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RESUMEN

En la actualidad uno de los principales problemas a los que se enfrenta la sociedad
es el desarrollo de resistencia de los microorganismos a los diversos agentes
antimicrobianos presentes en el mercado, ya sea por el uso indiscriminado o la
incorrecta administracion de los mismos, para lo cual, el desarrollo de nuevos
agentes con actividad antimicrobiana se hace necesaria.

El uso de arcillas con fines medicinales es una practica antigua y generalizada, por
las caracteristicas que posee: alta capacidad adsorbente, bajos costos de
produccion, de venta y una amplia distribucion a lo largo del mundo. Sin embargo,
su uso moderno en la elaboracion y desarrollo de nuevos productos quimicos,
farmacéuticos o cosméticos necesita un estudio mas profundo sobre los procesos
de preparacion y las técnicas de evaluacion de las mismas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de una haloisita como agente
antibacteriano, mediante dos técnicas diferentes, por el método de difusién en disco
Kirby-Bauer, y el de macrodilucion en agar, en diferentes cepas microbianas, las
cuales fueron obtenidos de la American Type Culture Collection (ATCC):
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Escherichia coli ATCC 25922, Shigella flexneri ATCC 12022, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.

En el Método de Kirby Bauer para conocer la [CE]so los resultados fueron analizados
mediante la construccion de curvas-concentracion-respuesta graduales,
porcentajes de resistencia y sensibilidad para cada uno de los microorganismos
probados, estos mostraron que Staphylococcus aureus ATCC 25923 present6 una
alta sensibilidad a la haloisita y la menor [CE]s0=1.05 pg, mientras que Salmonella
typhimurium ATCC 14028, presenté la menor sensibilidad a la haloisita y la mayor
[CE]50=4.30 ng comparados con el control. Por otro lado, los resultados por el
método de macrodilucién en agar indicaron que la mayor capacidad inhibitoria que
present6 la haloisita fue para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (1.1x10%°
UFC/ mL), seguido de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (1.7 x 10'° UFC/ mL).

Finalmente, los resultados mostraron que el mejor método para evaluar materiales
como las haloisitas fue el de macrodilucion en agar ya que cuando se realiza por el
Método de Kirby Bauer se tiene la desventaja de que al ser un material insoluble se
pierde la capacidad de difusion disminuyendo su actividad, mientras que por
macrodilucion la haloisita se encuentra uniforme en toda la superficie, lo que lo hace
mas eficiente.
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1. OBJETIVOS
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1.1. General.
Evaluar y comparar el efecto antibacteriano de una haloisita natural mediante
dos métodos de susceptibilidad a los antimicrobianos, Kirby Bauer y

macrodilucion en agar para comprobar su capacidad de inhibicion.

1.2. Particulares

% Evaluar el efecto de una haloisita natural en diferentes grupos de
bacterias (Gram + y Gram -) mediante el método de Kirby Bauer.

% Evaluar el efecto de una haloisita natural en diferentes grupos de
bacterias (Gram + y -) mediante el macrodilucién en agar.

% Determinar la concentracion efectiva cincuenta, de la haloisita natural
para cada uno de los microorganismos en estudio por el método de Kirby
Bauer

% Determinar el porcentaje de sensibilidad y resistencia, de la haloisita
natural para cada uno de los microorganismos en estudio por el método
de macrodilucién en agar.

% Comparar cual de los dos métodos es mejor para evaluar la actividad

antimicrobiana de muestras de arcillas (haloisita).
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2. INTRODUCCION
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De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, WHO), el numero de
muertes causadas por enfermedades infecciosas (respiratorias, gastrointestinales,
etc.), contribuyen de manera relevante en las cifras de mortalidad no tan solo en
México sino a nivel mundial. Asi mismo la OMS declar6 que en todo el mundo
aparecen y se propagan nuevos mecanismos de resistencia microbianas a los
antibioticos los cuales desafian nuestra capacidad para tratar las enfermedades
infecciosas habituales causando muertes y discapacidades cuando, hasta hace
poco, podian tratarse para permitir que las personas afectadas siguieran su vida

con normalidad.

Por lo anterior el desarrollo, produccién y la correcta administracion de nuevos
agentes antimicrobianos, son las herramientas con las que se puede mitigar la
resistencia antimicrobiana, existen compuestos tales como las haloisitas cuya
caracteristica principal es su alto poder de adsorcion. Para comprobar el estudio de
la actividad antimicrobiana existen diversos métodos de analisis con los cuales se
puede analizar la capacidad que tienen las diversas sustancias para inhibir el
crecimiento de los microorganismos, estos pueden ser el método de difusion en
disco Kirby-Bauer, el de macrodilucion en caldo y macrodilucion en agar, siendo
estos los mas empleados para este propdésito ya sea por su simplicidad o por los

bajos costos en la realizacion de dichas técnicas.

Lo que se pretende en el presente trabajo es comparar la capacidad antimicrobiana
de una haloisita natural frente a diversos microorganismos los cuales son
importantes en el entorno hospitalario ya que se conoce que estos son
microorganismos de caracter oportunista, por lo que tienden a infectar a pacientes

inmunosuprimidos.
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3. MARCO TEORICO
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3. MARCO TEORICO

3.1. Definicién de antimicrobianos

Los antimicrobianos se definen como moléculas naturales producidas por
organismos vivos tales como las plantas y microorganismos (bacterias, levaduras y
hongos), sintéticas o semisintéticas, capaces de inducir la muerte o la inhibicion del
crecimiento de bacterias, levaduras, hongos, etc. (Bado | et al., 2017). Es decir, es
una sustancia secretada por un microorganismo, que tiene la capacidad de afectar

a otros.

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodindmico, ya que ejercen una accién
especifica sobre algun organelo o funcién del microorganismo, tienen elevada
potencia bioldgica, actian a bajas concentraciones, y la toxicidad es selectiva con

una toxicidad minima para las células del huésped (Pasberg GC., 2014).

3.2. Historia de los antibioticos

La industria de los antibiéticos parte del descubrimiento de dos vertientes muy
importantes, las cuales revolucionaron los tratamientos existentes en la época de
los 40°s (FAO., 2017). El primer descubrimiento importante con caracteristicas de
un antibiético fue el del prontosil el cual es un compuesto azoico, que tiene efecto
en la inhibicién de las infecciones producidas por estreptococos; la importancia de
este descubrimiento radica en ser el precursor de las sulfonamidas (Bentley R.,
20009).

La segunda vertiente importante fue el descubrimiento de la penicilina por Fleming
en 1929 (Trigos A et al., 2005), y no fue sino hasta 1940, cuando Florey, Chain
publicaron un informe acerca de su enorme importancia, potencial y su extraccion a

partir de los cultivos del hongo Penicillium nonatum.

En la actualidad el desarrollo de los antibiéticos se basa en el conocimiento de la

fisiologia, metabolismo y genética de los microorganismos a los que van dirigidos,
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buscando que los nuevos antibioticos sean cada vez mas selectivos y especificos
para un sitio de accién previamente establecido, ademas de que sean capaces de
evadir los mecanismos de defensa propios de cada microorganismo. (Wencewicz
AT., 2016).

3.3. Clasificacion de antibioticos
Existen numerosos y diversos tipos de agentes antimicrobianos de acuerdo a lo
descrito por Molina LJ., 2017, Cordiés JL, et al., 1998 los antibioticos se pueden

clasificar de diversas maneras las mas comunes se presentan en el Esquema 1.
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Esquema 1. Clasificacion de los diferentes antibiéticos. (Molina LJ., 2017,
Cordiés JL, et al., 1998)
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3.3.1 Clasificacidon de los agentes antimicrobianos por su origen
Estos pueden ser sintéticos, naturales, o producidos a partir de una semisintesis
(Mufioz DK, et al 2004).

» Sintéticos: Son aquellos agentes antimicrobianos que se sintetizan a partir
de moléculas sencillas por medio de reacciones quimicas.

» Naturales: Son obtenidos como subproductos del metabolismo de los seres
vivos, como pueden ser, plantas, hongos, bacterias, etc. Siempre y cuando
el ser humano no interfiera en la obtencion de los mismos.

» Semisintesis: Los agentes antimicrobianos pertenecientes a este grupo son
aquellos que son obtenidos de los seres vivos y que posteriormente son

modificados mediante diversas reacciones quimicas

3.3.2 Clasificacién de los agentes antimicrobianos por su efecto
» Bacteriostaticos: Son aquéllos que inhiben el crecimiento bacteriano, el cual
se reanuda una vez que se suspende el tratamiento.
» Bactericidas: Poseen la propiedad de destruir la bacteria, su accion es
terapéutica e irreversible. (Cordiés JL & Machado RLA., 1998, Cué
Brugueras M, Morején Garcia M., 1998).

3.3.3 Clasificacion de los agentes antimicrobianos en base a su espectro de accién
Bajo esta clasificacion se encuentran:

» Los de amplio espectro, los cuales se definen como aquellos antibidticos
gue son activos en un amplio nimero de especies y géneros de
microorganismos (Gram +y Gram -).

» Los de espectro reducido, los que se definen como aquellos antibiéticos que
son activos ante un grupo reducido de especies de microorganismos o

Gram + o Gram -, pero no ambos.

3.3.4 Clasificacion de los agentes antimicrobianos en base a su estructura
Otra clasificacion muy utilizada agrupa a los antibioticos sobre la base de su

estructura quimica y los denomina como familias o clases de antibidticos:
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» Aminoglucoésidos: Se caracterizan por la presencia de dos o mas

aminoazucares unidos por enlaces glucosidicos a un anillo aminociclitol

(Figural), segun los aminoazlcares, son altamente polares, policationes

solubles en agua y generalmente estables al calor y cambios de pH entre 5
y 8. (Horcajada JP & Canton R., 2014, Molina J et al., 2009; Mella MS et al.,

2004, Mingeot LMP et al., 1999).

Figura 1. Estructura de la amikacina.

» Cefalosporinas: Son productos de origen natural, contienen un nucleo

constituido por acido 7-aminocefalosporanico formado por un anillo

betalactamico unido a un anillo de dihidrotiazino (Figura 2), constituyendo

el ndcleo cefem, a partir del cual se derivan todas las cefalosporinas
(Rodriguez RZ, et al., 2010, Mella MS et al., 2001).

Posicién 7

Posicion 3

Figura 2. Nucleo cefem (nacleo basico de
las cefalosporinas).
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» Cloranfenicol: Este agente antimicrobiano es Unico entre los compuestos
naturales ya que contiene un grupo nitrobenceno conectado a un grupo
propanol, asi como un grupo amino conectado a un derivado del acido. Los
grupos propanol y acido dicloroacético deben estar intactos para una buena
actividad antimicrobiana, no obstante, algunas sustituciones son posibles
(Figura 3) (Morales GYE et al., 2007).

Figura 3. Estructura base del cloranfenicol.

» Macrolidos: Son antibiéticos que se caracterizan por tener un anillo lactonico
macrociclico:
e De 14 atomos: Eritromicina, claritromicina, oleandomicina, etc.
e De 15 atomos: Azitromicina.

e De 16 atomos: Espiramicina y josamicina.
Todos ellos actuan inhibiendo la sintesis de proteinas por unién a la subunidad

50S (Svedberg), del ribosoma bacteriano y bloquean el proceso de
translocacion. (Sevilla SD et al., 2010, Cobos TN et al., 2009). (Figura 4).
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Figura 4. Estructura de la eritromicina, donde
se aprecia el anillo lactonico
macrociclico.

