

Al realizar un trabajo en paralelo, Vera y Gardea, sobre el efecto que tiene el extracto
de cuachalalate y Calendula oficinalis en diferentes lineas celulares, encontraron que a
concentraciones elevadas, estas plantas medicinales, son toxicas para las células, ya que
inducen la formacion de células espumosas, que conducen a apoptosis (o muerte celular
programada), estos resultados son preliminares, ya que estan en proceso de ser
revisados. En relacion estrecha con esto, se han publicado distintos articulos, que
sefalan que el extracto de cuachalalate no debe ser ingerido por largos periodos, ya que
su uso en grandes dosis puede afectar la vista, (Boletin de la Academia General de
Biologia, 2004) por lo cual se recomienda que se debe de utilizar en ciclos de dos
semanas con una semana de descanso y teniendo en cuenta que la poblacién que usa
cuachalalate para el tratamiento de la gastritis, ulcera gastrica y cancer de estémago,
desconoce la concentracion diaria recomendada, podriamos intuir que existe gente que
se trata con dosis que podrian ser daninas para su salud, es por este motivo que
recomendamos que también se realicen estudios farmacolégicos que indiquen la dosis

diaria permitida, asi como también estudios de farmacocinética y farmacodinamia.
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10.- CONCLUSIONES.

o Al evaluar la actividad antimicrobiana, el extracto acuoso de cuachalalate contra
diferentes bacterias y Helicobacter pylori, se encontrd que este, si presenta efectos
antimicrobianos, sobre todo en cepas de: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus y Staphylococcus aureus, ya que estas bacterias obtuvieron los halos de

inhibicion mas grandes en las técnicas de difusion.

J El extracto de cuachalalate, entre més concentrado se encuentre, tiene mayor
efecto sobre las bacterias tratadas, ya que conforme se diluye, se observa leve o ningun
efecto.

o Este extracto debe ser utilizado después de haber sido elaborado, o por lo menos
durante los primeros dias posteriores a su elaboracién, ya que conforme pasa el tiempo,
va perdiendo sus propiedades, por tal motivo es que en la medicina tradicional se utiliza el
mismo dia en el que se prepara y se desecha el sobrante.

o El extracto acuoso de cuachalalate presenta mayor actividad inhibitoria in vitro,
contra bacterias del género Gram positivo.

J En cada una de las pruebas de sensibilidad utilizadas, se obtuvieron similares
resultados, observando asi que estas son homogéneamente sensibles.

o El estudio de la actividad antimicrobiana del cuachalalate, requiere en futuros

trabajos, del empleo de técnicas in vivo, que involucren una mayor investigacion.
J En esta ocasion fue mejor la técnica de dilucion en tubo, ya que nos permitié

detectar la inhibicidn en 7 de 12 bacterias utilizadas (58.33%) conocimos la CMI y fue mas

facil y rapida en su realizacion.
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11.-ANEXOS.

MORFOLOGIA PRUEBAS BIOQUIMICAS PRIMARIAS
BACTERIAS Colonial Microscéopic | GRAM OF Catalasa Oxidasa Motilidad
a
Salmonella spp Coco bacilos - Anaerobio + - +
facultativo
Morganella Bastones - + -
morgani
Proteus Bastones - Anaerobio + - +++
mirabilis facultativo (Swarm)
Pseudomonas Grandes y Bacilo rectos - Aerobio/No + + +
aeruginosa mucoides o curvados fermentativ
0
Staphylococcus Pequeiias sin | Cocos en + Anaerobio + - -
epidermidis hemolisis pares, facultativo
tetradas o
racimos
Staphylococcus Cocos en + Anaerobio + - -
saprophyticus pares, facultativo
tétradas o
racimos
Staphylococcus Blancas-gris, | Cocos en + Anaerobio + - -
aureus hemolisis [ pares, facultativo
tétradas o
racimos
Klebsiella Grandes, Bastones - + - -
oxitoca mucosas, encapsulados
pegajosas
Streptococcus Cadenas o + Anaerobio - - -
Grupo. D €OCos facultativo
(capsulados)
Escherichia Bacilo - Anaerobio + - -
coli facultativo
Helicobacter pequeiias, Helicoidal de - Anaerobio + + En gota
pylori transldcidas S, V o bastén estricto suspendida
brillantes, curvado
elevacion +
convexay
borde entero
Corynebacteriu Negras en Bastén en - Anaerobio + -
m agar telurito formade V o facultativo
spp L

(Caracteres
chinos)

ANEXO 1.- Pruebas bioquimicas primarias, morfologia colonial y microscopica, realizadas a cada bacteria utilizada
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BACTERIAS Lactosa Urea | Indol | Citra | Coagu- | Glucosa | MR | NO; | S;H TSI

lasa /

VP

Salmonella - - + + + +/- + + +
spp
Morganella + + + + + -
morgani
Proteus - + - + +/- + + Ac/A
mirabilis c
Pseudomonas - - - - -/- + - Alc/a
aeruginosa Ic
Stap. - + + + -
epidermidis
Stap. - + +
saprophyticus
Stap. aureus + + + -/+ + +
Klebsiella + + + + + -+ +
oxitoca
Streptococcus - -
Grupo D
Escherichia + - + - + +/- + - Ac/A
coli c
Helicobacter +++ - + + -
pylori
Corynebacteri + +/- +
um spp

ANEXO 2.- Pruebas bioquimicas primarias y secundarias, realizadas a cada bacteria utilizada

NOTA.- Para la cepa de Helicobacter pylori por ser esta una bacteria con caracteristicas

especificas se dej6 5 dias a incubacion a 37°C en condiciones microaerofilicas en un medio rico

(agar sangre al 5%) y se hizo su identificacion por morfologia colonial y mediante las pruebas

bioquimicas.
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