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RESUMEN

Las infecciones comunitarias y nosocomiales siguen constituyendo hoy
en dia una de las principales causas de morbilidad a nivel mundial; si bien las
vacunas Yy las condiciones de vida han permitido mejorar la esperanza de vida
en muchas regiones del mundo, la gran mayoria de ellas sigue padeciendo de

males infecciosos.

Sin duda la apariciéon de los antibiéticos han sido y son una importante
arma para el tratamiento de muchas causas infecciosas, algunas de las cuales
causaban gran mortalidad, y su uso permitié disminuir en forma importante y
notable la morbimortalidad de alguno de estos males, por ello se pensé en
forma equivocada que infecciones respiratorias en general y neumonias
adquiridas en la comunidad en particular podrian ser controladas. Sin embargo
el primer problema que surgié con su uso fue la aparicién de reacciones
adversas (leves a severas), y posteriormente se ha sumado la apariciéon cada
vez més frecuente de bacterias resistentes y multirresistentes a uno o a varios

antibioéticos.

Actualmente se ha incrementado el interés del uso de extractos naturales
como alternativa complementaria a la profesional para el control de
microorganismos patégenos al hombre. El estudio se realizé en la FESC-
Campo 1, Unidad de Posgrado. El objetivo del presente estudio fue evaluar la
actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus, a
diferentes concentraciones con, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhi, Escherichia coli y Candida albicans, utilizando el método de Mosmann
(prueba cualitativa) en el cual se utiliza bromuro de 3-(4,5-dimetiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) que determina la presencia de bacterias vivas a partir de

su reduccion de éste por la acciéon de una deshidrogenasa producida por las
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bacterias, la cantidad de éstas fue determinada por un método
espectrofotométrico obteniendo los resultados con un lector de ELISA, los
cuales fueron tratados estadisticamente para determinar la MIC. También se
utiliz6 una prueba cualitativa para determinar el efecto bacteriostatico y/o
bactericida y finalmente se utilizo Microscopia Electrénica de Transmision para

observar el dafio causado por el extracto a nivel estructural.

Eucalyptus globulus mostré tener un mayor efecto bactericida para B.
cereus y Staphylococcus aureus, pues para el resto de las cepas el efecto fue
principalmente bacteriostatico. Ademads se encontr6é que la MIC para B. cereus,
Candida albicans, Staphylococcus aureus y Salmonella typhi se presento a una
concentraciéon del extracto de 3,125 pg/ml; mientras que E. coli evidencio una
mayor resistencia al extracto al presentar la MIC a una concentracién de 6,250
pg/ml. También fue posible determinar gracias al uso del Microscopio
Electrénico de Transmision el efecto producido por el extracto, para E.coli el
dafio se presento a nivel de la pared celular debido a la formacién de un
esferoblasto, mientras que para B. cereus se muestra que el dafio provocado por
el extracto también se presento a nivel de la pared pues se aprecia claramente la
inestabilidad, el tamafio y la forma irregular de la bacteria. En este estudio
también se observo, la diferencia de sensibilidad frente al extracto entre las

cepas Gram positivas y Gram negativas.
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1. INTRODUCCION

1.1 Origen de los antibiéticos

El empleo de agentes farmacolégicos en el tratamiento de infecciones comienza
cuando los chinos hace més de 2 500 afios, utilizaron la cdscara enmohecida de
la soja en el tratamiento de carbuncos, fortinculos e infecciones similares. En el
afio 1877 Pasteur y Joubert reconocen las potencialidades clinicas de los
microorganismos como agentes terapéuticos. Ehrlich fue el primero en formular
los principios de la toxicidad selectiva y en reconocer las relaciones quimicas
especificas entre los parasitos y los medicamentos, el desarrollo de resistencia a
medicamentos en los parésitos y el papel de la terapéutica combinada para
combatir dicha resistencia. Los experimentos de Ehrlich en la primera década
del siglo pasado condujeron al descubrimiento de las arsfenaminas, primer

triunfo importante de la quimioterapia planeada.’”

La era moderna de la terapéutica antimicrobiana se inicia en 1934 con la
descripcion de Dogmak de la efectividad de la primera sulfonamida en el
tratamiento de las infecciones experimentales por estreptococos. La llamada
“Edad de Oro” de los antibi6ticos comienza en 1941 con la produccién de
penicilina a gran escala y su utilizacién con buenos resultados en ensayos
clinicos. En la actualidad se calcula que aproximadamente el 30 % de todos los
pacientes hospitalizados que padecen algun proceso infeccioso, reciben uno o
mas ciclos de antibidtico-terapia. Sin embargo al mismo tiempo dichos
compuestos son utilizados de manera errénea por el médico en su practica o

incluso han sido objeto de abuso.
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Un resultado de la automedicacion y del mal uso, ha sido la aparicion de
microorganismos patogenos resistentes a ellos, y esto ha su vez a sido un punto
de partida de la necesidad cada vez mayor de contar con nuevos farmacos y/o

alternativas.36

1.2 Definicién y caracteristicas de un antibiético

Los antibidticos  son sustancias producidas por diversas especies de
microorganismos (bacterias, hongos, actinomecetos) o sintetizados por métodos
de laboratorio que suprimen la proliferacion de otros microorganismos vy
pueden eventualmente destruirlos.3 37 Estos compuestos difieren
marcadamente en sus propiedades fisicas, quimicas y farmacolégicas, asi como

en su mecanismo de accién y espectro antimicrobiano.%”

Con frecuencia se han utilizado de manera indistinta los términos antibi6tico,
antimicrobiano y quimioterapico para designar sustancias quimicas definidas
con actividad contra microorganismos especificos, como ya sefialamos, el
antibiético es una sustancia producida en la naturaleza por microorganismos
vivos, los sintetizados en el laboratorio y aquellos producidos por los
microorganismos que son modificados quimicamente (sintesis parcial), por lo
que se considera un producto de la evolucién y puede conferir una ventaja

selectiva a quienes los producen en un ecosistema especifico.36

Desde el punto de vista técnico, los antibiéticos difieren de los quimioterapicos
en que estos tltimos son productos de sintesis quimica, aunque algunos como
las sulfonamidas tienen actividad antibacteriana, por lo que se ha propuesto el
término Antimicrobiano, para describir a todas las sustancias con esta

actividad, ya sean naturales o de origen sintético.3”.40
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1.3 Clasificacién y mecanismo de accién

Las clasificaciones que més se utilizan son las que se basan en la accién del
antibidtico sobre la bacteria, su mecanismo de accién, y segin su estructura

quimica.?”

1.3.1 Efecto bactericida y/o bacteriostatico

a) Bacteriostaticos: aquéllos que inhiben la multiplicacién bacteriana, la cual se
reanuda una vez que se suspende el tratamiento.

b) Bactericidas: poseen la propiedad de destruir la bacteria, su accién es

terapéutica irreversible.3” (ver tabla 1)

Tabla 1. Clasificacion de los antibiéticos segtin su efecto

bacteriano

Bactericidas Bacteriostaticos
Penicilinas Tetraciclinas
Cefalosporinas Eritromicinas
Aminoglucésidos Sulfonamida
Rifampicina Novobiocina
Quinolonas Cloranfenicol
Monobactamicos
Polimixinas

Tomado de (37)
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1.3.2 Efecto producido por el antibiético a nivel estructural en la bacteria

La clasificacion que se basa en el mecanismo de accién de los antibiéticos,
resulta de gran utilidad, sobre todo si hay que utilizar simultdineamente varios
agentes. Segiin su mecanismo de accién, los antibitticos se clasifican de la

siguiente manera (ver tabla 2, gréafico 1): 37,38

* Antibitticos que inhiben la sintesis de pared celular.

* Antibidticos que ejercen su accién a través de la membrana celular y
afectan su permeabilidad.

* Farmacos que inhiben la sintesis proteica (inhibicion de la transcripcion
y traduccién del material genético).

* Inhibicién de la sintesis de los dcidos nucleicos.

* Andlogos a los metabolitos que bloquean fases metabdlicas especificas

que son esenciales para los microorganismos.
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Tabla 2. Mecanismos de accién de las principales clases de antibiéticos

Antibacteriano

Objetivo celular

Mecanismo de accion

Betalactamicos
(penicilinay
cefalosporinas)

Vancomicina

Bacitracina

Macrdlidos (eritromicina)

Lincosomidas
(clindamicina)

Cloranfenicol

Tetraciclinas

Aminoglucdsidos
(gentamicina)

Sulfamidas y
trimetroprima

Rifampicina

Metronidazol

Quinolonas
(ciprofloxacino)

Novobiocina

Polimixinas (polimixina
B)

Garamicina

Pared celular

Pared celular

Pared celular

Sintesis proteica

Sintesis proteica

Sintesis proteica

Sintesis proteica

Sintesis proteica

Metabolismo celular

Sintesis del DNA

Sintesis del DNA

Sintesis del DNA

Sintesis del DNA

Membrana celular

Membrana celular

Inhiben los enlaces en la pared celular.
Etapa conocida como reaccion de
transpeptidacion

Interfiere en la adicion de nuevas
subonidades de la pared celular
(muramil-pentapéptidos)

Impide la adicion de subonidades de la
pared celular inhibiendo el reciclaje del
portador de lipido de membrana

Se ligan a la subunidad 50 S del
ribosoma

Se ligan a la subunidad 50 S del
ribosoma
Se ligan a la subunidad 50 S del
ribosoma
Se ligan a la subunidad 30 S del
ribosoma

Se ligan a la subunidad 30S del
ribosoma

Inhibe competitivamente a las enzimas
implicadas en dos etapas de la
biosintesis de acido félico

Inhibe la polimerasa de RNA
dependiente de DNA

Genera intracelularmente productos
metabdlicos intermedios reactivos por el
sistema de transporte electrénico

Inhibicion de la girasa de DNA
(subunidad A)
Inhibicion de la girasa de DNA
(subunidad B)

Altera la permeabilidad de la membrana
por alteracion de la carga

Forma poros

Tomado de (38)
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Figura 1. Mecanismo de accién de los diferentes antibi6ticos
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1.4 Concepto de resistencia bacteriana

Se entiende por resistencia, el mecanismo a través del cual, la bacteria puede
disminuir o inactivar la accién de los agentes antimicrobianos. Debe tenerse en
cuenta que si bien la resistencia microbiana y resistencia clinica (fracaso
terapéutico) estdn intimamente relacionados, no son la misma cosa: la primera
se refiere a la respuesta que desarrollan los patégenos susceptibles a las
diferentes concentraciones de antibiéticos mientras que la segunda, se refiere a
la ineficiencia terapéutica, aun cuando las concentraciones del antimicrobiano
sean correctas, las mismas dependen de factores extrabacterianos (seleccién

inadecuada del antibi6tico) o del huésped (neutropenia, etc.).3”

1.4.1 Antecedentes de resistencia bacteriana

El primer mecanismo de resistencia se report6é en 1940, por Abraham y Chain,
quienes aislaron y caracterizaron una enzima de E. coli (entonces llamada
Bacterium coli) que fue capaz de hidrolizar a la penicilina. Los afios 50 se
caracterizaron por epidemias por Staphylococcus aureus resistente a la penicilina,

tetraciclinas, estreptomicina y eritromicina en hospitales.4!

Durante ese periodo, bacterias como Klebsiella sp., Proteus sp. y Pseudomonas sp.
fueron resistentes a algunos antimicrobianos y emergieron como la principal
causa de infecciones nosocomiales. En la década de los 60, se introducen al
mercado las cefalosporinas y las infecciones por S. aureus fueron controladas.
En 1970, cepas bacterianas de Shigella sp. y N. gonorrhoeae desarrollaron
resistencia. A fines de este periodo y a principios de los 80 se introdujeron los
antibidticos de amplio espectro, incluyendo cefalosporinas de tercera
generacion, carbapenems y quinolonas y con ellos la esperanza de detener la

resistencia bacteriana.
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Sin embargo, tanto en infecciones nosocomiales como en las adquiridas en la
comunidad, la aparicién de resistencia a multiples agentes antimicrobianos ha

complicado esta situacion.

Staphylococcus aureus meticilino-resistente (SAMR), Enterococcus faecium,
Streptococcus pneumoniae y Mycobacterium tuberculosis son hoy dia algunos de los
organismos que se consideran mas dificiles de tratar debido a una mayor

resistencia.?!

En 1983, el mercado mundial de antibiéticos fue de 9 mil millones de délares y
se estim6 que podria aumentar hasta 40.5 mil millones de doélares para el afio
2000. Sin embargo, para el afio 2000 se reportaron 160 millones de
prescripciones de antibidticos, lo que correspondié a aproximadamente 25,000
toneladas de antibidticos, de los cuales 50% se utilizé en pacientes y el otro 50%

en animales y agricultura.4!

Con una poblacién de 275 millones de habitantes en Estados Unidos, se estim6
que se dieron 30 prescripciones de antibiéticos por cada 100 personas/afio, lo
que correspondi6 a 4.1 kg de antibiéticos por 100 personas/afio. Ningan otro
factor es mas importante en el desarrollo de resistencia bacteriana que el uso de

antibidticos en hospitales.

Aproximadamente 30% de los pacientes hospitalizados reciben antibiéticos y
mas de 60% son juzgados inapropiados en algtin aspecto. Kunin, en el Hospital
de la Universidad de Virginia, reporté que en los servicios quirargicos el 62%
de los antibiéticos se daban de manera inapropiada, comparado con un 42% de

los servicios médicos.41
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Entre los pacientes hospitalizados en las Unidades de Cuidados Intensivos
(UCI) y los pacientes quirtrgicos, el porcentaje de uso de antibiéticos es mayor.
Las dosis de antibidticos frecuentemente son madas altas en estas d&reas,
especialmente cuando se trata de administracién parenteral. Se cree que estas
altas dosis crean una fuerte presion selectiva para la resistencia. Una revision de
22 estudios, realizada por Mc Gowan, mostré una fuerte asociaciéon entre el uso

y la resistencia bacteriana.