» Quinolonas: Tienen una estructura formada por dos anillos, con un
nitrégeno en la posicion 1, un grupo carbonilo en la posicién 4 y un grupo
carboxilo en la posicién 3 (Figura 5). La potencia y el espectro aumentan
de manera significativa cuando llevan un atomo de fldor en la posicién 6,
posiblemente porque mejora la penetracién en tejidos y la unién a las
topoisomerasas bacterianas. (Aldred KJ et al., 2014, Alés JI., 2009).

Figura 5. Estructura de la 4-quinolona,
base para la mayoria de las
quinolonas.
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» Penicilinas: Son un grupo de antibioticos de origen natural y semisintético
que contienen el nucleo de &cido 6-aminopenicilanico (Figura 6), que
consiste en un anillo betalactamico unido a un anillo tiazolidinico. son

producidos por diferentes especies de Penicillium spp. (Seija V et al., 2006).

Figura 6. Acido 6-aminopenicilanico
nucleo bésico de las penicilinas.

» Sulfonamidas: Son antimicrobianos sintéticos, bacteriostaticos, de amplio
espectro, inicialmente con actividad frente a una gran variedad de
microorganismos grampositivos y gram-negativos pero con posterior
desarrollo de amplia resistencia.

Derivan de la sulfanilamida, su estructura es similar al &cido
paraaminobenzoico (Figura 7), un factor requerido por las bacterias para la
sintesis del &cido félico (Vicente D & Pérez TE., 2010).

Figura 7. Estructura del acido
paraaminobenzoico.
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» Tetraciclinas: Son un grupo de antibiéticos, que se caracterizan por tener el
mismo ndcleo tetraciclico, naftaceno y propiedades similares (Figura 8).
Actian por interferencia de la sintesis proteica en microorganismos
susceptibles al fijarse en la subunidad 30S del ribosoma. Tienen un espectro
de accion amplio, que incluye bacterias grampositivas y gramnegativas, etc.
(Guyen, YN & Baumard S., 2013,Brugueras MC & Morejon GM., 1999).

OH

Figura 8. Estructura de la tetraciclina
donde se aprecia el tetraciclo.

3.3.5 Clasificacion de los agentes antimicrobianos en base a su mecanismo de
accion

En la Figura 9, se presentan los diferentes mecanismos de accién de los agentes
antibacterianos, cuyos blancos se encuentran en diferentes regiones de la célula u
organelos estos pueden ser: pared celular, membrana plasmética, sintesis de
proteinas, sintesis de acidos nucleicos, sintesis de factores metabdlicos y B-
lactamasas (Calvo J & Martinez L., 2009; Martinez JA & Sanchez F., 2007, Sanchez
RC., 2006).

» Inhibidores de la sintesis de la pared celular: Estos pueden actuar en cada
una de las etapas de la sintesis de la pared celular; la pérdida de ésta los
hace sensibles a cambios en la concentracién del medio, lo que puede
resultar en la destruccion del microorganismo, por efectos de un gradiente
de osmolaridad que suele estar presente en el medio ambiente bacteriano

y el citoplasma del microorganismo. (Gnansia ER. 2006).

31



» Dafan la membrana plasmatica: La membrana citoplasmica es responsable
de la integridad celular, al intervenir en los procesos de difusion y transporte
activo, controlando de esta manera los componentes internos de la célula,
las sustancias que alteran esta estructura modifican sus propiedades como
la permeabilidad. Estos pueden tener una alta toxicidad sobre las células

humanas, al compartir algunos componentes de la membrana citoplasmica.

» Inhiben la sintesis de proteinas: La sintesis de las proteinas es afectada por
la accion de los agentes antimicrobianos, su inhibicion selectiva es posible
gracias a las diferencias estructurales entre los ribosomas bacterianos y de
las células eucariotas; los ribosomas bacterianos estan formados por sub
unidades, 30S y 50S en esta estructura los diferentes componentes pueden

ser lugares de union para los diversos agentes antimicrobianos.

» Inhiben o alteran la sintesis de acidos nucleicos: La replicacion y la
transcripcion del &cidodesoxiribonucleico (ADN) se realizan en varias fases
con la participacion de diferentes enzimas y sustratos, ademas del ADN
molde, que constituyen las dianas para la accion de diversos agentes
antimicrobianos; por lo general los agentes antimicrobianos pertenecientes
a esta categoria, no son particularmente selectivos en su accién y tienden

a tener cierta toxicidad para las células eucariotas.

» Blogueo de la sintesis de factores metabdlicos: Para la obtencion de
determinados componentes esenciales como los aminoacidos o bases
puricas, pirimidicas de los nucledtidos se requiere la sintesis de folatos, Los
agentes antimicrobianos pertenecientes a este grupo actuan inhibiendo la
enzima dihidropterosintasa la cual es la encargada de la formacion del acido

dihidrofdlico (precursor de los folatos).

» Inhibidores de p-lactamasas: Los Illamados inhibidores de las

betalactamasas son moléculas que contienen en su estructura un anillo
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betalactamico. Estas son enzimas producidas por las bacterias que
destruyen la actividad de determinados betalactdmicos (Rodriguez AC, et
al., 2015, Scott G., 2009). Los efectos adversos son poco frecuentes ya que
estos farmacos actlan sobre sustratos enzimaticos no presentes en las

células eucariotas del hombre o de los animales (Suarez C & Gudiol F.,
2009).

Sites of action of antibiotics and some resistance mechanisms Glycopeptide
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Gl id
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Figura 9. Sitios de accion de los antibiéticos y algunos mecanismos de resistencia.

3.4. Métodos de Produccion de nuevos antibiéticos.

Los antibiéticos pueden ser obtenidos por diferentes métodos, quimicos, mediante
modelado molecular en los que se utilizan como herramientas programas
computacionales, donde, basandose en nudcleos activos se obtienen moléculas
derivadas, estas son obtenidas en la practica por hemisintesis o sintesis total para
su evaluacion biologica (Mufioz DK., 2004).

Desde el punto de vista microbioldgico, los Actinomicetos son las principales grupos

de bacterias esporuladas productoras de antibioticos aunque también pueden ser
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obtenidos a partir de otros microorganismos, tales como los hongos (Wohlleben W
et al., 2012).

Los genes que codifican las enzimas para su biosintesis se organizan normalmente
en grupos, que incluyen también la informacion de resistencia (en el caso de
compuestos antibacterianos), regulacién, y el transporte. Esto facilita la
manipulacion de tales vias (obtencibn de metabolitos secundarios) mediante

técnicas de genética molecular (Atta HM., 2015).

Los recientes avances en la secuenciacion del ADN y en la quimica analitica
revelaron que la biologia sintética ofrece ahora una nueva perspectiva para, generar
nuevas vias de sintesis, y por lo tanto nuevos productos, combinando diferentes,

etapas biosintéticas procedentes de diferentes bacterias.

El suministro de precursores, que posteriormente se incorporan al producto final,
suelen estar organizados de manera modular en la naturaleza y pueden ser

explotados directamente para la Biologia Sintética (Lima Procépio et al., 2012).

3.5. Resistencia a antibiéticos

Hoy en dia existe gran dificultad en el tratamiento de cierto tipo de enfermedades,
debido a la resistencia que han adquirido las bacterias a los antibidticos,
convirtiéndose en un importante problema de salud a nivel mundial, ya que se
requieren tratamientos mas largos, mas complejos, mas caros y muchas veces
ineficaces (Palacios SGC et al., 2017).

La resistencia a los antibiéticos, es un problema del entorno hospitalario asociado
con un aumento del niumero de pacientes, infectando usualmente a pacientes
criticamente enfermos e inmunosuprimidos, causando en la comunidad infecciones
graves, dificiles de diagnosticar y de tratar (WHO., 2018, Gudiol F., 2010, Finch
Roger., 2009, Guillemot D., 1999).
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Las bacterias han desarrollado resistencia a los diferentes antibidticos existentes.
El tipo més frecuente es adquirido y transmitido-horizontalmente por medio de la
conjugacion de un plasmido (Figura 10) (Andersson DI & Hughes D., 2015,
Goldstein FW, et al., 1986). En los ultimos tiempos esta resistencia ha dado como
resultado el desarrollo de cepas bacterianas muy patdégenas y resistentes a

multiples farmacos.

3.6 Mecanismo de resistencia antimicrobiana

3.6.1. Causas genéticas de las resistencias a los antimicrobianos

El proceso de replicacion del ADN no es completamente seguro. Por término medio,
se produce una mutacion en un gen concreto en aproximadamente uno de cada 108
bacterias de una poblacion. Si el gen mutado proporciona una ventaja competitiva
en términos de supervivencia cuando exista un antimicrobiano, la poblacion natural
(con el gen salvaje sensible) morira o se inhibira, pero la poblacibn mutante
sobrevivird y podra reemplazar a la poblacion original (Giedraitiené A et al 2011).

Este es el principio basico que explica la capacidad de los antibi6ticos para
seleccionar bacterias resistentes. Aun asi, es interesante resaltar el hallazgo
reciente de que algunos antimicrobianos, como las quinolonas, al activar la
respuesta de emergencia (SOS), aumentan la tasa de mutacion y de ese modo, mas
bien indirecto, favorecen la aparicion de mutantes resistentes, tanto a si mismos
como incluso a otros compuestos. Ademas, esta respuesta favorece la diseminacién
horizontal de genes de resistencia (Rodriguez RA, et al., 2013, Calvo J & Martinez
L., 2010).
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Figura 10. Mecanismos de transferencia genética.

3.6.2. Causas bioquimicas de la resistencia a los antimicrobianos.

La penetracion de antimicrobianos a través de la membrana externa de las bacterias
gramnegativas puede tener lugar a través del lipopolisacarido o a través de las
porinas (canales hidrofilos). La pérdida de una o mas porinas o su modificacién
estructural haciéndolas mas estrechas (fisica o funcionalmente) disminuye la
penetracion de los antimicrobianos. Estas alteraciones pueden afectar a varios
grupos de antimicrobianos hidrofilos, como en el caso de la pérdida de porinas en
enterobacterias 0 a un grupo concreto de compuestos (Tafur JD, et al., 2008).

3.6.3. Impacto producido por resistencia a agentes antimicrobianos (RAM).
Datos emitidos por la OMS (2017) indican que la resistencia a los antibiéticos afecta
a todos los paises y que los pacientes con infecciones causadas por bacterias

farmacoresistentes corren mayor riesgo de tener peores resultados clinicos y morir.

Ademas, de que se incrementan los recursos sanitarios durante su tratamiento,

comparados con los infectados por cepas no resistentes de las mismas bacterias.
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e La RAM pone en peligro la eficacia de la prevencion y el tratamiento de una
serie cada vez mayor de infecciones por bacterias, hongos y virus y parasitos.

e La RAM supone una amenaza cada vez mayor para la salud publica mundial
y requiere medidas por parte de todos los sectores del gobierno y la sociedad.

e EIl éxito de la cirugia mayor y la quimioterapia se veria comprometido en
ausencia de antibioticos eficaces.

e La prolongacién de la enfermedad, la necesidad de mas pruebas y la
utilizacion de farmacos mas caros aumentan el costo de la atencion sanitaria
a los pacientes con infecciones resistentes en comparacion con los no

resistentes.

3.6.4. Factores que aceleran la aparicion y propagacion de la RAM.

La RAM es un fendmeno que aparece de forma natural al paso del tiempo (por
modificaciones genéticas). Dentro de las causas que han generado y acelerado la
RAM, se encuentran el uso indiscriminado e inapropiado de los antimicrobianos
tanto en las personas como en los animales (su administracion como estimulantes
del crecimiento o para prevenir enfermedades), el mal uso en las clinicas en
pacientes hospitalizados, asi como su administracién sin la supervision de un

profesional.