Sin embargo, otros estudios no han logrado demostrar esta asociacién. En un
estudio de casos y controles realizado en la unidad de cuidados intensivos de la
UMAE, Hospital de Especialidades Num. 25 del IMSS, Monterrey, N.L., no se
encontré asociacion significativa entre la aparicion de sepsis por Acinetobacter

sp.y el uso de antibiéticos.41

1.4.2 Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es un problema de salud ptblica mundial con
consecuencias graves de morbi-mortalidad en los hospitales y con pérdidas

econdmicas para las instituciones de salud.??

La resistencia bacteriana ocurre cuando la bacteria que causa infeccién no es
eliminada por el antibiético utilizado para detener esa infeccién. La bacteria
sobrevive y continda multiplicindose y causando dafio. Los dltimos 50 afios
han sido marcados por el continuo desarrollo de nuevos antimicrobianos y, a la
vez, por el incremento de la resistencia, entre las diferentes cepas bacterianas.
Existe una estrecha relacién causa-efecto entre las caracteristicas cambiantes de

las infecciones y el uso de antimicrobianos.4!
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Desde 1934, con el descubrimiento del Prontosil (precursor de las
sulfonamidas), ha sido descubierta una variedad de compuestos con
actividades particulares. El descubrimiento de nuevas moléculas de antibitticos
es lento. Desde 1987, después de las oxazolidinonas, no se conoce ninguna
nueva clase de antibiéticos, sélo se han realizado modificaciones estructurales a

los antibiéticos en particular.4!

1.4.3 Tipos de resistencia

La resistencia bacteriana puede ser:

* Natural: Cuando es una propiedad especifica de algunas bacterias y no

tienen contacto con el antibidtico.

* Adgquirida: Cuando se produce una mutacién cromosémica o la bacteria
adquiere un pldsmido de resistencia, es decir, un fragmento
extracromosémico de DNA portador de genes que modifican la
resistencia al antibiético. La informacion genética presente en algunos
plasmidos, es un factor importante en la patogenicidad o la invasividad
de las bacterias, en la velocidad de apariciéon de cepas patdgenas o
invasivas resistentes a las drogas antimicrobianas y en la evoluciéon del

cuadro clinico (ver Figura 2):37
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Figura 2. Resistencia adquirida a través de un pladsmido
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1.4.4 Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia bacteriana pueden clasificarse de la siguiente

manera:

a. Disminucion de la permeabilidad: Este cambio en la permeabilidad de
la bacteria ocurre debido a la modificacién de las proteinas de membrana
externa “porinas” (OmpF y OmpC).42 En estos casos el antibidtico no
puede penetrar la superficie bacteriana y alcanzar el ntcleo celular, esta
es la forma mas frecuente de resistencia natural.3” La permeabilidad de
la pared celular estd determinada por la naturaleza de ésta. En las
bacterias grampositivas, la pared usualmente no es una barrera que

impide la
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penetraciéon de los antibidticos; sin embargo en las gramnegativas,
representa una barrera dificil de vencer y que varia segtin las diferentes
especies; asi por ejemplo, la pared celular es mas permeable en algunas
especies de Neisseria y H. influenzae, que en Escherichia coli, P. aeruginosa y
Proteus indol positivo. Escherichia coli y otras bacterias entéricas, tienen una
proteina especifica (PORINS) que impide la entrada de antibidticos

hidroéfilos con un peso molecular de hasta 650 daltons.3”

Ejemplos de resistencia por disminucion de  permeabilidad son Ia
resistencia de los bacilos gramnegativos a penicilina G, eritromicina,
clindamicina y vancomicina; asi como la resistencia de P. aeruginosa y otras

bacterias anaerobias a los aminoglucésidos (Ver figura 3).37

Figura 3. Modificaciéon de permeabilidad en la membrana bacteriana
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b. Modificaciéon o activaciéon del antibidtico: La modificacion o
inactivacion del antibidtico, es el mecanismo més comudn de resistencia
adquirida.3” Este se presenta ya sea de forma quimica (acetilacion,
fosforilacion y adenilacién) o hidrolizdndolo (p-lactamasas).#?> Las
betalactamasas representan un grupo diferente de enzimas producidas
por gérmenes grampositivos, gramnegativos aerobios y anaerobios
capaces de hidrolizar el anillo betalactdmico e inactivar el antibiético
correspondiente.3”

Abraham y Cham, en 1940, publicaron los primeros informes en relaciéon
con su mecanismo de accién. Se ha demostrado que constituye un factor
importante de resistencia de gérmenes como Staphylococcus aureus, H.

influenzae, N. gonorreae, Bacteroides fragilis y algunas enterobacterias.3”

La informacion genética para la sintesis de estas enzimas puede estar
contenida en un cromosoma o en un plasmido y su produccién puede ser
una caracteristica del germen (tasa de produccion constante), aunque
también la misma puede ser inducida en presencia de un sustrato

apropiado.?”

Recientemente se han identificado algunas cepas de betalactamasas que
pueden hidrolizar los nuevos betalactamicos; en este grupo se incluyen
enzimas mediadas por plasmidos aislados de cepas de Klebsiella
pneumonae que pueden hidrolizar la cefotaxina y otras cefalosporinas de
tercera generacién, asi como el aztreonam y enzimas mediadas por
cromosomas presentes en cepas de Xantomas (Pseudomonas) maltophia,
asi como Enterobacter cloacae, Serratia marcense y Bacteroides fragilis, capaces

de hidrolizar imipenem y meropenem (Ver figura 4).
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Figura 4. Modificacion genética de la proteina fijadora de penicilina
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c¢. Modificacién del sitio blanco: Estos mecanismos de resistencia se
refieren a mutaciones espontdneas en los genes que codifican para éstos
(RNA polimerasa, mutaciones en el RNA ribosomal 23S) sobre los que
ejercen su accién (Ver figura 5). 42
Este tipo de resistencia se puede presentar por incremento de la
concentracion de una sustancia competitiva, o por modificaciéon de las

diferentes estructuras bacterianas alternas.3”
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Figura 5. Modificacion del RNA ribosomal
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d. Expulsién del antibiético: Este tipo de resistencia ocurre mediante la
sobreproducciéon de bombas de eflujo (Mex AB, OprD) lo cual impide el

acceso del antibi6tico al sitio blanco de la bacteria (Ver figura 6).
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Figura 6. Sobreproduccién de bombas de flujo bacteriano
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1.4.5 Criterios y sugerencias para elegir antibiéticos

El objetivo fundamental del tratamiento antimicrobiano es destruir o inhibir el
crecimiento de un patégeno infectante sin causar dafio al huésped, por lo que
debe existir una interaccién entre el huésped infectado, el microorganismo y el
antibidtico que se utiliza.3” Es necesario tener en cuenta ademds, que las
bacterias durante el tratamiento, pueden cambiar sus propiedades patogénicas
hacia el huésped, y desarrollar mecanismos de resistencia. Por ello algunos
aspectos mas importantes a tener en cuenta a la hora de seleccionar el

antibidtico adecuado son:
* Identificacion y sensibilidad del germen para seleccionar el antibidtico.

* Reconocimiento de los factores que dependen del huésped y que son

capaces de modificar la eficacia terapéutica.
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Vias de administracién, dosis, costos y complicaciones del tratamiento

antimicrobiano.3”

Algunas recomendaciones que resultan futiles para un tratamiento con

antibi6ticos son:

Trabajar en estrecha y activa colaboracion con el laboratorio de
Microbiologia para realizar antibiogramas que nos permitan reducir la
lista de posibles patégenos y asi lograr una seleccién mds racional de la
antibioticoterapia. El uso de los antibidticos en la terapia empirica
Optima exige conocer los microorganismos infectantes més frecuentes y
su sensiblildad a los antimicrobianos. El cuadro clinico puede sugerir la

identidad del microorganismo especifico.

En casos de sepsis graves usar bactericidas, como Gentamicina
(bacteremia causada por Listeria monocytogenes) o Penicilina G
(meningococos provocado por Neisseria meningitidis. Debido a que la
sepsis puede matar rapidamente al paciente, por lo que la quimioterapia
antimicrobiana debe iniciarse tan pronto como se hayan tomado las
muestras de sangre y obtenido material de otros lugares de interés para
efectuar los cultivos. Siempre tomando en cuenta los patrones de
sensibilidad antimicrobiana de las bacterias aisladas en la poblacién, el
hospital y el paciente; instaurando un tratamiento antimicrobiano eficaz
contra bacterias grampositivas y gramnegativas, mientras se esperan los

resultados de los cultivos.
No utilizar antibiéticos sin conocer su toxicidad, debido que el uso de

dos antimicrobianos o mas tiene algunas bases y se recomienda en

algunas situaciones bien definidas; sin embargo la eleccién de los
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tarmacos para la combinacién adecuada exige conocer sus posibilidades de
interacciéon. Las interacciones pueden tener consecuencias en el
microorganismo y en el huésped. Por ejemplo la vancomicina administrada
sola casi siempre muestra minima nefrotoxicidad, al igual que Ia
tobramicina sin embargo utilizadas en combinacién pueden ocasionar

deterioro importante de la funcién renal.

* No utilizar antibiéticos de alta toxicidad en pacientes ambulatorios, ya
que en este tipo de pacientes es de suma importancia el monitoreo de la
funcién renal y hepatica, lo cual no puede realizarse si el paciente recibe

el tratamiento de manera extrahospitalaria.

1.5 Concepto de infecciéon nosocomial

Las infecciones que se adquieren en el hospital son consecuencia de la atenciéon
médica que reciben los pacientes y se definen como aquellas que no estaban
presentes o en periodo de incubacién al momento en que el paciente ingreso al
hospital.

La infeccién nosocomial constituye una de las primeras causas de morbilidad y
mortalidad en Estados Unidos de Norteamérica. En ese pais se reportan tasas
de incidencia de infecciéon entre 5 y 10%. En México la incidencia de las
infecciones nosocomiales varia de un hospital a otro y se estima alrededor de 3
a 17 casos por cada 100 egresos hospitalarios; el impacto més sustancial de este

problema es la mortalidad, la cual se calcula de 5% en promedio.*

1.5.1 Factores de transmisiéon en enfermedades nosocomiales

Las infecciones nosocomiales son consecuencias directa de la atencion integral a

pacientes hospitalizados relacionadas con mdltiples factores de riesgo; el
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medio ambiente juega un papel muy importante ya que a partir de él se
diseminan al huésped, ademas, que se caracterizan por una mayor virulencia y
resistencia antimicrobiana.?

Los microorganismos pueden sobrevivir facilmente en el medio hospitalario y
de alli transmitirse a los pacientes por contacto directo o indirecto. Es por ello

que algunas formas de transmisién de gran importancia son:

El personal hospitalario puede ser el vehiculo mas frecuente, ya sea por
colonizacién en piel y mucosas, y transmitirlos a través de fomites
(objetos de uso personal del enfermo).

* Equipo médico.
* Manipulacién inadecuada de procedimientos invasivos del paciente.

* Uso de antisépticos contaminados.

De esta forma, los patégenos nosocomiales se identifican con mayor frecuencia
de acuerdo a la exposicién del paciente. En las unidades de terapia intensiva la
frecuencia de infecciones nosocomiales incrementa cinco a diez veces mas de lo
que ocurre en hospitalizacién, debido a la gravedad de los pacientes y a los
procedimientos invasivos que se requieren para mantener el estado de salud; en
la tabla 3 se muestran los microorganismos mas frecuentes de acuerdo al tipo

de infeccidon en estas unidades.1?

El conocimiento de los diferentes mecanismos mediante los cuales puede
transmitirse un microorganismo a un paciente hospitalizado, facilita la
vigilancia de las actividades del personal para limitar o evitar esta transmision,
sin embargo es indispensable mantener un programa de capacitacion continuo
al personal para no olvidar las medidas de prevencién y control requeridas en

cada una de las areas de riesgo en hospitales. 17
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Tabla 3. Patégenos en diferentes sitios de infecciéon en UCI médico-quirtrgica

(2003)*
Infeccién No. Gf'a.m (%) Gra.m (%) Hongos (%)
positivas negativas
Bacteremia primaria 4,394 SNC 39  Enterobacter spp. 3.8 Candida albicans 6.1
Pseudomonas
S. aureus 12 aeruginosa 3.7 Otras 3.6
Enterococcus spp 11 K. pneumoniae 2.3 C. glabrata 1.8
S. pneumoniae 0.4  Escherichia coli 2.3
Neumonia Otros gram
9,877 S. aureus 17  negativos 15.7 Candida albicans 5.7
S. pneumoniae 1.6 P.aeruginosa 15.6 Otros hongos 2.5
Enterococcus spp 1.8  Enterobacter spp.  10.9 Otras Candida 1
K. pneumoniae 7 Aspergillus spp. 0.5
E. coli 44 C. glabrata 0.2
Serratia spp. 43
Acinetobacter 2.9
Citobacter spp. 1.4
Infeccién urinaria 7,547  Enterococcus spp. 14.3 E. coli 18.5 Candida albicans  15.3
SNC 3.1 P.aeruginosa 10.3 Otras 6
Otros gram
S. aureus 1.4 negativos 71 C. glabrata 3.5
K. pneumoniae 52
Enterobacter spp. 4
Citobacter spp. 2
Inf?(iciéﬁ de sitio 3,315
quirurgico Enterococcus spp. 171 P. aeruginosa 9.6 Candida albicans 5.9
SNC 11.7 E. coli 8.5 Otros hongos 1.7
S. aureus 8.8  Enterobacter spp. 8.4 Otras Candida 1.7
Otros Gram (+) 9.2 K. pneumoniae 3.9 C. glabrata 1.8
Aspergillus spp. 0.1
Oidos, nariz y 1175
garganta ’ SNC 15  P.aeruginosa 10.3 Candida albicans 9.2
S. aureus 13 Enterobacter spp. 7.2 Otros hongos 2
Enterococcus spp. 49 K. pneumoniae 3.4 Otras Candida 1.7
S. pneumoniae 0.5 E.coli 2.6 C. glabrata 1.4
H. influenzae 2 Aspergillus spp. 0.3
Cardiovascular 1,651 SNC 54.2  P. aeruginosa 4  Candida albicans 3.8
S. aureus 8.6  Enterobacter spp. 3 Otros hongos 0.8
Enterococcus 8.7 K. pneumoniae 21 Otras Candida 1.5
E. coli 1.8 C. glabrata 0.6

*Seminars in respatory and critical care medicine: 19
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1.5.2 Concepto de infeccion comunitaria

Una infeccion se considera comunitaria si hay indicios de que el paciente la
tuviera en la fase clinica o de incubaciéon en el momento de ingreso. En
Neonatologia son comunitarias las que se desarrollan durante las primeras 72
horas de vida por un microorganismo que sea flora normal del canal de parto
y/o en los que se demuestre que estan presentes en el canal genital de la madre

aunque no sean de flora habitual de la misma.

1.6 Bacterias de importancia médica

Cada una de los microorganismos con los cuales trabajamos tiene
particularidades diferentes, es por ello que a continuacién se muestran algunas

caracteristicas de cada una de ellas.

1.6.1 Staphylococcus aureus

Este microorganismo coloniza la piel sobre todo en sitios de insercién de cabello
y mucosas del humano y se le considera reservorio natural en un 20% a 50% en
los adultos normales. El hombre es portador intermitente en el 90%, sélo 10 a
20% se consideran colonizados permanentemente. El sitio de mayor
colonizaciéon son las narinas anteriores, por lo cual se asocia al personal
hospitalario con la transmisién de cepas con alta virulencia como S. aureus
meticilino-resistente (SAMR) a través de las secreciones nasofaringeas, manos y

fomites.19

S. aureus puede transmitirse a otras regiones de la piel o las membranas
mucosas; si estas barreras son interrumpidas por trauma o una cirugia, S. aureus
que es un patoégeno oportunista, puede acceder al tejido provocando una lesion

local. Debido a su amplia versatilidad, esta bacteria es capaz de causar
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enfermedades de amplio espectro, infecciones menores en la piel e infecciones
invasoras serias como: bacteremia, infecciones del sistema nervioso central,
osteomielitis, infecciones en tracto respiratorio, infecciones del tracto urinario y

sindrome de choque t6xico.20

En Estados Unidos de América (EUA), S. aureus ocupa el segundo lugar
después de los estafilococos coagulasa negativa como causa de bacteremia

adquirida en el hospital y es una causa letal y potencial en las infecciones.

En México la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE) notifico
que los porcentajes de mortalidad entre pacientes infectados con S. aureus
varfan entre el 5 y 70% y que los porcentajes de mortalidad atribuibles pueden
ser elevados (50%). Con datos provenientes de hospitales generales, pediatricos,
universitarios y de especialidad, esta misma red reporté que en el periodo de
1997-2003, S. aureus ocupo el tercer lugar de morbilidad y el cuarto lugar de
mortalidad. Un hospital pediatrico de tercer nivel en México, registro un gran
predominio de S. aureus relacionado con bacteriemias nosocomiales. Una
revision retrospectiva de 23 anos, sobre las infecciones intrahospitalarias en un
hospital pediatrico en Guadalajara-México, reconoce que actualmente el género

Staphylococcus tiene una prevalencia de 36% en esas infecciones.?

En México diversos estudios de vigilancia de las infecciones nosocomiales

indicaron que de 8.3 a 36% fueron atribuibles a S. aureus.

Dentro de los factores que afectan el éxito de la transmisién nosocomial de S.
aureus se encuentran los siguientes: caracteristicas fenotipicas y genotipicas de
las cepas, factores del huésped, esquemas de tratamiento antimicrobiano y
medidas de control implementadas en las instituciones. Los factores

relacionados en la epidemicidad son poco claros.20
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En México existe un namero limitado de estudios sobre la susceptibilidad
antimicrobiana en S. aureus meticilina-resistente (SAMR). En 1993, en el
Hospital General de Leén, Guanajuato, se identificé una resistencia global a
meticilina de 24.1%. Asimismo, en el Hospital Civil de Guadalajara, se
obtuvieron resultados que indicaron un incremento en la resistencia a oxacilina
en S. aureus de 7%, en 1989, a 20% en 1998. Un estudio llevado a cabo entre
1998 y 1999 en un Hospital de tercer nivel de México registr6é una frecuencia de

resistencia de S. aureus de 14.2% .20

1.6.2 Salmmonella typhi

La salmonelosis se considera un problema de salud publica mundial. Salmonella
enterica causa infeccién intestinal aguda en personas de todas las edades y
puede ocasionar infecciones invasivas graves como bacteremia y meningitis en
lactantes, ancianos y pacientes inmunosuprimidos. En los paises
industrializados se han establecido sistemas de vigilancia, que les permite
conocer con relativa certeza la incidencia de las infecciones por Salmonella y
otros patégenos causales de diarrea, asi como el impacto de cada una de éstas

en la morbilidad y mortalidad de la poblacién.?!

La comunidad cientifica y las autoridades asumen que, en general, los pollos,
cerdos y bovinos son los reservorios, mas frecuentes de Salmonella; que la
ingestiéon de alimento directa o indirectamente contaminado es la causa maés
comun de las infecciones en el humano; y que todas las serovariedades tienen el
mismo grado de patogenicidad. Por las dificultades técnicas y logisticas, existen
pocos estudios sobre la transmisiéon de este patégeno a lo largo de toda la
cadena alimenticia y las condiciones necesarias para producir enfermedad en
un hospedante humano. Por ende, la legislaciéon referente a inocuidad

alimentaria establece medida de control o limites de tolerancia basados en
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informacion epidemiolégica obtenida de estudios transversales realizados en
las naciones industrializadas. En muchas ocasiones esta informacién no puede

ser extrapolada al panorama de los paises en desarrollo.?!

En México no se cuenta con estadisticas nacionales de infecciones por
Salmonella. Con frecuencia el médico hace el diagnéstico basdndose en el cuadro
clinico del paciente, pero sin contar con los estudios microbioldgicos necesarios
para establecer un diagnostico certero. La falta de un sistema de vigilancia con
comunicacién entre epidemiologos, clinicos, y el sector veterinario, asi como la
falta de infraestructura necesaria, impide que paises como el nuestro pueda
identificar las principales serovariedades de Salmonella en las diferentes clases
de alimentos, asi como el riesgo que cada una de estas provoca en la salud de
los humanos. Esta informaciéon es indispensable para establecer las
intervenciones necesarias, para disminuir la morbilidad y mortalidad por las

infecciones causadas por Salmonella.?1

Anualmente, en el mundo hay al menos 16 millones de casos de fiebre tifoidea,
resultando en 600,000 muertes. En México se han reportado alrededor de 15 mil
casos al afio de fiebre tifoidea. Es importante insistir, como ya se mencioné con
anterioridad, que esta incidencia se basa primordialmente en una valoraciéon
clinica, sin que se hayan aplicado métodos confiables de diagnoéstico. Esto

implica por tanto, un grado de incertidumbre en las estadisticas.?

Para obtener mayor informacion sobre la transmisiéon de Salmonella a través de
la cadena alimenticia en México, la Dra. Mussaret B. Zaidi y colaboradores en el
2003 y 2005 establecieron un sistema de vigilancia activa, que incluy6 a los
Estados de Yucatan, San Luis Potosi, Michoacan y Sonora. La vigilancia incluy6
muestras de humanos, carnes crudas e intestinos de animales sacrificados en

rastros.
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Cabe mencionar que durante el periodo de estudio, los hospitales participantes
de los cuatro Estados antes mencionados, reportaron 26 casos de bacteremia y

meningitis, de los cuales destacaron las serovariedades de S. enteritidis (seis),

S. typhi (seis) y S. typhimurium (siete). Otro hallazgo, importante del programa
de vigilancia fue la resistencia a multiples antibiéticos en la serovariedad
typhimurium. En el 2002 se detecto la apararicion de S. typhimurium resistente a
diez antibidticos, tales como ampicilina, cloranfenicol, trimetroprim-
sulfametoxazol, aminoglucésidos, 4cido nalidixico y cefalosporinas de espectro

extendido, en el Estado de Yucatin.2!

Zaidi y sus colaboradores también indican que Salmonella enterica continua
siendo una importante causa de morbimortalidad en México; S. typhimurium y
S. enteritidis son las serovariedades mas frecuentemente aislados de nifios con
diarrea; ademas que junto con S. typhi, han sido causa de sepsis y meningitis

fatales.2!

1.6.3 Candida albicans

Durante los afos se ha reportado un incremento dramatico en la incidencia de
infecciones nosocomiales causadas por levaduras y hongos filamentosos, una
proporcion substancial de pacientes han sido colonizados por Candida sp.
durante su estancia intrahospitalaria, pero sé6lo unos cuantos desarrollan,

subsecuentemente, infecciones graves.?

Existen mas de 150 especies de Candida, pero s6lo nueve son considerados como
patogenos para el ser humano. Estas son: C. albicans, C. guillermondii, C. krusei,
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. keyfir, C. lusitaniae, C. glabrata y C. dubliniensis; esta

ultima descrita recientemente, antes incluida dentro de C. albicans.?4
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Las infecciones ocasionadas por levaduras del género Candida, especialmente C.
albicans, predominan en la mayoria de los reportes (60-80%). Se estima que de
10 a 20% de todas las infecciones nosocomiales en unidades de terapia intensiva
son causadas por especies de Candida. La mitad de las infecciones fungicas
ocurren en terapias intensivas, siendo el sitio més frecuente de aislamiento en

sangre con 40.2%, seguido por el de orina e infecciones de mucosas.

En hospitales de tercer nivel se ha observado que la especie mas frecuente
aislada en fungemias en nifios es C. albicans (25% en neonatos), seguida de C.
parapsilosis, C. krusei y C. tropicalis. En nifios en general se aisla mas

frecuentemente C. albicans (58 %) seguida de C. parapsilosis (27 %).23 25

La incidencia de candidemia se ha incrementado, principalmente en las
unidades de cuidados intensivos mas que en otras areas hospitalarias. Para que
este microorganismo comensal se convierta en un patégeno, es necesario la
interrupcion de mecanismos de defensa normales; existiendo ciertas
condiciones como: leucemia, leucopenia, quemaduras, enfermedad
gastrointestinal, y prematurez. Los principales factores predisponentes son el
uso previo de antibidticos de amplio espectro por tiempos prolongados, uso de
catéteres permanentes, hemodidlisis, y aislamiento de Candida en otros sitios

fuera de hemocultivos.23

Los principales procedimientos que se han asociado a un mayor riesgo son:
nutriciéon parenteral total (43.3%), canulas endotraqueales (29.9%), catéter
venoso central (25.8%), cirugia previa (14.4%) y uso de antibiéticos de amplio

espectro (90%).23

26



FESC CAMPO 1

La mortalidad en neonatos por candidemia es de 29 a 38%, con factores
asociados como: desnutricién y cirugia previa. Se ha observado mortalidad
mas baja en adultos que en nifios (21 vs 72%). De particular interés son los
pacientes inmunosuprimidos, de los cuales se puede mencionar a los pacientes
con leucemia linfocitica, y los que estdn bajo tratamiento antibidtico,
especialmente con vancomicina e imipenem; ademas de que la colonizacién de

heces parece ser otro factor predisponente.26

En México se han realizado pocos estudios clinico-epidemiolégicos enfocados a
determinar la frecuencia de infecciones micéticas en pacientes
inmunodeprimidos, por lo que se desconoce la magnitud del problema para

establecer las medidas terapéuticas y preventivas oportunas.?”

Por otro lado deben considerarse otros factores predisponentes para infecciones
causadas por especies de Candida como agentes nosocomiales. Es por eso que
Yildirim y col; en México durante el afio 2005-2007 analizaron las manos del
personal de un hospital y sefialaron que las diferentes especies de Candida son
un factor de riesgo que debe controlarse con la sencilla practica de lavado de
manos. Esto indica que, ademas de las especies comtinmente encontradas en la
piel, la expectoracién, el aparato gastrointestinal y genital femenino y la orina
de los pacientes, puede adquirirse la infeccion por especies de Candida en
ambientes hospitalarios. Por ende su objetivo fue conocer la prevalencia del
género Candida aislada de hemocultivos de pacientes pediatricos y adultos
internados en el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez. Los resultados
obtenidos a partir de los hemocultivos analizados (4,381) fue que a pesar de
haber hemocultivos positivos para Candida u otras levaduras, como Cryptococcus
sp; la mas frecuente es Candida albicans (45 a 57%), aislada principalmente de la
unidad de cuidados intensivos, cirugia general y neonatologia; ademds que

especies no albicans han
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emergido y tomado importancia en este tipo de infecciones (42-54%). Siendo el

género femenino mas afectado con un 58%.28 29

1.6.4 Escherichia coli

Escherichia coli es el principal anaerobio facultativo de la flora microbiana que
reside en el colon humano. El huésped se coloniza desde el nacimiento con una
o dos cepas que residen de manera permanente en el intestino y establecen una
relacion simbidtica con el individuo durante toda la vida. Sin embargo, se ha
precisado que seis grupos patégenos o patotipos de E. coli ocasionan diarrea en
sujetos sanos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAEC), adherente difusa (DAEC)
y enteropatégena (EPEC).30

Estudios epidemiol6gicos realizados en paises en vias de desarrollo, incluidos
Latinoamérica y México, han demostrado que ETEC y EPEC son dos de los
principales patégenos aislados en los casos de diarrea infantil. Dentro de la
vigilancia epidemiolégica que llevan a cabo las autoridades de salud en México,
se ha comunicado que EPEC se presenta en forma endémica hasta en 6% de la
poblacién, una cifra muy parecida a la informada para paises industrializados
como Alemania y Australia, en los que se ha encontrado que 5.9 y 7.6%,

respectivamente, de nifios sanos son portadores normales de cepas de EPEC.