Los microorganismos resistentes a los antimicrobianos estan presentes en las
personas, los animales y el medio ambiente (agua, suelo y aire). Estos pueden
transmitirse persona-persona 0 persona-animal, inclusive a través de la
alimentacion. El mal control de las infecciones, las condiciones sanitarias deficientes
y la manipulacién y uso inadecuado de los alimentos fomentan la propagacion de la
RAM y en la industria alimentaria es el mas grande factor que conduce a la

resistencia a los antibiéticos (Viksveen P., 2003, Tiinger O et al., 2000).

En los ultimos afios, el nimero de nuevos antibidticos autorizados para uso humano
en diferentes partes del mundo ha ido disminuyendo. Ademas, ha disminuido la

investigacién y desarrollo para la innovacién en el campo del descubrimiento de
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nuevos antimicrobianos. Por todos estos motivos se hace necesario la busqueda de
diferentes fuentes de obtencidon de compuestos con actividad antimicrobiana tales
como los minerales de silicato, como un sustituto de los antibiéticos en las terapias
(Wei JC,et al., 2014).

3.7. Generalidades de los microorganismos utilizados

Las infecciones bacterianas son altamente prevalentes en pacientes hospitalizados,
especialmente en las unidades de cuidados intensivos. La multiresistencia
representa un reto terapéutico que deja pocas posibilidades en el tratamiento de
estas infecciones, ya que los mecanismos de defensa frente a los antibiéticos estan

en constante evolucion.

En el 2016 la SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos
reportaron que en México se han registrado 21 800 casos de infecciones
nosocomiales, asi como, mas de 20 millones de casos de enfermedades
respiratorias agudas producidos por Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae y mas de 4.5 millones de casos de enfermedades
gastrointestinales, causadas principalmente por Escherichia coli, Salmonella

typhimurium, Shigella flexneri.

» Escherichia coli (E. coli):
Es un bacilo gramnegativo, pertenece a la familia de las enterobacterias que
se encuentra en el tracto gastrointestinal de humanos y animales de sangre
caliente, con dimensiones de, diametro 1.1 a 1.5 um, largo 2.0 a 6.0 ym
(Nerino Allocati,et al 2016).

La mayoria de las cepas son inofensivas, como comensal, vive en una
asociacion mutuamente benéfica con los huéspedes, y rara vez causa
enfermedades. Sin embargo, también es uno de los patégenos humanos y
animales mas comunes ya que es responsable de una amplia gama de

enfermedades, tales como E. coli productora de toxina Shiga, pueden
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causar graves enfermedades. La bacteria se transmite al hombre
principalmente por el consumo de alimentos contaminados, como productos
de carne picada cruda o poco cocida, leche cruda, hortalizas y semillas

germinadas crudas contaminadas (WHO., 2017).

E. coli productora de toxina Shiga, llamada asi por su semejanza con las
producidas por Shigella dysenteriae, puede crecer a temperaturas que
oscilan entre 7 °C y 50 °C, con una temperatura optima de 37 °C. Algunas
pueden proliferar en alimentos acidos, hasta a un pH de 4.4, y en alimentos
con una actividad acuosa (aw) de 0.95 (Nataro JP et al., 2011). Estas se
destruyen durante la coccion de los alimentos a una temperatura de 70 °C
o mas. E. coli O157: H7 es el serotipo mas importante por su impacto en la
salud publica, pero hay también otros serotipos frecuentemente implicados

en brotes y casos esporadicos.

Su resistencia a una de las clases de medicamentos mas utilizadas en el
tratamiento de las infecciones urinarias (las fluoroquinolonas) esta muy
generalizada. En el mundo hay paises en los que este tratamiento es

ineficaz en mas de la mitad de los pacientes.

Salmonella typhimurium:

El género Salmonella fue descrito a principios del siglo XX por el
bacteriélogo estadounidense Theobald Smith, recibiendo el nombre por su
jefe David Salmon. Estas se consideran bacterias entéricas, gram
negativas, que se alojan en el intestino, y su taxonomia es compleja. Su
morfologia microscépica es de bacilos, o cilindros con puntas redondeadas,

tiene un didmetro 0.7 a 1.5 ym largo 2.0 a 5.0 pm.

Actualmente, el género consiste de una sola especie, que ha sido
denominada Salmonella enterica. Esta, a su vez, esta formada por siete
subespecies, dependiendo de su capacidad para realizar diferentes

reacciones bioquimicas. Esta subdivision ha sido apoyada por varios
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meétodos de hibridacion ADN y métodos seroldgicos (Valenzuela JR et al.,
2016).

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa):

Es una bacteria gramnegativa, perteneciente a la rama de las
proteobacterias, misma a la que pertenecen las Enterobacterias, tiene un
diametro 0.4 a 0.5 pm largo 1.5 a 3.0 um (Young LJ, et al., 2017). Dentro
del género Pseudomonas (P.) podemos citar algunas otras especies como:

fluorescens, putida, syringae Yy alcaligenes.

P. aeruginosa, se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, se
puede aislar de muestras de suelo, aguas pristinas y contaminadas, asi
como de plantas y animales (Walkty A, et al., 2017). Todas las cepas son
potencialmente patégenas para el hombre y algunas pueden infectar
también a plantas como Arabidopsis thaliana y a invertebrados como
Caenorhabditis elegans. Esta bacteria es capaz de utilizar una enorme
variedad de compuestos organicos como sustrato para crecer (mas de
cien), capacidad que le permite colonizar nichos en los que son escasos los
nutrimentos. Se ha reportado el aislamiento de P. aeruginosa de ambientes
tan inhdspitos como son el combustible de avion, soluciones de clorhexidina

y el jabon.

Staphylococcus aureus (S. aureus):

Es el agente etioldgico responsable de la produccion de diversas patologias,
incluyendo infecciones de piel y tejidos blandos, bacteriemia, endocarditis,
infeccion del sistema nervioso central y del tracto genitourinario, Tiene un
diametro 0.8 a 1.5.

Por su ubicuidad y en funciéon de los procedimientos médicos y uso de

antimicrobianos, se confiere especial énfasis a su aislamiento y estudio
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epidemiologico considerando su rol primordial en las infecciones

nosocomiales (Paz REL, et al 2008).

La resistencia a los farmacos de primera linea para el tratamiento de las
infecciones (causa frecuente de infecciones graves en los centros sanitarios
y en la comunidad) es generalizada. Se calcula que los pacientes con
infecciones por S. aureus resistente a la meticilina tienen una probabilidad

de morir un 64% mayor que los pacientes con infecciones no resistentes.

En los afnos 50’s con la introduccién de la penicilina y sulfonamidas fueron
desplazados por los estafilococos como agentes principales de infeccion
intrahospitalaria. Posteriormente en los afios 70’s, predominaron los bacilos
Gram negativos, situacion que se revirti6 con la utilizacion de
aminoglucosidos y cefalosporinas. El uso de catéteres endovenosos y
terapia inmunosupresora favorecid la reaparicion de infecciones por

cocéceas Gram positivas, especialmente S. aureus resistente a meticilina

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae):

Es una bacteria gram negativa, tiene un didmetro de 0.3 a 1.0 um largo 0.6
a 6.0 um, pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae, es un patdogeno
oportunista, asociado a infecciones nosocomiales, especialmente en
pacientes inmunosuprimidos. Es el agente causal de infecciones del tracto
urinario, neumonias, sepsis, infecciones de tejidos blandos, e infecciones

de herida quirdrgica.

Las cepas de K. pneumoniae tienen el potencial para causar morbilidad y
mortalidad, particularmente en las unidades de cuidados intensivos
pediatricos y servicios quirargicos, dentro de los tratamientos utilizados para
éste tipo de infecciones se encuentran los antibidticos carbapenémicos, sin
embargo, datos emitidos por la OMS en el 2017 indican que debido a la

resistencia, en algunos paises los antibidticos carbapenémicos ya no son
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eficaces en mas de la mitad de los pacientes con infecciones por

K. pneumoniae.

» Shigella flexneri
El género Shigella se incluye en la familia Enterobacteriaceae; esta
constituido por bacilos cortos gramnegativos sin agrupacion, miden de 0.3
a 1.0 pu de diametro y de 1.0 a 6.0 p de largo; son inmoviles, no esporulan,
no presentan capsula y su DNA alcanza una similitud de hasta 70-75% en
comparacién con el de Escherichia coli, o cual indica una gran relacién con

esta Ultima especie.

En el 2017 la OMS declar6 que se ha detectado resistencia a la colistina en
varios paises y regiones, la cual es usada como ultimo recurso para el
tratamiento de infecciones potencialmente mortales por enterobacteriaceas
resistentes a los antibidticos carbapenémicos, lo que hace que las

infecciones por estas bacterias dejen de ser tratables.

3.8 Arcillas

Se consideran como un mineral natural complejo constituido, principalmente, por
una mezcla de alumino-silicatos cristalinos, a los que se denominan minerales
arcillosos, y de otros silicatos y minerales de hierro, calcio, titanio, etc.,
acompafados frecuentemente por materia organica. Actualmente se conoce que
los minerales arcillosos son numerosos y difieren entre si por su forma, estructura,
apilamiento de capas y por la simetria que presenta su red cristalina (Mufioz MRA,
et al 2007).

3.8.1 Historia

Las arcillas han sido objeto de considerables estudios por el hombre desde los
tiempos mas remotos, ya que se trata de un mineral ligado a la arquitectura y la
ceramica. El conocimiento de su constitucion y la sistematizacion de sus

propiedades comenzaron lentamente en el siglo XVIII, pero s6lo a mediados del
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siglo XIX con el descubrimiento del microscopio petrografico es cuando inicia un

decisivo progreso en el conocimiento de los minerales de arcilla.

El progreso ha sido bastante dificil ya que son un conjunto de minerales, los cuales
cada uno posee propiedades caracteristicas en cuanto a su constitucion,
composicién quimica, etc., pero ninguno de estos conocimientos en particular,
puede dar una constante de caracterizacion; esto es, ni el andlisis quimico, ni su
cristalinidad, etc. La composicidn quimica era completamente variable y la
estructura cristalina no fue considerada en los primeros tiempos ya que se suponia

gue eran cuerpos amorfos. (Klein C, et al 1996).

El concepto de “arcilla” hacia 1920 era que se trataba de un coloide, o un gel,
semejante a la caolinita. En 1923 Hadding en Suecia y Rinne, en 1924 en Alemania,

publicaron los primeros analisis de difraccion de rayos X en arcillas.

En 1924, en el servicio Geoldgico de USA, Ross y Shannon comenzaron a estudiar
un cuerpo que no era arcilla pura: la bentonita, ya que podia tomarse como una roca
también. Mediante cuidadosos andlisis quimicos y estudios épticos mediante el
microscopio petrografico, llegaron a la conclusibn que sus componentes eran
esencialmente cristalinos. En el primer congreso de la ciencia del suelo, Ross
presentd estos trabajos y constituyd una gran novedad saber que en la arcilla
existian minerales cristalinos. Ross y Kerr, en 1931, dan a conocer sus
investigaciones aplicando la difraccion de rayos X con lo cual se dio un notable

impulso a estos trabajos.

A los pocos afos el interés habia superado todas las expectativas y existian
enormes instalaciones en Gante, Bélgica, destinadas al estudio de estos problemas.
Posteriormente en 1930 se van introduciendo sucesivamente los distintos grupos
de minerales. Histéricamente le corresponde el primer lugar a la caolinita y en este
grupo, Mehmel introduce a la haloisita. Grim, por su parte entre 1930-1937

establece el conjunto de los minerales micaceos y los llama illitas.
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A partir de aqui han sido notables las contribuciones de Pauling, quien determiné
las dimensiones del reticulo y la estructura del motivo cristalino de las cloritas;
Hendricks, en sus trabajos sobre el intercambio de cationes; Kelley, quien estudio
sistematicamente los minerales de arcilla y los diferentes grupos de suelos y en
1934, Von Borris y Ruska desarrollan el microscopio electrénico y Eitel lo aplica a

las arcillas en 1936.