En lo que respecta a nifios con diarrea, en México se ha detectado un alto
porcentaje de pacientes infectados con EPEC. En un estudio que se condujo en
Guadalajara, Jalisco, en 1987, se logré aislar cepas de EPEC en 17.5% de los
casos de nifios menores de dos afios con diarrea. En este estudio se identific6

EPEC con
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mayor frecuencia que otros patégenos tipicos, como Shigella, Giardia, Salmonella
o Rotavirus. Por otro lado, en 1991 Cravioto y colaboradores llevaron a cabo un
estudio en nifios con diarrea de una poblacion rural del estado de Morelos.
Ellos aislaron cepas de EPEC en 19% de los casos de diarrea en nifios de esa
region. El grupo de investigacion de los autores, en colaboracién con el
laboratorio de bacteriologia médica del Hospital Infantil de México (SSA), ha
logrado aislar E. coli con adherencia localizada (LA) en 7% de 208 casos de nifios
con un cuadro diarreico grave. Asimismo, 12% de los casos se identificaron en
cepas con adherencia parecida a la localizada (LAL) en este mismo grupo de

pacientes.

Con estos datos epidemioldgicos es posible advertir que EPEC es una bacteria
causante de 17 a 19% de los casos de diarrea infantil en diversas regiones del
pais, lo que indica que en México uno de cada cinco nifios que enferman de

diarrea puede estar infectado con este virotipo de E. coli.

En otras naciones en vias de desarrollo como Brasil y Chile, la epidemiologia de

EPEC es similar, Gomes y colaboradores (1989).3

1.6.5 Bacillus cereus

Es un bacilo formador de esporas responsable de intoxicaciones alimentarias,
siendo su héabitat natural el suelo, contamina con frecuencia cereales, leche,

budines, cremas pasteurizadas y especias, entre otros alimentos.

Bacillus cereus causa intoxicaciones alimentarias a través de la ingesta de
alimentos contaminados. En general se admite que debido a la levedad del
cuadro y a que la deteccién microbioldgica de esta bacteria no se realiza

rutinariamente en pacientes
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diarreicos, la incidencia real puede ser superior a la estimada. Mas si tenemos
en cuenta, que el cuadro clinico se confunde a menudo con los producidos por
Staphylococcus aureus y Clostridium perfringens, dependiendo de que toxina esté

involucrada.4

La intoxicacion alimentaria puede ocurrir cuando los alimentos son preparados
y mantenidos sin la adecuada refrigeracion durante horas antes de ser servidos.
El consumo de alimentos que contiene entre 105 B. cereus/g o mas puede
provocarla. Los alimentos vinculados a brotes han sido carne y verduras
cocidas, arroz frito o hervido, crema de vainilla, sopas, leche y brotes de

vegetales crudos.4¢ Bacillus cereus produce dos enterotoxinas durante su

crecimiento exponencial: la toxina diarreica y la toxina emética que dan lugar a

dos formas clinicas distintas de intoxicacién alimentaria.

El sindrome emético esta producido por una toxina preformada y termoestable,
al igual que la de S. aureus. Se asocia frecuentemente con arroz frito
contaminado, tiene un periodo de incubacién corto, habitualmente de 1 a 6
horas y predominan los sintomas gastrointestinales altos manifestados por
nauseas y vomitos. Este hecho ha llevado a confundir la intoxicacién por B.
cereus y atribuirla a S. aureus. El sindrome diarreico por el contrario, esta
producido por la ingestiéon de alimentos inadecuadamente refrigerados. Resulta
de la esporulacién del organismo in vivo y de la producciéon de una
enterotoxina diferente de la anterior, preformada y termolabil que tiene un
periodo de incubacién mas largo y generalmente promedia entre 10 y 12 horas.
Las manifestaciones se relacionan con la afectacién gastrointestinal baja similar
a la intoxicacion por Clostridiun perfringens#6  Los sintomas son dolor
abdominal, diarrea acuosa profusa, tenesmo y nauseas que generalmente duran

12-24 hrs. y en algunos pacientes pueden durar mas tiempo, de 2 a 10 dias.4”
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que las enfermedades
causadas por alimentos contaminados constituyen uno de los problemas

sanitarios mas difundidos en la actualidad .43

Los casos de intoxicaciones o enfermedades por alimentos mal preparados o
contaminados por este microorganismo suelen ser frecuentes a pesar de que son
perfectamente evitables; la primera descripcién de un brote de gastroenteritis

data de principios de 1900.45

En general, la incidencia de B. cereus en la intoxicacion alimentaria
es subestimada ya que mno es una enfermedad notificable
y los procedimientos de presentaciéon de informes varian segin los paises. Hay
una tendencia de B. cereus en muchos mas casos de envenenamiento de
alimentos del que se informa en Estados Unidos. En Noruega B. cereus
fue el microorganismo mas comun aislado en enfermedades generadas por
alimentos durante 1990. En Finlandia fue identificado como agente causal en
brotes de intoxicacion alimentaria en un 14%. La investigacion de brotes de
origen alimentario en la Republica Federal de Alemania de las Fuerzas
Armadas mostraron que B. cereus fue el patégeno més frecuente aislado en
conservas de alimentos y fue responsable de 42% de los brotes notificados entre
1985 y 2000. Mientras que en paises como Noruega, Finlandia, Hungria, Reino
Unido, Japén y los Estados Unidos reportaron una mayor incidencia de

envenenamiento de alimentos por la toxina emética.4’

El aislamiento e identificacion de B.cereus no es un andlisis de rutina,
realizdndose la busqueda e identificaciéon en aquellos alimentos que por su
naturaleza y por los datos clinicos ante una denuncia pudieran guiar a la
posible presencia de este microorganismo. Por este motivo, la incidencia es baja

en las intoxicaciones, si se
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suma que no siempre se obtiene restos de alimentos representativos de lo

consumido por las personas intoxicadas.*6

En nuestro pais han sido identificados 3 brotes debido a este microorganismo
en los ultimos 9 afios que afectaron un total de 115 personas, siendo los
alimentos farinaceos identificados en un 33% de los casos. El mayor namero de
personas afectadas en un solo brote fue de 65 debido a una intoxicacién en un
comedor. De este total de casos notificados al sistema de Vigilancia
epidemiolégica solo un caso corresponde a los dltimos 3 afios con un total de 9

personas afectadas en el interior del pais.45

1.7 Antecedentes de los extractos naturales

Los extractos de plantas se han utilizado desde hace siglos para el tratamiento
de un gran namero de procesos patolégicos.

El uso de compuestos naturales obtenidos de las plantas data desde mucho
tiempo atrds. Si nos remontamos en la Historia, el descubrimiento de un
hombre congelado en los Alpes de mas de 5.300 afios de antigiiedad,
perfectamente conservado tenia entre sus bienes varios frutos de Piptous
betulinus, de reconocida actividad antifingica, antiparasitaria, y frente al género
Moycobacterium, nos aporta una idea del conocimiento empirico por parte del
poblador de aquellas épocas sobre el beneficio que producia el consumo de

algunas plantas.!

El primer texto escrito sobre plantas medicinales data del afio 3.000 a.C. y se
debe a los Sumerios. Mas adelante los griegos también usaron las plantas para
sus tratamientos. Dada la abundancia de vegetales en Creta, esta civilizacién,
desempen6 un papel importante en el desarrollo de la medicina alrededor del

mar
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Mediterraneo especialmente en los siglos I y I d.C., como principal exportador
de plantas a los paises del area del mediterraneo.? El primer tratado Helénico
completo en materia de plantas medicinales del que se tiene conocimiento fue
escrito por Diocles de Carystos (siglo IV d.C.). El tratado llamado
Phizotomicon, expone el origen de reconocimiento y el valor medicinal de

diversas plantas.3

El descubrimiento del nuevo Continente y la extensiéon de imperios Europeos
por Africa y Oriente aportaron un sin ntmero de nuevas plantas con
propiedades medicinales por lo que se extendié el uso terapéutico para el
tratamiento de maultiples enfermedades. Estas plantas se consumian de forma

mas variada en: infusiones, vapores, ingesta directa, entre otras.!

En la actualidad los extractos naturales de plantas es una industria que mueve
millones de euros alrededor del mundo. Se conocen aproximadamente 1340
plantas con potenciales de fuentes de antimicrobianos, pero se conocen maés de
250,000 de especies de plantas que contienen una gran diversidad de
componentes bio-activos. S6lo en el afio de 1999 el negocio global de la venta de
suplementos naturales de plantas en humanos excedié de 15 billones de
dolares, de los cuales 7 billones fueron en Europa, 2,4 billones en Japoén, 2,7 en

el resto de Asia y 3 billones en Norte América.l-31

A menudo los extractos naturales deben su actividad biolégica al sinergismo
entre los diversos compuestos ya que éstos por separado posen mucha menor
actividad que cuando se encuentran juntos. Se considera que la toxicidad de los
extractos es mas reducida cuando se encuentran todos sus compuestos que

cuando se encuentran purificados, este fendmeno se denomina buffering.

Diversos productos derivados de las plantas han mostrado un efecto

antimicrobiano. Entre estos compuestos destacan los flavonoides, fenoles,
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terpenos, aceites esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos (Cowan 1999).
Sus mecanismos de accién son variables: por ejemplo, la toxicidad de los

fenoles en microorganismos se atribuye a inhibicién enzimética por oxidaciéon.

El modo de accién de los terpenos y aceites esenciales no ha sido dilucidado por
completo, pero se postula que pueden causar rompimiento de la membrana a
través de los compuestos lipofilicos. De los alcaloides se ha postulado que se
intercalan con el DNA, y de las lectinas y polipéptidos se conoce que pueden
formar canales i6nicos en la membrana microbiana o causar la inhibicion
competitiva por adhesiéon de proteinas microbianas a los polisacaridos

receptores del hospedero.”
Las plantas tienen una capacidad ilimitada de sintetizar, compuestos, la

mayoria relacionados con el fenol, y sus derivados. Los principales grupos de

compuestos generados por plantas se resumen tabla 4.5
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Tabla 4. Compuestos quimicos mdas importantes con actividad

antimicrobiana obtenidos de las plantas

Grupo Compuesto Planta Actividad
quimico
Fenoles = Timol »  Thymus officinalys | General
simples (tomillo)
= Matricaria
»  Acido chamomilla S. aureus, S.
antémico (manzanilla) thyphimurium
= Ocimum basilicum
= Terpenoide Salmonella
Quinonas | Hipericina Hypericum perforatum | VIH
(hipérico)
Taninos Quercus rubra (roble)
Eucaliptus globulus | Bacterias y
(eucalipto) virus
Melissa officinalis (melisa)
Matricaria chamomilla | virus
Cumarinas (manzanilla)
Flavonas = Catequina = Camellia sinensis Shigella, Vibrio,
S. mutans
»  Isoflavona »  Milletia thonningii | Schistosoma
= Quercus rubra
»  Quercitina (roble)
Alcaloides » Coca = Erhythroxylum Cocos Gram
coca (coca) positivos
* Piperina *  Piper nigrum Hogos,
=  Mescalina »  Lophophora Lactobacillus
williamsii (peyote) | General

Tomado de (5)
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1.7.2 Nombre cientifico

Eucalyptus globulus labill ©

1.7.3 Nombres populares

* Espafiol: eucalipto, gomero azul

* Portugués: eucalipto, comeiro-azul, mogno-blanco
* Inglés: eucalyptus, fever tree, blue gum

* Francés: gommier blue

* [taliano: eucalipto

* Aleman: Fieberbaum, Schonmutz, Eucalyptus®

1.7.4 Historia del Eucalipto

Su nombre cientifico deriva del griego eu = “normal” y calyptra = “pozo con
tapa”, en alusién a la forma que adquieren lo sépalos y pétalos al fusionarse,
conformando un fruto completamente cerrado. Por su parte globulus hace
referencia a la forma redondeada del fruto.

No existen demasiados datos sobre el empleo del eucalipto por los aborigenes
australianos, aunque existe la certeza que no sélo usaban las hojas sino también
la resina (o quino) y la corteza. Con esta dltima preparaban decocciones en
casos de disenteria y para lavar llagas. El carbon de la corteza era empleado

como antiséptico.
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del siglo XVII. En las postrimerias del siglo XVIII fue introducido en América y
en 1792 se empez6 a utilizar medicinalmente en Europa. En el siglo XIX fue
muy apreciado por su madera, aceite y sombra, a la vez que sirvi6 para drenar
los suelos de algunas regiones pantanosas de Africa. Fue también en este siglo
donde se comenzé a emplear el aceite de eucalipto como antiséptico en
problemas urinarios en los hospitales ingleses. En 1860 dio inicio la producciéon

industrial de aceite de eucalipto en Victoria (Australia).6- 10.17

1.7.5 Descripcion botanica

Aparece de forma natural en el sur de Australia (Victoria), Tasmania y las islas
del estrecho de Bass, ademas es cultivado en el sur de Europa y California.
Debido a su facilidad de adaptaciéon a los diferentes climas alrededor del
mundo, se le ha llamado “el errante”, ya que en la actualidad, no hay arbol que

se haya propagado mas en nuestro planeta.? 32

El eucalipto es un &rbol perteneciente a la familia de las Mirtaceas,
caracterizado por presentar una altura cercana a los 70-90 metros; tronco
grisaceo y liso. Las hojas de las ramas jovenes son ovaladas o lanceoladas, con
forma de corazén, sin peciolo, cubiertas por glandulas oleiferas, cerosas, con el
limbo rodeado y se disponen opuestas entre si y horizontalmente respecto del
arbol; por lo que el sol s6lo incide en una cara y ambas caras presentan
coloracion diferente. Las hojas mas viejas son alargadas, con forma de lanza,
sin peciolo, limo falciforme y se disponen de forma alterna y verticalmente

respecto al arbol, por lo que el sol incide
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p01a1 sobre las dos caras y sélo tiene una coloracion (verde grisaceo). Las
hojas de ramas viejas contienen mas aceite esencial. Las flores son poco vistosas
de unos 4 cm de didmetro, solitarias o en grupo de 2-3 sobre pediinculos cortos,
con un receptaculo en la que quedan encerrados los estambres. La flor y el fruto

tienen una forma piramidal cuadrangular muy caracteristica (Ver figura 7).% %

11,17, 33

Fig. 7. Eucalyptus globulus

(Tomado de 8)

1.7.6 Habitat

El eucalipto es oriundo del sur de Australia y Tasmania, siendo introducido
posteriormente en paises subtropicales, regiéon mediterranea. Requiere pocas
exigencias del suelo por lo que tiende a distribuirse ampliamente conformando
poblaciones forestales propias como en el caso de las famosas “Blue Montains”
en Australia, que da un colorido azulado al paisaje debido al tono de sus hojas.
Los principales cultivos se encuentran en Espafia, sur de Francia, Portugal,
Marruecos, ex -URSS, Brasil, California y Congo. Se conocen como eucalipto

muchas variedades regionales de esta especie.
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1.7.7 Parte utilizada

El género Eucalyptus comprende mas de 600 especies, australianas en su
inmensa mayoria, pocas se utilizan en la actualidad. Uno de los intereses del
género, es la diversidad de composicién del aceite esencial, diversidad muy

grande ya que son muy frecuentes los quimiotipos para una misma especie.l

Los cladodios (hojas adultas) sin peciolo es la parte mas utilizada. El olor es
fuertemente aromaético, de tipo alcanforado, mucho més marcado cuando se
tritura la hoja. El sabor es algo amargo y astringente. Medicinalmente suelen
emplearse en muchos paises tanto globulus como variedades o especies locales,
aunque en las farmacopeas se tome en cuenta al primero Gnicamente.

Las normas exigidas por la farmacopea precisan un contenido no menor al 2%
de aceite esencial (principalmente 1,8 cineol) y una cantidad de elementos
extrafios inferior al 2%. Las variedades consideradas también como eucalipto

deben tener como minimo un 50% de eucaliptol.®

1.7.8 Composicion quimica

* Aceite esencial (0.5-3.5%): Compuesto principalmente por 1,8 cineol o
eucaliptol (6xido terpénico) en una concentraciéon del 70-80%. También
son importantes las monoterpenos (a y p-pineno, d-limoneno, p-cimeno,
a- felandreno y y-terpineno), los sesquiterpenos (aromadendreno,
aloaromadendreno, globulol, epiglobulol, eucaliptona, macrocarpalos H,
I, J y viridiflorol) y demas compuestos minoritarios como son aldehidos
(myrtenal) y cetonas (carvona, ponocarvona). El contenido en aceite

esencial
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contenido de cineol aumenta con la edad de la hoja y alcanza su méximo en
las hojas adultas de tallos ya lignificados. Los compuestos de aldehido le

dan un olor desagradable y es por ese motivo que se purifica (Ver figura

8).18

* Flavonoides: eucaliptrin, hiper6sido, quercetina, quercitrina y rutina.

* Otros: taninos (2-4%) y acidos asociados (gélico, protocatéquico), dcidos
polifendlicos (fertlico, cefeico, y gentisico), resina (rica en taninos) ceras,
acido ursélico y derivados. De la corteza se han obtenido ramnésidos del

acido elagico.6-10,11,12,13

Fig. 8. 1,8-cineol (eucaliptol).

CH,

H,C CHy

(Tomado 8)

1.7.9 Acciones farmacoldgicas
La principal actividad del eucalipto se centra a nivel del aparato respiratorio y

estd en funcion de su aceite esencial; ya que no sélo incrementa la fase

secretoria
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en la superficie del alveolo, cual contribuye con la accién expectorante.

Este aceite ha demostrado ser un buen inductor enzimatico a nivel del
hepatocito, promoviendo la metabolizacion de algunos medicamentos tales
como la cimetidina o la ranitidina, por lo anterior en casos de disminucién en la
efectividad de estos farmacos debido a la lentitud de su procesamiento en el
cuerpo humano, se recomienda la administraciéon simultdnea de los aceites de

esta planta.14.15

Otras acciones importantes derivan de su poder antioxidante, hipoglucemiante

(hojas), padecimiento gastrointestinal y antimicrobiano.®

1.7.10 Actividad antimicrobiana

La mayor actividad evidenciada por diferentes extractos alcohdlicos de
eucalipto, fue mas marcada frente a microorganismos Gram (+) tales como
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y
Micrococcus glutamious. Frente a gérmenes Gram (-) el espectro fue menor,
observandose unicamente actividad frente a Escherichia coli y Pseudomonas
aeuriginosa, en este tltimo caso siendo ttil también el extracto acuoso.

De las doce especies estudiadas farmacolégicamente de eucaliptos, todas han
demostrado en mayor o menor medida actividad antimicrobiana; tanto E. coli
como Staphylococcus aureus resultaron ser sensibles al aceite esencial y a la
tintura de las hojas de E. globulus. También resulto ser sensible a ambas formas

galénicas el hongo Candida albicans.6
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Actividad hipoglucemiante

Recientes estudios in vitro demostraron que extractos acuosos de E. globulus
disminuyeron la neoglucogénesis hepética al interactuar con la enzima
glucosa-6-fosfatasa, lo cual genera una disminucién en la produccién de glucosa
en higado. Asi mismo en la prueba in vitro de difusiéon de glucosa a nivel
intestinal, el extracto acuoso de hojas de E. globulus (50g/1) redujo el pasaje,
aunque en menor medida que los extractos acuosos de Agrimonia eupatoria y

Persea americana (Gallagher A. et., al., 2003).6

1.7.12 Efectos adversos y/o téxicos

Estudios en humanos: En las dosis recomendadas tanto en extractos de las hojas
como el aceite esencial de eucalipto presenta por lo general una muy buena
tolerancia. En cambio en dosis méas altas puede ocasionar nauseas, vomitos,
gastroenteritis (debido principalmente al alto contenido en taninos), sofocacién,
hematuria, neurotoxicidad (convulsiones epileptégenas, pérdida de conciencia,
delirio y miosis). En casos més graves produce depresién bulbar respiratoria y

coma.

Durante usos muy prolongados el aceite esencial de eucalipto puede inhibir la
movilidad ciliar (Newall C. et al.,, 1996). Los nifios constituyen el grupo de
riesgo mayor con la ingesta de aceite esencial de eucalipto. Entre 1981 y 1992
fueron detectados en Australia 109 casos de intoxicacion por ingesta accidental

de aceite de eucalipto.
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ﬁo;\ :
Es importante no confundir la hoja con el aceite esencial puro cuando se hable

de toxicidad. En dosis que varian entre 3.5 y 21 ml (equivalente a 3.5 y 21g) el
aceite esencial puro resulta mortal en humanos (dosis como expectorante es de
0,6-0.2 ml). La hoja al contener sélo un 3% de aceite esencial como maximo,
requeriria la ingesta de 100-700 para obtener el mismo resultado fatal. Aplicado

sobre la piel puede ocasionar dermatitis de contacto.

Otros componentes del aceite que pueden resultar toxicos son el benzaldehido,

borneol, butiraldehido, dcido butiirico, entre otros.®

1.7.13 Contraindicaciones

No se recomienda en embarazo (el eucaliptol ha demostrado atravesar la
placenta en roedores), lactancia y nifios menores de dos afios. La Comisién de
Alemania contraindica su empleo, ademés, en enfermedades inflamatorias
gastrointestinales, de las vias biliares y en hepatopatias graves. No se
recomienda emplear preparados de eucalipto sobre areas de la cara y nariz de
nifios y jovenes. Deberd evitarse la preparacion de aceite esencial en nifios
pequefios (salvo expresa decision facultativa), debido a la potencial toxicidad

sobre el SNC y tracto gastrointestinal (Fetrow C.y AvilaJ., 2001). 6
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Interacciones medicamentosas

La esencia de eucalipto produce a nivel hepatico un incremento en la velocidad
de metabolizacién (al activar al citocromo P450) por induccién enzimética sobre
ciertos farmacos, a las cuales le haria perder su eficacia. Ello ha podido

constatarse in vitro y en humanos (Jori A. et al., 1970).

Tampoco se recomienda su administraciéon junto a sedantes, analgésicos o
anestésicos. Asimismo puede interferir con los tratamientos hipoglucemiantes

en pacientes diabéticos (Newall C. et al., 1996).6

1.7.15 Preparados, vias de administracién y dosis

* Infusién: 1 cucharada de hojas en 150 ml de agua. Dosis 3 tazas diarias.
La OMS y la Comisién “E” preconizan para la hoja 4-6 g/ dia.

* Tintura: relacion 1:8 en etanol al 35%. La dosis es de 1-3ml. La Comision
“E” de Alemania recomienda 3-9 g de tintura diarios.

* Jarabe: se prepara al 10% del extracto fluido, administrandose 3-4
cucharaditas diarias.

* Aceite esencial: segiin la Farmacopea Britdnica, la dosis oral tanto para
el aceite esencial como para el cineol (eucaliptol) es de 0,05-0,2 ml. Se
dosifica a razon de 1-3 gotas, 2-3 veces al dia. La OMS recomienda 0,3-0,6
ml.

* Extracto seco: se prepara en relacién 5:1, prescribiéndose hasta 1 g
diarios, repartido en 2-3 tomas.

» Extracto fluido: relacién 1:1, a razén de 20- 30 gotas, 2-3 veces al dia.

* Supositorios: bajo la norma de supositorios: 0,1-0,4 g de esencia por

unidad, a razén de 1-3 diarios.
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aplicar por via externa. Para preparaciones hidroalcohélicas, con un 5-
10% de aceite esencial.

Inhalaciones: se pueden preparar en base a la infusién o con la esencia
(12 gotas en 150 ml de agua hirviendo). No practicar inhalaciones a
menores de 2 afios.

Aerosoles: 3-5 gotas de aceite esencial por cada 50 ml de preparado.®
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1.8 JUSTIFICACION

La wutilizacién de sustancias naturales en el tratamiento de diferentes
enfermedades, incluidas las de etiologia infecciosa, constituye en la actualidad
un desafio en la medicina y se ofrece como una alternativa o bien complemento
a la profesional, especialmente en aquellas en donde no existe un remedio
adecuado, aunado al problema que enfrentan los tratamientos médicos frente
a la resistencia bacteriana ocasionada por el uso indiscriminado de antibiéticos.
Las infecciones bacterianas, se han convertido en un problema de salud
importante en todo el mundo. Por esta razén es preciso investigar y
experimentar con la fitoterapia, caso de Eucalyptus globulus que por sus
propiedades antimicrobianas nos brinda nuevos conocimientos para proponer

nuevas alternativas para ser empleando como un producto de origen vegetal.
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2 HIPOTESIS

Si el extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus presenta una actividad
antimicrobiana contra las bacterias (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Escherichia coli y Candida albicans) entonces podriamos
proponerlo como una alternativa para el tratamiento de infecciones

bacterianas.

3 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohélico de
Eucalyptus globulus frente bacterias de importancia médica, empleando el

método de Mosmann y microscopia electronica.
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3.1 Objetivos particulares

Obtener a Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi,
Escherichia coli y Candida albicans puras e identificadas empleando

pruebas bioquimicas para poder utilizarlas con seguridad en el ensayo.

Obtener el extracto hidroalcohoélico de Eucalyptus globulus con calidad

microbiolégica.

Utilizar el método calorimétrico de Mosmann (MTT) para dilucidar de
manera cualitativa la MIC de Eucalyptus globulus en las bacterias antes

mencionadas.

Obtener las Concentraciones minimas inhibitorias (MIC) que presenta
Eucalyptus globulus  utilizando el método de microdilucién para
establecer la actividad del extracto frente a Bacillus cereus, Staphylococcus

aureus, Salmonella typhi, Escherichia coli y Candida albicans.

Determinar el efecto bactericida y/o bacteriostatico que ejerce el extracto
Eucalyptus globulus en Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella

typhi, Escherichia coli y Candida albicans, utilizando una prueba cualitativa.

Emplear la Microscopia Electrénica de Transmision para establecer el
posible dafio generado por el extracto Eucalyptus globulus en cada una de

las bacterias y compararlo con un control.
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4 MATERIAL

Para el estudio experimental in vitro las bacterias fueron facilitadas por el
cepario de Ciencias de la Salud Humana y el laboratorio nimero 10 de
Microbiologia Experimental (Posgrado), ambos ubicados en FES-Cuautitlan

Campo 1.

4.1 Cepas bacterianas utilizadas

*  Bacillus cereus

= Staphylococcus aureus
*  Salmonella typhi

» Escherichia coli

= Candida albicans

4.2 Extracto a evaluar

* Extracto etandlico de eucalipto fue donado por EXTRACTOS SIGMA

(Ver apéndice 9.4 hoja técnica).