Las posibilidades actuales de la mineralogia de las arcillas han crecido
enormemente. Toda una tecnologia de analisis altamente refinada, permite ir
resolviendo problemas que hace poco tiempo parecian no tener solucion. Dado que
a la difraccién de rayos X se ha sumado la espectrografia de rayos X, la difraccién
de electrones, la microdifraccidn, la microscopia electronica, espectrofotometria
infrarroja de alta resolucion, asi como el analisis térmico de alta precision. (Besoain
E., 1970).

3.8.2 Clasificacion

Las arcillas se pueden clasificar considerado su armazon estructural como un
polimero inorganico constituido por dos estructuras monoméricas. Una de ellas es
un tetraedro de [SiO4]* abreviado como “T” y la otra un octaedro de alimina
[AlIO3(OH)z3]¢ abreviado como “O”. Cuando un conjunto de tetraedros comparte entre
si tres vértices formando una hoja continua, se obtendrd una hoja tetraédrica,
mientras que se obtendra una hoja octaédrica cuando dichos octaedros estén en
contacto unos con otros conformando una cara triangular. Ademas, cuando el catién
octaédrico es de tipo AI** o Fe3* el balance de carga dentro del reticulo del mineral
arcilloso requiere que solo dos de cada tres posiciones octaédricas estén llenas y la
hoja se denomina dioctaédrica. Por el contrario, cuando el cation predominante es
de tipo Mg?* o Fe?*todas las posiciones octaédricas presentan un balance de cargas
completo y la hoja se denomina trioctaédrica; resultando siete categorias las cuales
se observan en la Tabla 1. (Bernal I, et al., 2003, Rodriguez LD & Torrecillas R.,
2002, Konta J., 1995).
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Tabla 1. Clasificacion de la familia de las arcillas (Di: dioctaédrico; Tr: tioctaédrico) en
relacién con su mineralogia correspondiente.

Tipo de Grupo .
capa (X= carga) Subgrupo Minerales
11 Caolin/serpentina Caolines (Di) Caolinita, Haloisita,
' X=0 Serpentinas (Tr) Crisotilo, etc.
Talco/pirofilita Talcos (Tr) N
X=0 pirofilitas (Di) Talco, pirofilita
Esmectita Montmorillonitas(Tr) Montmorillonita
X=0.2-0.6 Saponitas (Di) saponita
- Vermiculita
- Vermiculitas . Lo
2:1 Vermiculita dioctaédricas y dioctaédrica
X=0.6-0.9 : o Vermiculita
trioctaédricas . o
trioctaédrica
Miica . Mlcas.y micas Biotita, moscovita,
fragiles dioctaédricas ’ .
X=1-2 . " clintonita
y trioctaédricas
. Clorita Cloritas dioctaédrica CImpcIoro, .
2:1:1 : i g chamosita, sudoita,
X=Variable y trioctaédricas I
nimita
2:1 Sepiolita/ Sepiolitas Sepiolita, loughlinita
. Cap_as palygorskita Palygorskitas palygorskita
invertidas
3.9. Haloisita

3.9.1 Definicién

La haloisita esta definida como una arcilla tipo 1:1 dioctaédrico con una amplia

distribucion en suelos tropicales muy hiumedos y regiones subtropicales, se forma

por la meteorizacion de varios tipos de rocas igneas y no igneas. Puede ser

considerada como un polimorfo hidratado de la caolinita con laminas curvadas que

es capaz de ubicar moléculas de agua en el espaciado interlaminar, cuya férmula
general es la siguiente Si2Al2 Os (OH)4-2H20 (Figura 11) (Carrillo AM et al., 2014).
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Figura 11. Representacion de la estructura
de los nanotubos de haloisita.

3.9.2 Estructura y morfologia.

Puede adoptar diferentes morfologias como esferas, tubos placas o listones (Figura
12). La forma tubular alargada estéa relativamente mejor cristalizada, por lo que es
la morfologia mas comunmente encontrada generando una estructura con cavidad

nanotubular (Pandey G, et al., 2017).

Figura 12. Imagen de haloisita tomada con
Microscopio de  Fuerza Atémica de Amplitud
Modulada (AM-AFM) acoplada a espectroscopia
RAMAN, sistema N8 NEOS SENTERRA, ESM-
IPN.

La forma cilindrica a causa de la curvatura de las laminas 1:1, es ocasionada por un
desplazamiento en la alineacion de la capa tetraédrica de silice unida a la capa

octaédrica de alimina. Las caras interior y exterior de las paredes del tubulo llevan
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normalmente una carga negativa neta, que funciona como un anién polivalente,
mientras que sus bordes son anfoteros con cargas negativas a pH alto y carga
positiva a un pH bajo, asi mismo, los nanotubos de haloisita poseen una estructura
altamente porosa y una gran superficie especifica, dandole propiedades

adsorbentes especificas (Tsoufis T, et al., 2017).

3.9.3 Usos

La haloisita en general es particularmente apreciada para su uso en la fabricacion
de ceramica de color blanco de alta calidad, ya que contiene un bajo contenido de
cationes de hierro y otros, que tienden a reemplazar los iones de aluminio en la capa
de gibsita, lo que provoca una decoloracion en estos materiales. Se ha investigado
también en la industria automotriz para formar el material soporte en convertidores
cataliticos de sistemas de escape. Sus nuevas propiedades fisicas y quimicas,
derivadas de la versatilidad estructural que involucra una doble capa
(aluminosilicatos), generan oportunidades para aplicaciones avanzadas en los
campos de la electronica, la catalisis heterogénea, materiales biolégicos y sistemas
funcionales; particularmente en catélisis heterogénea, la haloisita es un material
utilizado como soporte catalitico debido a las caracteristicas quimicas de la doble

capa de tipo silica-alimina que conforma el material y a sus propiedades texturales.

3.10 Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana

El principal objetivo de estas pruebas in vitro es el proporcionar una guia para el
manejo terapéutico de enfermedades infecciosas a través de la sensibilidad o
resistencia de bacterias patdgenas aerobias y anaerobias facultativas a diferentes

compuestos antimicrobianos.

Debido a que es imposible predecir la susceptibilidad de una bacteria responsable
de una determinada infeccion a los antimicrobianos, las pruebas efectuadas en el
laboratorio microbiol6gico se convierten en un instrumento esencial para el estudio

de la sensibilidad de un microorganismo a un agente antimicrobiano.

47



Existen diferentes técnicas de laboratorio que pueden ser utilizadas para evaluar in
vitro la resistencia de las bacterias a diferentes agentes antimicrobianos. Entre estas
técnicas, la prueba de susceptibilidad de difusién en disco (método de Kirby-Bauer
de difusion en agar) es la mas comun, asi como las pruebas de macrodilucién en

caldo y macrodilucién en agar.

3.10.1 Método de Kirby Bauer o método de difusion en agar

Una variedad de métodos pueden ser utilizados para medir la susceptibilidad in vitro
de los microorganismos patdgenos a los antimicrobianos, el de uso mas comudn en
los laboratorios de microbiologia es la técnica de difusion en agar estandarizado
para microorganismos de crecimiento rapido y algunos de crecimiento lento (Cona
T., 2002).

El principio del método involucra la aplicacion de una cantidad determinada de
antimicrobiano en un reservorio (disco de papel, pastillas con farmacos en estado
cristalino, etc.) en la superficie del agar sobre la cual se ha distribuido un inéculo del
microorganismo en cuestion; se formara asi, por difusion, un gradiente de
concentracion de antimicrobiano alrededor del reservorio y la sensibilidad del
microorganismo estard indicada por el tamafio de la zona de inhibicion del

crecimiento bacteriano.

El diametro obtenido dependera no solo de la sensibilidad del microorganismo y la
carga del disco, sino también del espesor de la capa de agar Mueller Hinton, de su
composicién, del pH, de la capacidad de difusién del compuesto o farmaco en ese
medio, de la temperatura, de la atmdsfera de incubacién, de la velocidad de
duplicacién bacteriana, del tamafio del inéculo, la fase de crecimiento de la bacteria,
etc. Todas estas son las variables mas importantes que afectan el resultado del

antibiograma.

Una vez colocado el disco en la superficie del agar, la difusion del antibiético se

inicia de forma instantanea y sigue hasta alcanzarse un gradiente continuo de
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concentraciones alrededor del reservorio. Este gradiente se alcanza
aproximadamente a las 6 hrs. El tamafio de la zona de inhibicion dependera del
equilibrio entre la difusion del antibiético y la velocidad de crecimiento del
microorganismo. Las recomendaciones del Comité Nacional para Estandares de
Laboratorio Clinico (NCCLS, 2002) son: colocar los discos dentro de los 15 minutos
de inoculada la placa y proceder a la incubacion de la misma dentro de los 15
minutos posteriores a la colocacion de los discos. Cualquier variacion en estos
tiempos ocasionara un desplazamiento del equilibrio antes mencionado que se
traduce en errores en el tamafio de la zona de inhibicion. Como la difusion del disco
comienza instantdneamente después de apoyado sobre el agar, estos nunca deben
levantarse para cambiarlos de lugar en el antibiograma porque seguramente ya no
tendran la carga de antibiotico o del compuesto original en estudio (Herrera ML.,
1999).

3.10.2 Indicaciones y limitaciones

El antibiograma esta indicado cuando se aisla una bacteria responsable de un
proceso infeccioso, especialmente si se sabe que este tipo de bacteria puede
presentar resistencia a los antimicrobianos méas habituales. Estas pruebas de
sensibilidad también son Utiles en estudios epidemiolégicos ya que el resultado del
antibiograma puede ser considerado como el primer marcador epidemiolégico de

gue se dispone.

El método de difusibn en agar es facil de realizar, rdpido y barato. Es una
metodologia aplicable a una amplia variedad de bacterias, fundamentalmente
bacterias aerobias no exigentes de crecimiento rapido como Enterobacteriaceae,
Pseudomonas spp., Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia,
Acinetobacter spp, Staphylococcus spp, Enterococcus spp, etc. Ademas, con
ligeras modificaciones, puede ser aplicado a Haemophilus spp., Neisseria
gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus spp. (Perilla MJ., 2004)
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3.10.3 Método de macrodilucion en agar

Las técnicas de dilucion en caldo o agar, se pueden utlizar para medir
cuantitativamente la actividad in vitro de un antimicrobiano frente a un cultivo
bacteriano. Estos métodos se basan en la preparacion de una serie de tubos o
placas con caldo o agar, respectivamente, a los cuales se les agrega el antibiético
en distintas concentraciones. Luego se inoculan cada uno de los tubos o placas con
una suspension estandarizada del microorganismo en estudio. Las pruebas se
examinan después de incubar 18 a 24 h a 35+05. °C y se determina el porcentaje
de sensibilidad y resistencia del antimicrobiano frente al microorganismo ensayado.
(Derita M, et al 2017).