4.3 Equipo de laboratorio

* Estufa bacteriologica (RIOSSA)

* Autoclave (All American Modelo 1925X)

* Campana de flujo laminar (VELO)

* Espectrofotémetro( SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR Modelo FLX800)
* Horno Pasteur (RIOSSA Modelo HS-41)

* Vortex (SCIENTIFIC INDUSTRIES)

Centrifuga

Parrilla eléctrica (NOVA 1I)
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* Microscopio 6ptico (Olympus Modelo CHS)
= Microscopio electronico de transmision ( JEOL JEM 100S)
* Refrigerador (IEM)

4.4 Material general de laboratorio
El material de uso comtn usado para el proyecto fue:

* Papel filtro (Whatman)

* Matraces Erlenmeyer de 250ml y 1Lt (Pirex)

* Membranas de filtraciéon Millipore de 0.45 micras
* (Cristalizador (Pyrex)

* Pipetas graduadas estériles de 10 ml (Kimax)

* Pipetas volumétricas estériles de 2 ml (Kimax)

* Cajas Petri (Pyrex)

* Espétulay gradillas

* Tubos de ensaye con tapén de rosca estériles de 10 ml (Kimax)
* Micropipeta de 100 ul (SAMPLER SYSTEM)

* Puntas estériles para micropipeta de 100 ul

* Guantes estériles

= Asas de platino

= Hisopos estériles

* Mechero bunsen

* Papel aluminio

» Frasco dmbar con tapén de rosca estéril de 10 ml

=  Parafilm, etc.

FESC CAMPO 1
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5 Metodologia
5.1 Obtencion de cristales
Para la obtenciéon de los cristales de Eucalyptus globulus a partir del extracto

etanolico se empleo la metodologia que se muestra en el siguiente diagrama de

flujo:

—
—
—

_
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5.2 Preparacion de la solucion problema

Para poder emplear la solucién de Eucalyptus globulus en la parte experimental
del ensayo a una concentraciéon de 50,000 pg/ml y corroborar su calidad

microbioldgica, se empleo la siguiente metodologia mostrada en el diagrama:

5.3 Identificacioén de cepas bacterianas
La identificacién se realizo utilizando agares ricos, selectivos y diferenciales

para su crecimiento; ademas de emplearse pruebas bioquimicas primarias y

secundarias
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para poder determinar el género y la especie en cada una de las cepas

utilizadas (Ver apéndice 9.3).

5.4 Preparaciéon de indculos bacterianos para el ensayo

Para la preparaciéon de los inéculos bacterianos se procedié en primer lugar a la
incubacién de las bacterias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida
albicans, Bacillus cereus, Bacillus subtilis y Salmonella typhi en las condiciones

especificas (incubacion no mayor de 18 a 24 h).

Obtenidos los cultivos y comprobando que se trata de cultivos puros, se
preparo una suspension de cada uno de ellos, tomando entre 2 y 3 colonias de

cada bacteria para inocular un tubo de 5 ml de caldo BHI a doble concentracion.

Posteriormente el in6culo se ajusto a la concentracion correspondiente al 0,5 de

la escala del nefelémetro de Mac Farland (106-10” UFC/ml).
5.5 Ensayo en microplaca

El ensayo se realiz6 en una microplaca de 96 pozos estéril. Esta cuenta con 12
columnas (las primeras 9 columnas correspondieron a la dilucion
correspondiente del extracto, mientras que en la columna 10 y 11 se colocaron
a los controles positivos y negativos y la columna 12 se tomo para el blanco),
las filas estan representadas por letras A - H. El ensayo por bacteria se realiz6
por triplicado en cada microplaca, tomando para ello tres filas por bacteria. (Ver

tig. 9).

53



FESC CAMPO 1

En los pozos de la columna 1 y 2 se depositaron 100 pl del extracto
hidroalcoholico Eucalyptus globulus, posteriormente se adicionaron 100 pl
SSF estéril a los pocillos de la columna 2-9 y se prepararon las diluciones
seriadas a partir de la segunda columna.

Por ultimo se pusieron 100 pl del microorganismo previamente
estandarizado, partiendo de la primera columna a la nueve.

Se colocaron 100 pl de SSF estéril en el pozo de la columna namero 10
(control positivo) e inmediatamente después de adiciono 100 pl de la
bacteria a probar previamente estandarizada.

En el pozo de la columna ntimero 11 (control negativo), se colocaron 100 pl
de SSF y posteriormente agregaron 100 pl de caldo BHI doble
concentracién sin bacterias.

Para finalizar en los pozos de la columna 12 (blanco) se pusieron 100 pl
de caldo BHI doble concentracién sin bacterias y posteriormente se
adicionaron 100 pl del extracto hidroalcohélico de Eucalyptus globulus.

Al finalizar el ensayo cada pozo presento un volumen final de 200 pl.
El tiempo de incubaciéon fue de 37°C en aerobiosis por espacio de 24

horas.

Figura 9. Ejemplo de ensayo en microplaca utilizando diferentes

concentraciones de Eucalyptus globulus
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1. Candida albicans
2. Salmonella typhi

3. Escherichia coli

5.6 Efecto bactericida/bacteriostatico

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién (37°C/24 h), se tomaron de cada
uno de los pozos de la microplaca una asada y se inoculo en un medio de Agar
BHI. Posteriormente se incubo a las condiciones de 37°C/24 h. Se observo el
efecto bactericida o bacteriostético.

Este procedimiento debe de realizarse antes de adicionar a cada uno de los

pozos el reactivo de MTT.

5.7 Método cualitativo de MOSMANN (MTT)

Este método se basa en la reducciéon metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol ~(MTT) realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color
azul (formazan), permitiendo determinar la funcién mitocondrial de las células
tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y
proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad
de formazan producido. Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983

siendo modificado en 1986 por Francois Denizot y Rita Langa.?3
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Durante el ensayo se adiciono a cada uno de los pozos de la microplaca 5 pl
del reactivo MTT (método de Mosmann modificado), se incubo nuevamente la
microplaca a 37°C/2 horas y se observo la presencia o ausencia de crecimiento
bacteriano a través del cambio de color.

Finalmente se realizo la lectura de la microplaca en el Elisometro a 590 nm de

longitud de onda.

5.8 Microscopia Electrénica de Transmision (MET)

Con la finalidad de observar los posibles efectos del extracto sobre las bacterias,
se procedio a la preparacion de los cultivos y a su posterior observacién bajo el
microscopio electrénico de transmisién, siguiendo la metodologia que se

describe a continuacién:

5.8.1 Preparacion de las bacterias

* Preparar 40 ml de caldo BHI a doble concentracion.

* Obtener las bacterias (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Salmonella typhi y Candida albicans), con un tiempo
no mayor de 24 h de crecimiento.

* Numerar 2 tubos (1, 2) con capacidad de 10 ml. El tubo ntimero 1 sera
para la muestra problema y el tubo nimero 2 se empleara para el control

de muestra no tratada.
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En el tubo ntimero 1 se adicionaron 2.5 ml del extracto hidroalcohélico
concentrado mas 2.5 ml de caldo BHI doble concentracién con bacteria
estandarizada al 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland.

En el tubo nimero 2 se colocaron 2.5 ml de SSF estéril, mas 2.5 ml de
caldo BHI, previamente inoculado con la bacteria problema al 0.5 del
Nefelometro de Mac Farland.

Se incubaron los dos tubos a 37°C/24 h, en la estufa bacterioldgica.
Pasado el tiempo de incubacién, se realizo a los dos tubos
centrifugaciones a 2000rpm/10 min. empleando para los lavados SSF
estéril, desechando el sobrenadante (observar el sobrenadante claro).
Posteriormente se adiciono a cada tubo, 3 ml del reactivo de Karnovsky,
dejando reposar durante hora; para posteriormente centrifugar a 2000
rpm/30 min.

Para finalizar se elimino el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla con
3 ml de Buffer de fosfatos (ver apéndice).

La muestra se ajusto a 10°-10” UFC/ml, igualando para ello al 0.5 del

Nefelémetro de Mac Farland.35

Preparacién de rejillas con membranas fomvar

Las rejillas se deben lavar con acetona y esperar a que sequen.

Se preparo una solucién fomvar al 1% con cloroformo, si se hace con
parlodion se prepara al 1% de parlodion en acetato de amilo.

Llenar un vaso de precipitado con capacidad de un 1Lt, con agua
destilada (Bafio Maria).

Se impregno un portaobjetos con fomvar, y se dejo reposar hasta

observar la pelicula seca.
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Posteriormente se cortaron las cuatro orillas del portaobjetos, se
sumergié en el bafio Maria, poco a poco hasta que se logro separar la
pelicula pléstica.

Las rejillas fueron colocadas sobre la membrana y posteriormente

recogidas con papel filtro.3

Técnica de Tincion Negativa

Se coloco una gota de suspension bacteriana sobre un papel parafilm, y
encima de ésta se colocaron 2 rejillas con membrana para que se
adsorbiera la muestra durante un tiempo aproximado de 20 minutos.

Se tomaron las rejillas y el exceso se fue eliminado con papel filtro.

Las rejillas fueron lavadas con SSF y el exceso de agua, se elimino con
papel filtro.

Posteriormente se llevo a cabo la tinciéon de las rejillas con 4&cido
fosfotungstico (AFT solucién al 1% con pH =7.2), durante 1 minuto.

Se lavaron las rejillas para eliminar el exceso de colorante con SSF estéril
y dejaron secar a temperatura ambiente o en estufa a 35 °C/20 min.

Una vez seca la rejilla se observé en el Microscopio Electrénico de
Transmision.

Se tomaron fotografias para observar la morfologia bacteriana.35
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6 RESULTADOS

6.1 Obtencion de cristales de Eucalyptus globulus

Después de corroborar la esterilidad del extracto etandlico de Eucalipto (donado
por extractos SIGMA S.A de C.V.), este se vertié en un cristalizador previamente
esterilizado para concentrarlo y fue colocado en Horno a una temperatura de 30-
36°C. Posteriormente se llevo a cabo el raspado de los cristales de los cuales se
obtuvo un total de 6,716 g/L de extracto, estos fueron colocados en viales estériles

para proceder a preparar la solucién problema.

6.2 Efecto antibacterial de la solucion problema

En la figura 10 se aprecia el efecto antimicrobiano que mostré la solucion
problema la cual se preparo a una concentracién de 50,000 ng/ml, se colocaron 100
ul en el centro de una caja de agar nutritivo, el cual fue sembrado con una cepa

bacteriana cuyo tiempo de incubacién era menor a 24 horas.

Figura 10. Efecto antibacterial de la soluciéon problema
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6.3 Evaluacion del efecto bactericida/bacteriostatico de Eucalyptus globulus en

las bacterias

Después del tiempo de incubaciéon de la microplaca (37°C/24hrs) y antes de
adicionar a cada pozo el reactivo MTT se tomo una asada de cada pocillo, para
observar el efecto que presenta el extracto hidroalcohoélico de Eucalyptus globulus a
diferentes concentraciones sobre las cinco bacterias. El resultado obtenido se
muestra en la siguiente tabla y algunos de los ejemplos de dicho efecto se aprecian

mejor en las figuras 11 y 12.

Tabla No 5. Efecto Bactericida/Bacteriostatico del extracto hidroalcohdlico Eucalyptus

globulus
. Concentracion Efecto
Bacteria Pozo . . -
ug/mi Bactericida | Bacteriostatico
. 1 50,000 v
E.coli
2 a9 | 25000-195.31 v
. 1 50,000 v
Salmonella typhi
2 a9 | 25000-195.31 v
. 1 a3 | 50,000-12,500 v
Bacillus cereus
4a9 6,250 - 195.31 v
1 a3 | 50,000-12,500 v
Staphylococcus aureus
4a9 6,250 - 195.31 v
R v
Candida albicans laz 50,000 - 25,000
3a9 | 12,500-195.31 4

Fuente: Base de datos
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En estas fotografias se puede ver como fue inoculado cada pocillo de la microplaca
con la dilucién correspondiente en agar BHI durante 24hrs/37°C. Algunos

ejemplos son los siguientes:

Figura 12. Efecto bactericida y/o bacteriostatico de Eucalyptus globulus con Bacillus

cereus.
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6.4 Evaluacion del efecto inhibitorio del extracto sobre las bacterias

Después de determinar el efecto bactericida/bacteriostatico para cada bacteria, se
determino el efecto inhibitorio de Eucalyptus globulus sobre las cinco bacterias. En
la figura 13, podemos ver que después de adicionarle 5 ul del reactivo MTT a cada
uno de los pocillos de la microplaca y esperado el tiempo de incubacién (2hrs/37
°C) se puede apreciar de manera cualitativa la reduccién metabdlica del reactivo a
través del cambio de color (amarillo-azul), poniendo en evidencia la proliferacion
bacteriana

Finalmente se realizo la lectura de la microplaca en el Elisémetro a 590 nm de
longitud de onda proporcionando resultados cuantitativos en valores de
absorbancia los cuales coinciden con los resultados cualitativos mostrados en la

figura 13.

Figura 13. Ejemplo de ensayo en microplaca con reactivo de MTT para establecer

el efecto inhibitorio frente a los microorganismos ensayados.
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Como se aprecia en la tabla 6, las bacterias S. typhi, C. albicans, S. aureus y B. cereus
muestran mayor sensibilidad al extracto de E. globulus presentando una MIC en la
concentracion 3,125 pg/ml; mientras que E. coli tuvo una MIC de 6,250 pg/ml y

con ello una mayor resistencia que el resto de las bacterias.

Tabla No 6. Resultados cualitativos de inhibicién en microplaca con el extracto

Hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus

Concentracion
pg/mi

Staphylococcus
aureus

Bacillus
cereus

Escherichia
coli

Salmonella

Candida
albicans

typhi

50,000 B
25,000 B B B B B
12,500 B B B B B
6,250 B B B B B
3,125 B B B B
1562.5 + +
781.25 + +
390.62 + +
+ +

+ +

195.31
Control (+)
Control (-) - - - - -

Blanco - - - - -

Fuente: Base de datos
() Inhibicién de crecimiento de la bacteria, (+) Desarrollo de crecimiento de la bacteria
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6.5 Efecto del extracto hidroalcohélico de Eucalyptus globulus con E. coli

Las diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus
que se emplearon en la bacteria E. coli se muestran en la tabla No. 7, asi como las
absorbancias obtenidas en el Elisémetro. En ella podemos ver que en las
concentraciones de 3,125; 1,562.5 y 390.62 (ug/ml) se presento una absorbancia

mayor con respecto al control positivo.