3.10.4 Indicaciones y limitaciones

Los métodos de dilucibn se consideran de referencia para la determinacion
cuantitativa de la actividad de los antimicrobianos. Son los métodos indicados
cuando, ademas de la actividad inhibitoria, se quiere determinar también la actividad
bactericida. (NCCLS, 2002)

La gran cantidad de variables (dependientes del microorganismo, del medio de
cultivo del indculo) que influyen en estos métodos son responsables de oscilaciones
en el resultado final, por lo que para su correcta evaluacién es necesario que se

realicen de forma estandarizada.
En comparacion con los métodos de difusion, los métodos de dilucién son

técnicamente mas complejos y casi siempre mas caros, en particular cuando se

utilizan paneles comerciales de microdilucién.
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4. HIPOTESIS
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4. HIPOTESIS

4.1. Considerando que la estructura de haloisita es una doble capa formada por
aluminosilicatos y que esta adopta una forma nanotubular, la cual le confiere una
alta propiedad adsorbente, entonces al probarla en diferentes grupos de bacterias

se espera que presente actividad antimicrobiana.

4.2. Si las haloisitas se caracterizan por ser insolubles en agua y en disolventes no
polares, entonces al probar dos diferentes métodos de evaluacion antibacteriana se
espera que el de macrodilucion comparado con el de Kirby-Bauer permita observar

de manera mas clara la inhibicién del crecimiento bacteriano.
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5. METODOLOGIA

Los medios de cultivo utilizados en este estudio fueron marca Becton Dickinson®,
mientras que los reactivos y la nanoarcilla utilizados fueron marca Sigma Aldrich®,
los antibidticos usados como controles positivos fueron unidiscos marca BIO-RAD®
a diferentes concentraciones, ampicilina (AMP) 10 upg, amikacina (AKN) 30 ug,

tetraciclina (TET) 30 pg y cloranfenicol (CHL) 30 ug.

Las cepas en estudio fueron obtenidas de la American Type Culture Collection
(ATCC): Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Escherichia coli ATCC 25922 Shigella flexneri ATCC 12022. Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Klebsiella pneumoniae ATCC 13883. Se colocaron diferentes
cantidades de haloisita (2.5, 9.0, 25.0, 90.0, 250.0 ug), los andlisis se realizaron en
cinco repeticiones (n=5), la actividad antibacteriana de la haloisitas fue determinada
por dos métodos de Kirby Bauer o método de difusién en gar descrito por Perilla MJ,
et al., 2004, y por el método de macrodilucion en agar descrito por Malbran GC.,
2012.

Célculos
La concentracion efectiva cincuenta [CEso] de la haloisita para cada uno de los
microorganismos probados y los controles positivos empleados se calcularon a

través de la construccion de curvas-concentracion-respuesta graduales.

Andlisis estadistico.

Todos los datos se presentan como la media +/- del error estandar (n=7), la
actividad antibacteriana fue calculada usando una ANOVA bifactorial, seguida por
una prueba post hoc de Student Newman-Keuls, las diferencias fueron
consideradas significativas cuando p < 0.05. Las pruebas estadisticas se realizaron
utilizando el programa Sigma Plot 13 (Jandel Corp., SPSS Inc., San Rafael, CA,
USA).
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5.1 Preparacion de medios de cultivo
La preparacion de los medios de cultivo es especifica para cada uno de ellos y de
acuerdo a las indicaciones dadas por el proveedor.

5.1.1 Agar nutritivo

Se pesaron 64 g de medio de cultivo liofilizado/L, se hidraté con el 80% del volumen
total a preparar y una vez hidratado se complet6é el volumen final a preparar, se
calento lentamente hasta que se clarificd el medio, se esterilizé a una presion de 15
psi por 15 min, una vez que se termind de esterilizar se dejo enfriar hasta
aproximadamente 50 °C y se deposité en las cajas Petri formando una capa de
aproximadamente 7 mm de grosor, se dejaron enfriar a temperatura ambiente hasta
gue se solidificara, una vez solidificado se resguardaron en refrigeracidon a una

temperatura de aproximadamente 5 °C.

5.1.2 Agar Mueller Hinton

Para la preparacion del medio de agar Mueller Hinton se realizé siguiendo las
indicaciones del proveedor el cual nos indica que para preparar un litro de agar
Mueller Hinton es necesario pesar 38 g del medio liofilizado e hidratarlo en el 80%
del volumen a preparar de agua destilada, una vez hidratado se completd el
volumen a preparar y se calentdé lentamente hasta que se clarificé el medio, y una
vez clarificado se tap6 el matraz y se esterilizé a 15 psi por 15 min, transcurrido éste
tiempo se dejo enfriar aproximadamente a 50 °C y se depositd en las cajas Petri
formando una capa de aproximadamente 7 mm de grosor. Enfriar hasta solidificar a
temperatura ambiente y se resguardaron en refrigeraciébn a una temperatura de

aproximadamente 5 °C.

5.1.3 Caldo nutritivo.
Para la preparacion del caldo nutritivo se pesaron 26 g del polvo por cada litro de
medio a preparar, se disolvié y colocd en tubos con tapén de rosca 5 mL de medio,

se esterilizd 15 psi por 15 min, se enfriaron y mantuvieron a temperatura ambiente.
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5.2 Activacion de las cepas en estudio

La activacion de las cepas se realiz6 tomando una pequefia muestra del liofilizado
con un asa bacterioldgica estéril, posteriormente esta se introdujo en un tubo de
ensaye gque contiene el caldo nutritivo, y se deposito la muestra del liofilizado en un
tubo de ensaye, se esterilizd el asa bacterioldgica en el mechero calentandola al
rojo vivo, se incub6 a 37+1 °C durante 24 horas, una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, con un asa bacterioldgica se tomd una pequefia muestra del tubo
anterior y se inoculd una placa de agar nutritivo por medio de la técnica de estria

cruzada, para su utilizacion en la siguientes etapa.

5.3 Ajuste de la turbidez a la escala 5 de McFarland

Las cepas recién activadas (12 a 24 horas) se suspendieron en tubos con solucion
salina fisioldgica estéril hasta alcanzar la turbidez equivalente al estandar 5 de la
escala de McFarland (1.5x10° UFC/mL), este ajuste se realizd, sosteniendo la
suspensién en estudio y el estandar de 5 de la escala de McFarland frente a una luz

blanca, contra un fondo blanco, hasta igualar la turbidez.

5.4 Método de Kirby Bauer o método de difusion en agar

Se introdujo un hisopo estéril en la suspension del tubo 5, se eliminé el exceso de
suspension presionando y rotando el hisopo contra la pared del tubo, luego con el
hisopo se inocularon las placas de medio agar Mueller Hinton en toda la superficie
rotando la placa con un giro de 60 grados entre cada inoculacién, una vez hecho
esto se dej6 secar el inoculo durante 2 min y se colocaron discos de celulosa en las
placas inoculadas, y en cada uno de estos discos se agregaron 25 pL para alcanzar
las cantidades de 2.5, 9.0, 25.0, 90.0, 250.0 pg una vez colocada la haloisita se
dejaron reposara las placas a temperatura ambiente para que se adsorbiera la
haloisita (aproximadamente 5 min) se procedio a incubar durante 24 horas a 37+0.5
°C en posicion invertida, transcurrido este tiempo se midieron los diametros de los
halos de inhibicion en las cajas en las que se formaron, y registrando las

dimensiones de dichos halos. En el Esquema 2 se resume la metodologia descrita
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Esquema 2. Método de Kirby-Bauer (difusién en agar).
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Ajustar las diferentes cepas de los
microorganismos en estudio a una
turbidez equivalente al tubo 5 del
Nefelometro de McFarland

9
(1.5x10 UFC/mL)

Inocular las placas de medio agar
Mueller Hinton con los
microorganismos en estudio.

Colocar la haloisita a diferentes
cantidades 2.5, 9.0, 25.0, 90.0,
250.0 pg. en cada uno de los
discos

Incubar por24 hrsa34 £ 1 °C

Registrar el didmetro de los
halos formados
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5.5 Método de macrodilucion en agar

La preparacion del medio de cultivo que se empled durante esta metodologia se
realizé de la misma forma en que se describe, una vez que el agar Mueller Hinton
se encontraba fundido se adicionaron las diferentes concentraciones de haloisita
hasta alcanzar las cantidades deseadas las cuales fueron de 2.5, 9.0, 25.0, 90.0,
250.0 ug en cada una de las placas, esta mezcla agar-haloisita se esterilizo a 15 psi
durante 15 min, una vez transcurrido el tiempo se dejé enfriar a temperatura
ambiente hasta que alcanzara aproximadamente 60°C y se deposito en cajas Petri
con una profundidad de 4.0-5.0 mm, posteriormente se dejaron solidificar a
temperatura ambiente y se colocaron en la incubadora a 37 = 0.5 °C durante 12
horas para comprobar la esterilidad.

Para esta prueba se utilizaron las cepas mencionadas con anterioridad, se activaron
y se ajustaron al tubo 5 de la escala de McFarland y se realizaron las siguientes
diluciones, de la misma forma descrita con anterioridad. Una vez ajustadas las
cepas se realizaron diluciones seriadas hasta 102, posteriormente con una pipeta
automatica se tom6 0.1 ml de la diluciéon de 1012y por sembrado masivo se esparcio
la muestra en toda la superficie de la placa. Esto se realizé por triplicado para cada
una de las cepas. Una vez inoculadas las placas incubaron en posicion invertida

durante 24 horas a 37 + 0.5 °C. Esquema 3.
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Esquema 3. Método de macrodilucion en agar.
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1 7

TUNITUTUITUN R VUNTTET

4
=

i
ﬂ%q

Ajustar las diferentes cepas de los
microorganismos a una turbidez
equivalente al tubo 5 del
Nefelometro de McFarland

9
(1.5x10 UFC/mL)

Realizar diluciones seriadas hasta
12
1x10

Las placas con medio de cultivo
agar Mueller Hinton y diferente
cantidad de haloisita (2.5, 9.0,
25.0, 90.0, 250.0 L), se
Inocularon con 0.1 mL de la

12
dilucion 1x10

Incubar por 24 hrs a 34 £ 0.5°C

Realizar un recuento de las
unidades formadoras de colonias
en cada una de las placas y
registrar los resultados en
UFC/mL.
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5.6 Diagrama de flujo

Metodologia

A 4

Preparacion de medios de cultivo (Agar nutritivo,
Agar Mueller Hinton y Caldo nutritivo)

P. aeruginosa ATCC 27853, S. typhimurium
ATCC 14028, E. coli ATCC 25922, S. flexneri
ATCC 12022, S. aureus ATCC 25923 y K.
pneumoniae ATCC 13883

A 4

Activacién de las cepas

A 4

Tomar una pequefia muestra del liofilizado con un
asa bacterioldgica estéril y colocarla en un tubo de
ensaye con caldo nutritivo e incubar T=37 £ 1°C,
t=24 hrs

A 4

Tomar una muestra con un asa bacterioldgica e
inocular por estria cruzada una placa de agar
nutritivo e incubar T=37 + 1°C, t= 24 hrs

A 4
Suspender las cepas recién activadas en tubos de
SSFE hasta alcanzar la turbidez equivalente al
estandar 5 de la escala de McFarland (1.5x10°
UFC/mL)

l
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Método de Kirby Bauer
(difusién en agar)

A 4

Introducir un hisopo estéril en la suspensién
del microorganismo e inocular en cajas con
agar Mueller Hinton por sembrado masivo

Y

Colocar discos de celulosa en las placas
inoculadas rotando 60° entre cada uno, en
cada disco agregar 25 pl para alcanzar las

cantidades de 2.5, 9, 25.0, 90.0, 250.0 ug de
haloisita

A 4

Colocar en el centro el disco con el
antibidtico correspondiente a la cepa
utilizada, dejar reposar 5 minutos para que
se absorba la haloisita e incubara T=37
1°C, t= 24 hrs

Y

Medir el didmetro de los halos formados y
registrar sus dimensiones

T1: Inactivar en
autoclave a 121 +1°C/
30 min y desechar en
el contenedor
municipal.

B

l

R1: Cajas
Petri
inoculadas
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Método de macrodilucion
en agar

A 4

Al agar Mueller Hinton adicionar diferentes
cantidades de haloisita hasta alcanzar 2.5, 9.0,
25.0,90.0y 250 pg

A 4

Esterilizar la mezcla agar- haloisita a 15 psi-
121 £ 1°C durante 15 min, enfriar a
temperatura ambiente, vaciar en cajas Petri
con una profundidad de 4.9-5.0 mm

A 4

Dejar solidificar las placas a temperatura
ambiente e incubar a 37 £ 0.5°C durante 12
hrs para comprobar esterilidad

A\ 4

Realizar diluciones seriadas hasta 10'2con la
suspensién del microorganismo ajustado al
tubo 5 de McFarland, tomar 0.1 mLy
esparcirlo en toda la superficie de la placa

A\ 4

Incubar por 24 hrs a 37 + 0.5°C, realizar
recuento en cada placa y registrar las
UFC/mL

T1: Inactivar en
autoclave a 121 +1°C/
30 min y desechar en
el contenedor
municipal.

d
)

Realizar el analisis estadisticoy comparar
métodos

R2: Cajas
Petri
inoculadas
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6. RESULTADOS
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6.1 Resultados de la actividad antimicrobiana de la haloisita por el método de
Kirby Bauer.

A continuacion, se presentan los calculos de la actividad antimicrobiana expresada
como [CE]so, para cada microorganismo en estudio (Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922,
Shigella flexneri ATCC 12022, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883). Las cantidades de haloisita utilizadas en todos los
experimentos fueron: (2.5, 9.0, 25.0, 90.0, 250.0 ug), mientras que los antibidticos
usados como controles positivos fueron diferentes de acuerdo a la bacteria

analizada.

A modo de ejemplo se muestran los célculos realizados para conocer la [CE]so para

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Céalculo de la Concentracion efectiva cincuenta para Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

En la Grafica 1A, se pueden observar los valores promedio de los halos de
inhibicién: (13.428 + 2.04, 15.714 + 2.20, 14.375 + 2.32, 13.555 + 1.84, 14.555 +
1.95, 25.666 + 0.667 mm), en funcion de la cantidad de haloisita (2.0, 9.0, 25.0, 90.0,
250.0 y control positivo 30 pg de amikacina), nétese, que en ninguna de las
concentraciones probadas hubo diferencia significativa, sin embargo, al
compararlas con el control, éste presentd una actividad antimicrobiana de 1.6 veces
mayor que la haloisita (A vs B, p < 0.05), asi mismo, se puede observar que la

actividad antimicrobiana no fue dependiente de la cantidad de haloisita.

En el Anexo 1, se presentan los céalculos realizados para calcular la [CE]so, asi como
las graficas y resultados completos de las cepas Salmonella typhimurium ATCC
14028, Escherichia coli ATCC 25922, Shigella flexneri ATCC 12022,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Klebsiella pneumoniae ATCC 13883. Cabe

resaltar que los calculos se realizaron de la misma forma como se llevaron a cabo
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en el ejemplo que se muestra a continuacion para Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

30.000
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E 25000
c
©
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z
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ANK

Mg de haloisita

Grafica 1A. Efecto inhibitorio de la haloisita probada en Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Cada punto representa la media de n=7 +
SEM, literales diferentes p < 0.05, ANOVA bifactorial, seguida de una
prueba Post hoc Bonferroni.

En la Tabla 2, se presentan los resultados promedio de los halos de inhibicion
formados + el error estandar (EE) a diferentes cantidades de haloisita evaluadas,
para las diferentes cepas en estudio. los calculos y resultados para todas las cepas

se pueden ver en el Anexo 1.
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Tabla 2. Valores promedio de los halos de inhibicién (mm) de las

estudiadas a distintas cantidades de haloisita (ug).

Haloisita
(H9)
Media
(mm)
Media del
Error Estandar
(mm)

Media
(mm)
Media del

Error Estandar
(mm)

Media
(mm)
Media del
Error Estandar
(mm)

Media
(mm)
Media del
Error Estandar
(mm)

Media
(mm)
Media del
Error Estandar
(mm)

Media
(mm)
Media del
Error Estandar
(mm)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

2.500 9.000 25.000 90.000 250.0
13.428 15.714 14375 13.555 14.555
2.040 2.200 2.320 1.840 1.950

Shigella flexneri ATCC 12022
10.875 10.875 11.125 11.500 11.625
0.295 0.295 0.718 0.189 0.620

Salmonella typhimurium ATCC 14028

14571 @ 13.625 14.000 14.166 12.800

2.440 1.750 2.370 2.460 2.080
Escherichia coli ATCC 25922

9.777 10.000 @ 10.555 9.666 10.500

0.547 0.471 0.669 0.667 0.655

Staphylococcus aureus ATCC 25923

12500 14.375 16.250 17.250 14.750

0.860 1.600 1.670 1.780 1.550

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

12.000 11.200 10.200 11.000 12.833

1.030 1.070 1.320 0.960 1.510

diferentes bacterias

Control

Amikacina 30 ug

25.666
0.667

Ampicilina 10 pg

21.666
0.333

Tetraciclina 30 ug
18.666
1.430

Ampicilina 10 pg
13.750
2.10

Cloranfenicol 30 ug
31.500
2.990

Tetraciclina 30 ug
5.101
0.140
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Diametro de los halos (mm)

La Grafica 1B fue construida con los resultados de la Tabla 2, en donde se pueden
observar los valores promedios de los didmetros de los halos de inhibicion + EE, en

funcion de la cantidad de haloisita para cada cepa bacteriana en estudio.

Notese que en ésta misma gréafica la respuesta inhibitoria para Shigella flexneri
ATCC 12022 fue dependiente de la cantidad de haloisita, mientras que para las
cepas Salmonella typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 no se

presento éste mismo comportamiento.

20.000
18.000
16.000 [
T
14.000 J( | H !
' T -
! : —
12000 £ 3 i_|
PR 1 1
10.000 T % = +
L L
8.000
6.000
4.000
2.000
0.000
0.000 50.000 100.000 150.000 200.000 250.000 300.000
Mg de haloisita
—o—Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae
Salmonella typhimurium Escherichia coli
e—Pseudomonas aeruginosa Shigella flexneri

Gréfica 1B. Resultados del método de difusiéon en disco.
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La Gréfica 1C, fue construida para conocer el punto maximo de inhibicion de la
haloisita para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, en donde se muestran los
logaritmos de la media de los halos de inhibicién formados (1.1280, 1.1962, 1.1576,
1.1321, 1.1630) en funcion de los logaritmos de las cantidades de haloisita usada
(0.3979, 0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39).

1.3
Log de la
respuesta
1.25 maxima de
inhibicion. X' max = 1.1962
) 1.2
o
<
e
»n 1.15
o
()
©
o) 1.1
)
IS
@ 1.05
©
O
©
o 1
o
—
0.95
0.9
0 0.5 1 15 2 2.5 3

Log de la cantidad de haloisita

Gréfica 1C. Log de la concentracion de haloisita vs log del diametro de los
halos para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

En la Gréafica 1D, se presentan los valores de Y corregida en funcion del log de la
cantidad de haloisita para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, donde el valor
de la ordenada fue calculado con la Ecuacién 1. Una vez conociendo la ecuacién

de la recta se calculd la [CE]so, es decir, la cantidad de haloisita que se requiere
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para inhibir el 50% del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y

ésta fue de 1.24 ug.

Xo

Y corregida = Log [ ] “(H) «enenn. Ecuacién 1

Xmax_Xo

Donde:
Xo = corresponde a los logaritmos de los halos formados a las diferentes
cantidades de haloisita, (1.1280, 1.1576, 1.1321, 1.1630).
Xmax = El log del valor de la respuesta maxima (log del halo de inhibicion mayor
fue de 1.1962).
H = El logaritmo de la cantidad de haloisita empleada en cada uno de los halos
formados fueron: 0.3979, 0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39.

3.5
y = 1.5068x - 0.1434

3 R2=0.9621

25

15

Y Corregida
N

0.5
0 0.5 1 15 2 2.5 3
Log de la cantidad de haloisita

Gréfica 1D. Dosis respuesta para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

En la Tabla 3, se muestra el concentrado de los resultados de las [CE]so de

haloisita, calculadas para cada microorganismo, asi como la [CE]so de los
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antibioticos usados, la sensibilidad. la inhibicidn, y la resistencia reportados por el

Comité Nacional para Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS) en 2017.

Cabe resaltar que en el Anexo 1 se presentan los calculos realizados para conocer

la [CE]s0o de cada cepa estudiada y que éstas fueron calculadas de la misma forma

como se explico en este ejemplo.

Tabla 3. Concentracion efectiva 50 [CE]so calculada de la haloisita para las diferentes

bacterias.
Microorganismo Dimensiones del [CE]sode pg de control [CE]so para el Sensibilidad
microorganismo | haloisita en utilizado por antibiotico del antibidtico
(um) (ug) (ver método de usado como usado como
Anexo 1) sensidisco control en pg control
(NccLs, SIIR
2017) (NCCLS, 2017)
Pseudomonas | @de0.4a0.5 1.24 Amikacina 2.0 S
aeruginosa Lde15a3.0 30 ug
ATCC 27853
Shigella flexneri | @ de 0.3a 1.0 1.86 Ampicilina 1.0 S
ATCC 12022 Lde 1.0a6.0 10 pg
Salmonella dde0.7alb 4.30 Tetraciclina 4.0 S
typhimurium Lde2.0a5.0 30 ug
ATCC 14028
Escherichiacoli | ddel.l1al5 2.01 Ampicilina 2.0 |
ATCC 25922 Lde2.0a6.0 10 pg
Staphylococcus | @ de 0.8a 1.5 1.05 Cloranfenicol 4.0 S
aureus 30 pg
ATCC 25923
Klebsiella dde0.3al0 1.40 Tetraciclina 0.5 R
pneumoniae Lde0.6a6.0 30 ug
ATCC 13883
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6.2 Resultados de la actividad antimicrobiana de la haloisita por el método
Macrodilucion en agar.

Para calcular la [CE]so por el método macrodilucién en agar se realizaron los mismos
calculos que se presentaron por el método de sensidiscos, para Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, mientras que los célculos para Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhimurium ATCC 14028

se muestran en el Anexo 2.
En la Tabla 4 se presenta el crecimiento del microorganismo en unidades

formadoras de colonias (UFC/mL) en funcion de las cantidades de haloisita
adicionadas: (2.5, 9.0, 25.0, 90.0, 250.0 pg) = SEM.
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Tabla 4. Resultados del método de macrodilucién en agar.