Tabla 7. MIC de Eucalyptus globulus con E. coli

Pozo | concentracién | Abs. problema Abs. C(+) Abs. C(-) Abs. Blanco
1 50,000 0.575 1.96 0.0772 1.1655
2 25,000 0.648 1.96 0.0772 1.1655
3 12,500 0.672 1.96 0.0772 1.1655
4 6,250 0.7212 1.96 0.0772 1.1655
5 3,125 1.9919 1.96 0.0772 1.1655
6 1,562.5 2.0546 1.96 0.0772 1.1655
7 781.25 1.828 1.96 0.0772 1.1655
8 390.62 2.0239 1.96 0.0772 1.1655
9 195.31 1.8553 1.96 0.0772 1.1655

Fuente. Base de datos
Promedio de las absorbancias obtenidas a una longitud de onda de 590 nm.

64



FESC CAMPO 1

Grafica 1. Absorbancia con respecto a la concentraciéon de Eucalyptus globulus con

E. coli.
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Fuente Base de datos

Se observa que la MIC de Eucalyptus globulus, se presenta a una concentracion de
6,250pug/ml (ppm) puesto que a partir de la siguiente concentracién se nota

claramente la proliferacién bacteriana; debido que en algunas concentraciones se

presenta un crecimiento mayor al control positivo.
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6.6 Efecto del extracto hidroalcohélico de Eucalyptus globulus con Bacillus

cereus

En esta tabla podemos ver que a partir de los pozos 6, 7, 8 y 9 la absorbancia con
respecto a la concentraciéon del extracto de Eucalyptus globulus aumenta con
relacién al control positivo, indicando con ello un crecimiento microbiano, siendo

maés notorio en la grafica No 2.

Tabla 8. MIC de Eucalyptus globulus con Bacillus cereus

Pozo | Concentracidon | Abs. Problema Abs. C(+) Abs. C(-) Abs. Blanco
1 50,000 0.11 1.2759 0.0727 1.137
2 25,000 0.114 1.2759 0.0727 1.137
3 12,500 0.1131 1.2759 0.0727 1.137
4 6,250 0.1958 1.2759 0.0727 1.137
5 3,125 0.3675 1.2759 0.0727 1.137
6 1562.5 1.4783 1.2759 0.0727 1.137
7 781.25 1.4891 1.2759 0.0727 1.137
8 390.62 1.4569 1.2759 0.0727 1.137
9 195.31 1.321 1.2759 0.0727 1.137

Fuente. Base de datos

Promedio de las absorbancias obtenidas a una longitud de onda de 590 nm.
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Grafica 2. Absorbancia con respecto a la concentraciéon de Eucalyptus globulus con

B. cereus
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Fuente Base de datos

Se aprecia que la concentracion 6ptima para que el extracto de Eucalyptus globulus
pueda inhibir a Bacillus cereus se encuentra en 3,125 pg/ml, notando que a
concentraciones menores del extracto la absorbancia aumenta significativamente,

indicando con ello el crecimiento de la bacteria.
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6.7 Efecto del extracto hidroalcohélico de Eucalyptus globulus en

Staphylococcus aureus.

En este ensayo de determina que la concentracién minima a la cual el extracto es
capaz de inhibir a S. aureus se presenta en el pozo 5 el cual presenta una
concentracion de 3,125pg/ml, nétense que después de este pozo (6, 7, 8, y 9), las

absorbancias aumentan pero atiin son menores que el control positivo.

Tabla 9. MIC de Eucalyptus globulus con Staphylococcus aureus

Pozo | Concentracién | Abs. Problema Abs. C(+) Abs. C(-) Abs. Blanco
1 50,000 0.0496 2.46695 0.0749 0.0749
2 25,000 0.0692 2.46695 0.0749 0.0749
3 12,500 0.2017 2.46695 0.0749 0.0749
4 6,250 0.2080 2.46695 0.0749 0.0749
5 3,125 0.3831 2.46695 0.0749 0.0749
6 1562.5 1.7163 2.46695 0.0749 0.0749
7 781.25 1.8927 2.46695 0.0749 0.0749
8 390.62 1.8422 2.46695 0.0749 0.0749
9 195.31 1.8266 2.46695 0.0749 0.0749

Fuente. Base de datos
Promedio de las absorbancias obtenidas a una longitud de onda de 590 nm.
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Grafica 3. Absorbancia con respecto a la concentraciéon de Eucalyptus globulus con

a S. aureus

absorbancia

MIC de Eucalyptus globulus con Staphylococcus

aureus
3
25 a—s—s—8n—8n—8n—8—8—8—
2 —e— Problema
L f/’\‘_’ —=— Control positivo
' / Control negativo
1 / Blanco
05 /0—0/‘
0 - _l_d : T T T T T T T
O O O O M 9 M AV
SRR D RN N N

Concentracion pg/ml

Fuente Base de datos

En este grafico se muestran los resultados del extracto frente a S. aureus, indicando

que

la

MIC se presenta a la concentracion de 3,125 pg/ml
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6.8 Observaciones obtenidas en microscopio electrénico

Las micrografias obtenidas de microscopio electrénico a 10 000 magnificaciones
nos permite observar la morfologia de las bacterias no tratadas con respecto a las
muestras tratadas con extracto. Se puede apreciar (figura 14) para E. coli
correspondiente a la muestra no tratada una morfologia caracteristica bien
definida. Mientras que para la muestra tratada con extracto concentrado (figura
15) se observa una forma ligeramente esférica de la bacteria (posible formacion de
un esferoblasto) lo que ocasiono una lisis provocada por la inestabilidad de la

pared y con ello la liberacién de su contenido, efecto que produce el extracto.

Figura 14. Fotografia de E. coli no Figura 15. Fotografia de E. coli tratada
tratada con extracto hidroalcohélico, con extracto hidroalcohélico, de
de Eucalyptus globulus concentrado a Eucalyptus globulus concentrado a 10
10 000 magnificaciones. 000 magnificaciones.

70



CAMPO 1

Al realizar las observaciones en microscopio electrénico a 10 000 magnificaciones
en Bacillus cereus se observa en la muestra no tratada (figura 16) una morfologia
normal, tamafio uniforme y bordes bien definidos. Mientras para la muestra
tratada con extracto concentrado (figura 17) se aprecia una desorganizacion total

de su pared celular, ademas de un tamafio y forma irregular.

Figura 16. Fotografia de B. cereus no Figura 17. Fotografia B. cereus
tratado con extracto hidroalcohélico tratado con extracto hidroalcohélico
de Eucalyptus globulus a 10 000 Eucalyptus  globulus a 10 000
magnificaciones magnificaciones
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

En la actualidad, la resistencia bacteriana es un problema muy grave al que se
enfrentan los médicos. Desde el punto de vista epidemiolégico, es un riesgo
importante que la resistencia antibiética que emerge en un lugar pueda
diseminarse a otro, sobre todo en la misma ciudad e incluso a lugares distantes.
Esta diseminacion puede deberse a una falla en las medidas higiénicas de los
hospitales, a la presion selectiva creada por el exceso de uso de antibioticos y a
elementos genéticos moéviles que pueden codificar los mecanismos de resistencia

bacteriana. &

Las consecuencias del uso indiscriminado de antibiéticos no han sido demostradas
claramente, pero es muy probable que este uso influya en una hospitalizacién maés
prolongada, selecciéon de organismos resistentes y aumento considerable en los
costos para las instituciones. Aunque las infecciones bacterianas contintan
causando mortalidad y morbilidad importantes a nivel mundial, no existen
criterios estdndar para determinar la relacién entre infecciéon y muerte, o la

contribucion de la resistencia a la mortalidad y a la morbilidad.#!

La historia de la medicina recoge la experiencia de alquimistas, boticarios y
curanderos desde antes del siglo XI, ellos preparaban pécimas para curar las mas
variadas enfermedades y esta materia prima era obtenida principalmente de las

plantas.48

El uso de la medicina tradicional ha tenido altas y bajas en el mundo occidental, sin
embargo, a pesar del empuje de la medicina moderna, siempre hay un regreso a

los origenes, resurgiendo en forma de medicina homeopatica, naturista, herbolaria
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y tradicional o alternativa. Por ello, la Organizaciéon Mundial de la Salud en voz
del Dr. Maller, su presidente en 1976, exhort6 a la comunidad médica a someter a
juicio experimental la medicina tradicional, asimismo, reconocié la necesidad de
compilar la informacion disponible como via para solucionar problemas de salud
en varios paises, para disponer de una fuente de informacién para tamizajes
farmacolégicos y fitoquimicos y para evitar la desaparicion de los valores

culturales4®

Es por ello que en el presente trabajo se utiliz6 el extracto hidroalcohdlico de
Eucalyptus globulus. Eucalipto es una planta perteneciente a la familia Myrtaceae
cuyo aceite tiene la propiedad antibacteriana como antiftingica, sin embargo la
eficacia del aceite y de su extracto dependen de su composicion quimica.’® Al
igual que Libertad Alzamora et al. (2001),° se empleo para su extraccion la
técnica de destilacion por arrastre de vapor de agua. Antes de su utilizacion el
extracto fue filtrado con papel whatman 0.45 pm; Liu B. Humberto et al. (2000)
Ademas de utilizar el papel whatman 0.5 pm, centrifugo el extracto a 3000rpm
para retirar por completo cualquier materia extrafa. Posteriormente para
corroborar la esterilidad se depositaron 100 pl en agar BHI y se sembraron de
forma masiva, registrando crecimiento negativo después del tiempo de incubacién
(24 y 48 h/37°C) demostrando con ello que esta técnica puede ser una forma viable,

sencilla y econémica para los compuestos que no resisten altas temperaturas.

Para obtener al extracto de forma seca, éste fue colocado en horno teniendo un
rango de temperatura de 30 y 36°C para la evaporacién del solvente. Vera y Gardea
en 2006, proponen para la evaporacion un rotavapor; sin embargo nuestro método
permite optimizar tiempo ademas de que ofrece ser una técnica muy sencilla. Una

desventaja de nuestro método es la forma de recolectar la materia seca, ya que
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Eucaliptus globulus es muy higroscopico por lo que presenta una consistencia
pegajosa y pastosa, lo que dificulto su almacenamiento y manejo en general. Sin
embargo una ventaja es que en rendimiento se obtuvo 6,716 g de muestra,

cantidad considerable a partir de un litro.

Para evaluar la actividad antimicrobiana del extracto la materia seca que se obtuvo
se disolvié con DMSO vy se aforo a 10 ml utilizando agua estéril para tener una
concentraciéon de la soluciéon problema de 50,000 pg/ml. Una vez preparada la
solucion se enfrento con las cepas Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Salmonella typhi y Candida albicans, tomando de referencia a Libertad
Alzamora et al. (2001) quien investigo la actividad antimicrobiana de aceites
esenciales entre ellos Eucalyptus globulus y Liu B. Humberto et al. (2000)5° quien
utilizé algunas de estas bacterias para evaluar la actividad antimicrobiana del

extracto de eucalipto y Caesalpinia “tara”.

El método de microdiluciéon en caldo se ha venido usando para la determinacién
de las concentraciones minimas inhibitorias (MIC’s) de extractos de plantas,
Carson et al. (1995) describen la MIC como la menor concentracién que mantiene o
reduce la viabilidad del inéculo luego de 24 horas de contacto.! Nosotros
empleamos diluciones en progresiéon geométrica en base 2, utilizando como medio
de cultivo BHI, Shiva Ramayoni (2007)! menciona que para la evaluacién de MIC’s
en extractos de plantas se pueden utilizar caldo Infusién Cerebro Corazoén, caldo
Nutritivo, caldo Triptona Soya y en ocasiones cuando el microorganismo es muy
exigente se afladen suplementos como suero. Al no existir una reglamentacién y/o
estandarizacion de la metodologia para evaluacién de la capacidad inhibitoria de
extractos de plantas como se establece para antibidticos, nosotros decidimos
emplear microdilucién por ser un método sencillo de realizar, ademas permite

optimizar material y espacio, se requiere menor cantidad de medio cultivo, de
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extracto y de in6culo bacteriano ya que con respecto al método de macrodiluciéon
en tubo, suele ser mas rapida por ser menos engorrosa aiin cuando ambas generen
datos cuantitativos. Mientras que la técnica de difusion de discos en agar utilizada
por Shiva Ramayoni (2007) para evaluar la actividad antimicrobiana de extractos
naturales y acidos organicos, tanto en bacterias como en hongos tiene la desventaja

de proporcionar sélo datos cualitativos.

Posteriormente para evidenciar el resultado obtenido en la microplaca, finalizado
el tiempo de incubacién 37°C en aerobiosis, por espacio de 18 a 24 horas, se
empleo la técnica de Mosmann la cual emplea el colorante 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)2,5 bromuro difeniltetrazolio (MTT) a una concentracién de 5mg/ml, el cual es
reducido por deshidrogenasas de células viables a formazan purpura.?! Se ha
utilizado en una variedad de ensayos que incluyen la cuantificaciéon de linfocinas,
citotoxicidad, proliferaciéon y activacion celular. Shiva Ramayoni (2007)! emplea
una solucién de sales de violeta de p-iodonitrotetrazolio (INT) a una concentracién
de 0,2 mg/ml, esta solucion también acttia como indicador de actividad bioldgica
dado que sus componentes acttian como aceptores de electrones y son reducidos,
desencadenando un color cuando hay actividad de los microorganismos y
quedando incoloro en caso contrario. Nosotros pudimos notar que después de
adicionar MTT a cada unos de los pocillos de la microplaca se aprecio que todas las
bacterias presentaron una MIC a la concentracion de 6,125 pg/ml (ver tabla No. 6,
apartado de resultados), a excepciéon de E. coli lo que concuerda con Alonso Jorge
(2004)¢ quien menciona que la mayor actividad antimicrobiana evidenciada por
diferentes extractos alcohodlicos de eucalipto se mostraron frente a

microorganismos Gram (+) haciendo mencién en S. aureus, B. cereus, entre otros.
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Con respecto a los Gram (-) las cuales presentaron un espectro menor como E. coli.