Microorganismo
de prueba
Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853
Media del Error
Estandar
Staphylococcus
aureus
ATCC 25923
Media del Error
Estandar
Escherichia coli
ATCC 25922
Media del Error
Estandar
Salmonella
typhimurium
ATCC 14028
Media del Error

Estandar

Blanco

6x101t
UFC/mL

1.6x10°
UFC/mL
5.9x10%!
UFC/mL

8.95x10%°
UFC/mL
3.5x10%
UFC/mL

3.18x10%°
UFC/mL

3.72x10%
UFC/mL

1.128x10%
UFC/mL

Haloisita
2.0 ug
1.7x10%°
UFC/mL”

3.18 x10°
UFC/mL
7.9x10%°
UFC/mL

1.832x10%°

UFC/mL
1.85x10%
UFC/mL
1.462x10°
UFC/mL
3.28x10%
UFC/mL

1.165x10°
UFC/mL

Haloisita
9.0 ug
1.7x10%°
UFC/mL

2.603x10°
UFC/mL
5.7x10%°
UFC/mL

4.807x10°
UFC/mL

1.75x10%
UFC/mL

1.443x10°
UFC/mL
3.2x10
UFC/mL

6.92x10°
UFC/mL

Haloisita
25 pg
1.5x10%°
UFC/mL

3.18 x10°
UFC/mL
5x10%°
UFC/mL

2.0 x10°
UFC/mL
2.25x10%
UFC/mL
1.121x10°
UFC/mL
3.66x10"!
UFC/mL

1.936x10°
UFC/mL

Haloisita Haloisita
90 ug 250 ug
1.1x10%° 1.2x10%°
UFC/mL UFC/mL
4.667x10° 2.8 x108
UFC/mL UFC/mL
3.6x10%° 1.7x10%°
UFC/mL UFC/mL
3.646x10° 2.028 x10°
UFC/mL UFC/mL
1.82x10*  1.62x10
UFC/mL UFC/mL
1.249x10° 2.0881x10°
UFC/mL UFC/mL
1.44x10*  2.11x10%
UFC/mL UFC/mL
1.0x10°  3.797x10°
UFC/mL UFC/mL

La Gréafica 2A, muestra el comportamiento grafico de los valores promedio del

crecimiento (UFC/mL) microbiano, en funcién de la cantidad de haloisita utilizada

por el método de macrodilucion en agar.
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Grafica 2A. Efecto inhibitorio de la haloisita para el método de macrodilucién
en agar. Cada punto representa la media de n= 7 + SEM, ANOVA
bifactorial, seguida de una prueba Post hoc Tukey. Literales diferentes p
< 0.05, diferencias significativas.

Los resultados muestran un efecto inhibitorio de la haloisita a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 en todas las dosis probadas, observandose la maxima
respuesta inhibitoria a 90.0 pg (1.1x10%° + 4.667x10° UFC/mL) y la menor a 9.0 ug
(1.7x101°+ 2.603x10° UFC/mL), asi mismo, se puede observar que la respuesta fue
independiente de las cantidades de haloisita probadas (2.5, 9.0, 25.0, 90.0 y 250.0
ug). El analisis estadistico mostré que existen diferencias significativas al
compararse con el control (p < 0.05) pero no entre las concentraciones de haloisita.
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Log de las UFC/mI

Para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 en la Grafica 2B. Se presentan los
logaritmos de la media de las UFC/mL (11.7781, 10.23, 10.23, 10.176, 10.0413,
10.07918) en funcién de los logaritmos de las cantidades de haloisita (0.3979,
0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39),

En la Grafica 2C, se muestra la gréfica dosis respuesta, donde la ordenada esta
dada por la Ecuacion 1.

Y corregida = Log [x Xo - ] “(H) ooenenn Ecuacion 1
max~— 20
Donde:
Xo = logaritmo de la media las UFC/mL (10.23, 10.23, 10.176, 10.0413,
10.07918).

Xmax= El log valor de la maxima respuesta (11.7781).
H = ellogaritmo de la cantidad de haloisita empleada (0.3979, 0.9542, 1.3979,
1.9542, 2.39).

13
12
11

10

0 0.5 1 15 2 25 3
' Log de la cantidad de haloisita

Grafica 2B. Log de la concentracion vs el log de las UFC/ml Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.
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Y corregida

1.8

1.6 y =0.7522x + 0.0463
R2=0.9985
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Grafica 2C. Gréfico de dosis respuesta para Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

Con los resultados de la Ecuacién 2 (porcentajes de resistencia), se construy6 la
Grafica 2D en la cual se muestra el perfil de sensibilidad de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 frente a la haloisita. Los resultados del resto de las

bacterias en estudio calcularon de la misma forma y se presentan en el Anexo 2.

. . X .,
% de resistencia = —— -100.....Ecuacion 2

max

Donde:
Xo= Las UFC/mL para cada una de las cantidades de haloisita empleadas
(6x10%%, 1.7x10%°, 1.7x10%°, 1.5x10%9, 1.1x10%°, 1.2x10%° UFC/mL).
Xmax= Las UFC/mL en el blanco (6x10'! UFC/mL).
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% de sensibilidad = 100 — % de resistencia....Ecuacion 3

Los porcentajes de resistencia para cada una de las cantidades de haloisita
empleadas para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 son 100.0, 2.8, 2.8, 2.5,
1.8, 2.0 %, mientras que los porcentajes de sensibilidad para cada una de las
cantidades de haloisita son 0.0, 97.2, 97.2, 97.5, 98.2, 98 %.

100

97.2 97.2 97.5 98.2 98
9
8
7
6
5
4
3
2
1 0 2.8 2.8 2.5 1.8 2
0
0 2.5 9 25 90 250

pg de halosita

o O O O o o o o

Porcentaje de resistenciay sensibilidad
o

% de resistencia m % de sensibilidad

Grafica 2D. Perfil de sensibilidad de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
a la haloisita natural.
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7. ANALISIS DE RESULTADOS Y
DISCUSION
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7.1. Andlisis para el método de difusiéon en disco Kirby-Bauer.

El desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos es de suma importancia ya que es
una propuesta de solucion para mitigar el creciente desarrollo de resistencia de los
microorganismos patdgenos para el ser humano, por lo cual en este trabajo se
estudia la capacidad de los nanotubos de haloisita natural como un posible nuevo

agente antimicrobiano.

Como se ha mencionado en este proyecto se evalu6 la capacidad antimicrobiana
de la haloisita mediante dos métodos de andlisis, primero por el método de difusién
en discos conocido como Kirby Bauer, y como segundo método el de macrodilucién
en agar en diferentes microorganismos (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Shigella flexneri ATCC 12022, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883).

Los resultados presentados para Pseudomonas aeruginosa indicaron que a pesar
de que la haloisita presentd cierta capacidad inhibitoria, ésta no fue
estadisticamente mejor que la amikacina (30 pug) usada como control, asi mismo, la

respuesta a la inhibicién presentada no fue dependiente de la cantidad de haloisita.

En el Anexo 1y en las Tablas 2 y 3 se puede ver el comportamiento grafico para
cada cepa estudiada, que fue como se describe a continuacion:

Shigella flexneri ATCC 12022. Esta cepa present6 la mayor inhibicion en 250 ug de
haloisita con un halo de 11.625 + 0.620 mm, mientras que, comparado con el control
positivo utilizado, ampicilina a una concentracion de 10 pg es 1.86 veces menor ya
gue ésta presenté un halo mayor de 21.666 + 0.333 mm, mostrando diferencias
significativas entre las cantidades de haloisita probadas y el control (p < 0.05), pero
no entre las diferentes cantidades probadas, también se observa que conforme se
incremento la cantidad de haloisita aumento el halo de inhibicidon por lo que hay un

efecto dependiente de las concentraciones de haloisita utilizadas.
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Para Salmonella typhimurium ATCC 14028. La maxima inhibicion se presento6 a 2.5
ug de haloisitay fue de 14.571 + 2.44 mm, sin embargo, a medida que se incremento
la cantidad de haloisita no se observa un efecto dependiente de las cantidades de
haloisitas probadas, asi mismo, el andlisis estadistico mostré que no hubo diferencia
significativa entre las cantidades de haloisita probadas, ni con el control, y que a
pesar de que la [CEso] = 4.3 ug fue ligeramente mayor para la haloisita comparada
con el control (tetraciclina, [CEso] = 4.0 pg), no fueron significativamente diferentes
p > 0.05, pudiendo resultar la haloisita una alternativa para aquellas personas que
presentan cierta resistencia a tetraciclina, para tratar enfermedades producidas por
Salmonella typhimurium, ya que su efecto inhibitorio es practicamente igual que el

de la tetraciclina.

Escherichia coli ATCC 25922. Para ésta cepa se utiliz6 como control ampicilina a
10 pg, el cual formé un halo de 13.750 + 2.10 mm, mientras que la haloisita alcanzo
la maxima inhibicion a 25 pg y un halo de 10.555 + 0.669 mm, esto es 1.3 veces
mayor la ampicilina, sin embargo, el analisis estadistico indicé que no hubo
diferencias significativas entre las cantidades de haloisita probadas ni el control, por
lo que, aunque la [CEso] para el control es de 2.0 pg y para la haloisita de 2.01 pg,
no son significativamente diferentes entre si p > 0.05, de modo que la haloisita
probada podria ser una alternativa para la ampicilina en el tratamiento de

enfermedades producidas por E.coli.

Para Staphylococcus aureus ATCC 25923. La maxima inhibicion se observé a 90
Kg, con un halo de inhibicion de 17.250 = 1.780 mm, la respuesta inhibitoria no fue
dependiente con las cantidades de haloisita probadas, sin embargo, el andlisis
estadistico mostré una diferencia significativa entre éstas y el control (p < 0.05)
cloranfenicol a una concentracion de 30 pg, formé un halo de 31.500 £ 2.990 mm
siendo 1.83 veces mayor. Con respecto a la [CEso] calculada para la haloisita
muestran que fue por debajo (1.05 ug) de la presentada por cloranfenicol, usado
como control (4.0 ug), esto puede deberse a la morfologia de la bacteria en forma
de cocos, que permite mayor adsorcion debido a mayor contacto entre ésta y la

haloisita, inhibiendo de manera mas efectiva.
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Klebsiella pneumoniae ATCC 13883. Para esta cepa se usO como control
tetraciclina a una concentracion de 30 pg, que de acuerdo a lo reportado en NCCLS
en el 2017, es una cepa resistente a este antibiotico, esto se comprobo6 en la Gréafica
1P, en la que se observa un pequefio halo de inhibicion (5.101 + 0.140 mm), que
comparada con la cantidad de haloisita que presentd6 mayor halo de inhibicion, es
2.5 veces menor (12.833 + 1.510 mm), la respuesta de la bacteria a las diferentes
cantidades de haloisita no fue dependiente de la cantidad usada y los resultados
mostraron que no hubo diferencia significativa entre las diferentes cantidades
probadas, ni con respecto al control. En relacion a la [CEso] calculada de haloisita
para esta bacteria, los resultados mostraron que ésta fue mayor (1.40 pg), mientras
que la tetraciclina fue de 0.5 pg, esto es lo légico ya que como se comentd

anteriormente Klebsiella pneumoniae, es resistente a tetraciclina.

En la Tabla 3, se observa que la haloisita presenta un efecto inhibidor en todos los
microorganismos estudiados, notese que la [CEso] para Staphylococcus aureus
(1.05 pg) < Pseudomonas aeruginosa (1.24 ug) < Klebsiella pneumoniae (1.4 pg) <
Shigella flexneri (1.86 pg) < Escherichia coli (2.01 pg) < Salmonella typhimurium
(4.3 pg), esto indica que el microorganismo con mayor sensibilidad a la haloisita fue
Staphylococcus aureus y el que presentd menor sensibilidad fue Salmonella

typhimurium.

Al comparar las [CEso] obtenidas para las diferentes cepas y los antibi6ticos usados
como control se puede observar que para Shigella flexneri vs ampicilina (1.86 vs
1.0), Klebsiella pneumoniae vs tetraciclina (1.40 vs 0.5), Pseudomonas aeruginosa
vs amikacina (1.24 vs 2.0), Staphylococcus aureus vs cloranfenicol (1.05 vs 4.0),
fueron significativamente diferentes y que a pesar de que la haloisita tuvo cierta
actividad antimicrobiana no fue estadisticamente mejor que los controles usados.