Sin embargo Libertad Alzamora et al. (2001).

Estos resultados se confirmaron al realizar la lectura de la microplaca en el lector

de ELISA, los cuales simplemente corroboraron lo mostrado por el MTT.

Después del tiempo de incubacién de la microplaca (37°C/24hrs) y antes de
adicionar a cada pozo el reactivo MTT nosotros realizamos la prueba bactericida
y/o bacteriostatica (ver apartado de metodologia) en cual pudimos apreciar que el
extracto hidroalcohoélico de Eucalyptus globulus presenta un efecto principalmente
bacteriostatico debido que al colocar a las bacterias en medio BHI con condiciones
de temperatura Optimas, estas presentan crecimiento, creemos que dicho efecto
pueda deberse a que el extracto disminuye la sintesis proteica en las bacterias o
bien pudiera evitar la reproducciéon por fision binaria Mientras que el efecto
bactericida que ejerci6 principalmente en B. cereus y S. aureus se debe
principalmente a los compuestos como son el 1,8 cineol, monoterpenos, taninos
sesquiterpenos, flavonoides entre otros, los cuales creemos causan rompimiento de
la membrana a través de los compuestos lipofilicos (1,8 cineol) lo que ocasiona que

las bacterias pierdan su control e integridad.

Finalmente para observar el dafio a nivel estructural de la bacteria, se empleo la
Técnica de Microscopia Electrénica de Transmision en la cual podemos apreciar
que las bacterias tratadas con extracto presentaron una inestabilidad a nivel de
pared celular, lo cual creemos se deba al sinergismo que se presentan entre sus
diversos compuestos ya qué por separado presentan mucho menor actividad que

cuando se encuentran juntos.
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Por todo esto nosotros creemos que el extracto hidroalcohélico de Eucalyptus
globulus es un buen producto natural que puede ser empleado como una
alternativa complementaria a la profesional en el tratamiento de infecciones

bacterianas.
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8 CONCLUSIONES

Logramos obtener Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi,
Escherichia coli y Candida albicans puras e identificadas empleando

pruebas bioquimicas para poder utilizarlas con seguridad en el ensayo.

Se logro obtener el extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus con

calidad microbiolégica.

Se empleo el método colorimétrico de Mosmann (MTT) y con ello
logramos de manera cualitativa la MIC de Eucalyptus globulus en las

bacterias antes mencionadas.

Logramos obtener las Concentraciones Minimas inhibitorias (MIC) que
presenta Eucalyptus globulus utilizando el método de microdilucién
para establecer la actividad del extracto frente a Bacillus cereus,

Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Escherichia coli y Candida albicans.

Fue posible determinar el efecto bactericida y/o bacteriostatico que
ejerce el hidroalcohélico extracto Eucalyptus globulus en Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Escherichia coli y Candida albicans.

Utilizando una prueba cualitativa.
Se empleo microscopia electrénica de transmisién y nos permitié

evidenciar el dafio generado por el extracto de Eucalyptus globulus en

cada una de las bacterias.
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9. APENDICES

9.1 Composicién y preparacion de medios de cultivo

» Caldo Infusiéon Cerebro Corazén (BIOXON)

Cloruro de sodio 50g
Dextrosa 20¢g
Fosfato disodico 25¢g
Infusién de Cerebro de ternera 778
Infusién de corazén de res 98¢
Peptona de gelatina 100g

Disolver 37 g en un litro de agua destilada, reposar de 10 -15 minutos hasta la
disolucién completa, hervir hasta el punto de ebullicién, verter en tubos de

ensaye, estandarizar en autoclave a 121°C (15 libras de presion) 15 minutos,

pH= 7.440.2

* Agar Infusion Cerebro Corazén (BIOXON)

Agar Agar 150¢g
Cloruro de sodio 50¢g
Dextrosa 20¢g
Fosfato disodico 25¢g
Infusién de Cerebro de ternera 125¢g
Infusién de corazén de res 50¢g
Peptona especial 100 g
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frecuentemente hasta el punto de ebullicién durante un minuto para disolver
por completo, estandarizar la autoclave a 121°C (15 libras de presién) 15

minutos. Enfriar a 45 - 50°C, vaciar en cajas de Petri estériles pH= 7.4+0.2

* Solucién Salina Fisiolégica

Disolver 0,9 g de NaCl en un litro de agua destilada, agitar frecuentemente
para disolver por completo, verter en tubos de ensaye y estandarizar la

autoclave a 121°C (15 libras de presién) 15 minutos.
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9.2 Preparacion de reactivos

* MTT 6 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-dimetiltetrazolio (SIGMA 21 28)

Disolver MTT en RPMI-1640 rojo de fenol, hasta una concentraciéon de 5
mg/ml. Filtrar la solucién con una membrana de 0.22 um. Guardar a una

temperatura de congelacién, hasta su uso.

* Dimetil sulféxido (SIGMA D-5879) DMSO.

Se usa a la concentracién que viene del fabricante.

= Acido Fosfotagstico

El acido es una solucién al 2% ajustada pH de 7.0 mediante NaOH 1 N.

* Glutaraldehido-paraformaldehido (Karnosky)

Prepare una solucién amortiguadora de fosfatos al 0.2 M o una solucién de
cacodilato al 02 N a pH 7,0. Prepare 20ml de una solucién de
paraformaldehido al 10% disolviendo 2 g de paraformaldehido en polvo en 20
ml de agua destilada calentando a 60-70°C mientras se agita vigorosamente (en
campana de extraccién de gases). Agregue unas gotas de NaOH 0.2 N hasta que
la solucién se vuelva transparente. Esperar a que se enfrie.

Ya fria la solucion anterior se prepara el fijador

Amortiguador de fosfatos al 0.2 M 50 ml.
Paraformaldehido al 10% en agua --------------------- 20 ml.
Glutaraldehido al 25% en agua 10 ml.
Agua destilada hasta volumen final de -------------- 100 ml.
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9.3 Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las bacterias

Bacillus cereus

* Bacterias Gram positivas, familia bacillaceae. 15

* Aerobio y anaerobio facultativo.

* Esporulado: las esporas son centrales, forma elipsoide y al formarse en el
interior de la célula dan lugar al hinchamiento de esta.

* Crecen entre los 10 - 48°C, la temperatura 6ptima es entre 28 - 35°C.

* Generalmente son moéviles con flagelos peritricos.

* Poseen antigenos sométicos y flagelares y de esporas.

* Su pH 6ptimo de crecimiento es de 4,9 - 9,3.

* La germinacion se presenta en el momento que se agota el medio, al final
de la fase exponencial ocurre la esporulacién porque son menos
exigentes. La germinaciéon de las esporas es a 30°C. Las esporas son
moderadamente resistentes al calor. Resisten 100°C durante 5 -10

minutos.
* Entre sus factores de patogenicidad que presenta se encuentran: la toxina
emética, toxina diarreica, toxina necrética, lecitinasa (fosfolipasa),

hemolisinas y el factor de permeabilidad vascular.

* La siguiente tabla (tabla 10) resume algunas de las caracteristicas

bioquimicas de esta especie.
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Tabla 10. Pruebas de identificacion de B. cereus

Caracteristica bioquimica Resultado
Catalasa +
Movilidad +/-(v)

Hidroélisis de gelatina

Reduccion de nitratos

Produccién de acido a partir de glucosa

++{ ]+

Produccién de acido a partir de maltosa

Produccién de acido a partir de manitol -

Voges Proskauer
Citrato

Tomado de (34, 52)

v = Variable

Staphylococcus aureus

Son células esféricas Gram positivas, que se presentan aislados, en pares,
tétradas o cadenas cortas y en grupos irregulares en racimos.

Crece en condiciones aerébicas o microaerofilicas. Crecen con mayor
rapidez a 37°C, pero el pigmento se forma mejor a temperatura ambiente

(20 a 25°C).

En medios sélidos las colonias son redondas, lisas, prominentes y
brillantes. S. aureus cominmente forma colonias de color gris o amarillo
dorado intenso.

S. aureus es un patégeno primario reconocido para el hombre y es uno de
los patégenos bacterianos que con mayor frecuencia causa infecciones
intrahospitalarias.

Son relativamente resistentes a la desecaciéon (soportan 50°C durante 30

minutos) y al cloruro de sodio a 9%.
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Tabla 11. Pruebas de identificacion de S. aureus

Prueba bioquimica Resultado
Catalasa +
Movilidad -
Coagulasa

Urea

Produccién de acido a partir de glucosa

Produccién de acido a partir del manitol

++{+ ]+ +

Produccién de acido a partir de maltosa

Tomado de (34, 52)

Escherichia coli spp.

* Forma parte de la familia enterobacteriaceae.

* E. coli esta integrada por bacilos Gram negativos no esporulados, méviles
con flagelos peritricos o inméviles, aerobios-anaerobios facultativos.

* Es una bacteria de rapido crecimiento y amplia distribucién en el suelo,

agua, vegetales y gran variedad.

Tabla 12. Pruebas de identificacion de E.coli

Prueba bioquimica Resultado
Catalasa +
Oxidasa -
Movilidad
Medio OF
Nitratos

Produccién de 4cido a partir de glucosa (gas)

Produccién de acido a partir de lactosa (gas)

Produccién de acido a partir de arabinosa
MR

VP -
Citrato
Indol

Lisina descarboxilasa

)+ =]+

Tomado de (34,52)
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Salmonella typhi

* Pertenece a la familia enterobacteriaceae.

* Son bacilos Gram negativos, con flagelos peritricos y que no
desarrollan cadpsula ni esporas.

= FEs una bacteria anaerobia facultativa; movil.

* Se trasmite por contacto directo o contaminacién durante la
manipulacién, en el procesado de alimentos o en el hogar, también
por via sexual.

* DPresenta antigeno somdtico O (fracciéon polisacarida del
lipopolisacédrido bacilar), antigeno H (flagelar) y se caracteriza por

presentar el antigeno Vi (virulencia).

Tabla 13. Pruebas de identificacion de Salmonella typhi

Prueba bioquimica Resultado
Catalasa -
Movilidad +
Arabinosa -
Medio OF F
Nitratos +

Produccién de acido a partir de glucosa (gas) -

Produccién de 4cido a partir de lactosa (gas) -

Sacarosa -
MR +
VP -
Citrato -
Indol +

Ornitina descarboxilasa -

Lisina descarboxilasa +

Tomado de (34, 52)
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Candida albicans

* Es un hongo diploide asexual (forma de levadura), saprofito que
pertenece a la familia de los Sacaromicetos.

= Se encuentra normalmente en cavidad oral, en el tracto
gastrointestinal y en la vagina.

* Suele presentarse como una célula oval, levaduriforme de 2 a 4
micras con paredes finas.

* En apariencia microscépica es una levadura Gram positiva, pero en
algunas ocasiones la forma de las blastosporas puede variar de

ovoide a alongada o esférica.

* Presenta dimorfismo el cual pasa de levadura gemantes a hifas.
* Una prueba de identificaciéon rdpida para su identificacion es el tubo

germinal.

Tabla 14. Pruebas de identificacion de Candida albicans

Prueba bioquimica Resultado
Maltosa +
Sacarosa +
Galactosa +
Lactosa -
Melobiosa +
Ureasa -
Nitrato -
Sacarosa -

Tomado de (34, 52)
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9.4 Hoja técnica del extracto de eucalipto

Facilitada por extracto SIGMA

EXTRACTOS SIGMA
HOJA TECNICA
EUCALIPTO
Eucalyptus globulus CobiGO 3045HI
DESCRIPCION Extracto hidroalcoholico ingerible de Eucalipto
APARIENCIA Liquido ligeramente turbio
COLOR Ambar
OLOR ~ Caracteristico i
MEDIO Agua
SOLUBILIDAD Agua - Alcohol - Glicoles
ESPECIFICACIONES
‘ DENSIDAD (20°C) 0.900 - 1.000
1 INDICE DE REFRACCION 1.3621 - 1.3793
°BRIX 19.0-29.0
MESOFILCOS AEROBIOS < 10 ufe / ml
HONGOS Y LEVADURAS < 10 ufe / ml
COLIFORMES < 10 ufec / ml
COMPONENTES PRIMARIOS Alfa felaldreno, alfa y beta pineno, taninos, ac.

Orgdnicos, flavonoides, fenélicos, cotronelal, eucaliptol,
terpenos, triterpenos.

PROPIEDADES L ~ Desodorante, astringente, tonificante, antiséptico,
insectifugas, antitusivo, descongestionante, ayuda en las
vias respiratorias, neuralgias, hipoglucemiante, apésito
para quemaduras, heridas, infecciones, (til en el pie de

atleta y tifia.
uso Ingerible
ALMACENAMIENTO Temperatura ambiente y protegido de la luz, una vez
abierto mantener en refrigeracion.
PRECAUCIONES No reportado.
www.extractosigma.com.mx La Calidad es Extractos Sigma

AV. 20 DE NOVIEMBRE 221 COL. EJIDO EL SOCORRO CUAUTITLAN IZCALLI, MEXICO C. P. 54740 TEL.: (55) 2620 0055 TEL/FAX: (55) 2620 3490
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