En el caso de Salmonella typhimurium vs tetraciclina (4.30 vs 4.0), Escherichia coli
vs ampicilina (2.01 vs 2.0), la respuesta inhibitoria de la haloisita fue practicamente

igual a los controles ya que no se encontraron diferencias significativas.
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Considerando las dimensiones reportadas en la literatura para cada cepa evaluada,
se observa que existe una relacion entre la actividad y el tamafio de las bacterias
estudiadas. Las bacterias de dimensiones pequeias presentan una actividad mayor
con respecto a las bacterias mas grandes que presentaron una actividad menor,
esto puede estar relacionado con la capacidad de adsorcion de la haloisita, es decir,
a menor tamafio existe una mejor interaccion, un mejor acomodo y una mayor
superficie de contacto, potenciando su efecto inhibidor gracias a sus caracteristicas
adsorbentes. Asi mismo, es importante considerar la morfologia de las bacterias
estudiadas, las formas bacilares interactian de manera diferente a la morfologia de
cocos 0 cocobacilar, las cuales, al acomodarse en torno a los nanotubos su

adsorcién pudiera ser diferente potenciando o inhibiendo su efecto.

Otros factores que pudieran estar relacionados con el efecto inhibidor de la haloisita,
es que su capacidad adsorbente se modifique con las condiciones presentes en el
medio ambiente microbiano (pH, temperatura, humedad relativa, etc.) el cual esta

estrictamente relacionado al desarrollo de los microorganismos.

Finalmente, en relacion a la sensibilidad de los microorganismos a los antibioticos
controles se observa que como es el caso de Staphylococcus aureus han generado
una resistencia a multiples agentes antimicrobianos por el uso excesivo de los
mismos, la [CEso] es mayor que en el uso de la haloisita en cuyo caso se requiere
una menor cantidad para inhibir en la misma medida el crecimiento, otro de los
casos importantes a mencionar es el caso de Pseudomonas aeruginosa el cual es
un microorganismo que presenta multiples resistencias a los antibiéticos dificultando
su tratamiento, donde se necesitan nuevas formas de contrarrestar dicha resistencia

como es el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos.
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7.2. Andlisis para el método de macrodilucién en agar.

En el Anexo 2, en la Tabla 4 y en la Grafica 2A se muestran graficamente los

resultados obtenidos para éste método y se describen a continuacion:

Staphylococcus aureus ATCC 25923, para ésta cepa se observo la mayor respuesta
inhibitoria a 250 pg (1.7 x 1019+ 2.028 x 10° UFC/mL) y la menor a 2.0 pg (7.9 x 101°
+ 1.832 x 10%° UFC/mL), también se observa que la respuesta inhibitoria de la
haloisita frente a ésta cepa fue dependiente de la concentracién, sin embargo, el
andlisis estadistico muestra que existen diferencias significativas entre el blanco y
las concentraciones 9.0 ug, 25 pug, 90 pug y 250 pg (p < 0.05) y entre la primera

concentracion (2.0 pg) y éstas.

Para Escherichia coli ATCC 25922, se observo que la mayor respuesta inhibitoria
fue a la concentracion de 250 pg (1.62 x 101 + 2.0881 x 10° UFC/mL) y la menor
respuesta se presentd a la concentracion de 25 pg (2.25 x 10 + 1.121 x 10°
UFC/mL), demostrando que el comportamiento de esta cepa no es dependiente de
la dosis y no existen diferencias significativas entre las dosis ni el control, por lo que,
a pesar de que la haloisita si inhibe el crecimiento no es estadisticamente

significativo (p > 0.05).

Salmonella typhimurium ATCC 14028 en este caso la mayor respuesta inhibitoria
fue a la concentraciéon de 90 pg (1.44 x 10! + 1.0 x 10° UFC/mL), mientras que la
menor respuesta inhibitoria corresponde a la concentraciéon de 25 g (3.66 x 10! +
1.936 x 10° UFC/mL) de modo que el comportamiento de esta cepa no es
dependiente la concentracion y no hay diferencias significativas entre el control y
las cantidades de haloisita utilizadas (p > 0.05).

Enla Tabla 4 se observan los resultados y como a mayor concentracion de haloisita
se presenta un efecto de inhibicibn notable en el crecimiento de los
microorganismos en estudio donde el efecto es mayor para Pseudomonas

aeruginosa > Staphylococcus aureus > Escherichia coli > Salmonella typhimurium,
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esto concuerda con los resultados obtenidos con el método anterior donde se
establecio la relacién que presentan las dimensiones de los microorganismos con
respecto al efecto de la haloisita, asi mismo se observa de manera directa como es
gue la haloisita esta inhibiendo el crecimiento de los diversos microorganismos en

estudio.

Al realizar un andlisis comparativo entre las [CEso] obtenidas por el método de
difusibn en agar, y las obtenidas por el método de macrodilucion en agar,
observamos que estas son diferentes a pesar de utilizar las mismas
concentraciones de haloisita, esto puede ser debido a que la haloisita es un
compuesto altamente insoluble, por lo que, interfiere en su capacidad de difusién,
disminuyendo su actividad. En el método de macrodilucion en agar, la haloisita se
encuentra de manera uniforme en toda la superficie del agar, lo cual favorece su
actividad, esto se puede apreciar en las graficas de los perfiles de sensibilidad para
cada uno de los microrganismos las cuales nos muestran que a pesar de utilizar
una baja concentracion de haloisita ésta tiene un alto potencial de inhibicién en los

microorganismos empleados.
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8. CONCLUSIONES
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Las arcillas se componen de particulas de aluminosilicatos y varios oligoelementos
que promueven la accidn absorbente, sanadora, antiséptica y diversos beneficios a
la salud: procesos digestivos (emulsiones), en proteccion y limpieza de la piel

(blogueadores solares y exfoliantes).

Los minerales arcillosos pueden afectar el metabolismo bacteriano indirectamente
mediante la alteracion de las propiedades fisico-quimicas de un entorno especifico
o directamente a través de interacciones superficiales. Asi, las propiedades
fisicoquimicas de las arcillas hidratadas se centran en las extraordinarias
propiedades adsorbentes de los minerales arcillosos y en su dimminuto tamafo de
particula (< 2,0 um), estos productos geoldgicos naturales tienen una gran superficie
(cientos de m? / g de arcilla) con altas concentraciones de iones y compuestos
situados en las superficies, lo que las hace atractivas como agentes antimicrobianos
(Wei JC, et al., 2014, Dario GM, et al., 2014).

Se evaluo la actividad antimicrobiana de una haloisita natural mediante dos métodos
diferentes en los que, de acuerdo a los resultados obtenidos, se concluye que el
método de macrodilucion fue mejor que el método de sensidiscos también conocido
como Kirby Bauer, esto pudiera ser debido a que por el método de macrodilucién
se encuentra mejor distribuida la haloisita tieniendo una mayor superficie de
contacto con los microorganismos evaluados a diferencia del método Kirby Bauer,
el cual se caracteriz6 porque la haloisita se encuentra soportada en un sensidisco,
que aunado a su baja solubilidad existe una menor difusion ya que es insoluble en

el material que lo soporta (agar Mueller Hinton).

La haloisita tuvo un efecto inhibidor similar o mejor que la tetraciclina usada como
control en Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Klebsiella pneumoniae ATCC
13883 y que la ampicilina en Escherichia coli ATCC 25922 pudiendo ser una
alternativa para el tratamiento de enfermedades producidas por estos

microorganismos o0 para personas que presentan resistencia a éstos antibioticos.
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Finalmente es importante mencionar que los objetivos planteados en este estudio
se cumplieron ya que se pudo evaluar la capacidad antimicrobiana de nanotubos de
haloisita natural mediante los dos métodos, asi mismo se determiné la [CEso], la

sensililidad y la resistencia de la haloisita en diferentes cepas bacterianas.
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ANEXO 1

Resultados de la actividad antimicrobiana de la haloisita por el método de
Kirby Bauer.

En el siguiente anexo se muestran las diferentes graficas empleadas para el calculo
de la concentracion efectiva cincuenta para el resto de microorganismos en estudio
(Shigella flexneri ATCC 12022, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883) Por el método de Kirby-Bauer.

Para Shigella flexneri ATCC 12022, se utilizé6 ampicilina (10 pg) como control
positivo. En la Tabla 2, se presentan los resultados de la media y error estandar de
los halos de inhibicion formados a las diferentes cantidades. En la Gréafica 1E, se
muestran las medias de los halos de inhibicion y los errores estandar a las
diferentes cantidades de haloisita y control positivo usados en este trabajo: (2.0,
9.0, 25.0, 90.0, 250.0 y Control 10 ug), y los halos de inhibicién (10.875 + 0.295,
10.875+0.295, 11.125+0.718,11.5 £ 0.189, 11.625 + 0.620, 21.666 + 0.333 mm).

En la Gréafica 1F se presentan los logaritmos de la media de los halos de inhibicion
formados (1.0364, 1.0364, 1.0463, 1.0606, 1.0653) en funciéon de los logaritmos de
las cantidades de haloisita usada (0.3979, 0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39), En la
Gréfica 1G, se muestra el gréfico dosis respuesta para Shigella flexneri ATCC

12022 donde la ordenada esta dada por la Ecuacion 1:

Donde:
Xo = corresponde a los logaritmos de los halos formados a las diferentes
cantidades de haloisita, (1.0364, 1.0364, 1.0463, 1.0606).
Xmax = El log del valor de la maxima respuesta (halo mas grande = 1.0653).
H = El logaritmo de la cantidad de haloisita empleada en cada uno de los halos
formados (0.3979, 0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39),
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Grafica 1E. Efecto inhibitorio de la haloisita probada en Shigella flexneri ATCC
12022. Cada punto representa la media de n= 7 + SEM, literales
diferentes p < 0.05, ANOVA bifactorial, seguida de una prueba Post

hoc Bonferroni.
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Gréfica 1F. Log de la concentracién de haloisita vs log del diametro de los halos

4.5

3.5

2.5

1.5

0.5

para Shigella flexneri ATCC 12022.

y = 2.5381x - 0.6841
R2 = 0.9563

0.5 1 15 2 2.5

Log de la cantidad de haloisita

Grafica 1G. Dosis respuesta para Shigella flexneri ATCC 12022.
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Para Salmonella typhimurium ATCC 14028 el control positivo fue tetraciclina (30
ug). En la Tabla 2, se presentan los resultados de la media y error estandar de los
halos de inhibicion formados a las diferentes concentraciones. En la Gréfica 1H, se
muestran las medias de los halos de inhibicion y los errores estandar a las
diferentes cantidades de haloisita y control positivo: (14.571 +2.44, 13.625 + 1.75,
14.0 +2.37,14.166 + 2.46, 12.8 + 2.08, 18.666 + 1.43mm).

En la Grafica 1l se presentan los logaritmos de la media de los halos de inhibicion
formados (1.1635, 1.1343, 1.1461, 1.1663, 1.1072) en funcién de los logaritmos de
las cantidades de haloisita (0.3979, 0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39), En la Gréfica
1J, se muestra el gréfico dosis respuesta para Salmonella tiphymurium ATCC

14028 donde la ordena esta dada por la Ecuacién 1:

Donde:
Xo = logaritmo de los halos (1.1635, 1.1343, 1.1461, 1.1072).
Xmax = El log valor de la maxima respuesta (1.1663).
H = el logaritmo de la cantidad de haloisita empleada para cada uno de los
halos formados (0.3979, 0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39).
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Gréfica 1H. Efecto inhibitorio de la haloisita probada en Salmonella
typhimurium ATCC 14028.Cada punto representa la mediade n=7 +
SEM, literales diferentes p < 0.05, ANOVA bifactorial, seguida de una
prueba Post hoc Bonferroni.
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Graéfica 1l. Log de la concentracion de haloisita vs log del diametro de los

halos para Salmonella typhimurium ATCC 14028.
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Grafica 1J. Dosis respuesta para Salmonella typhimurium ATCC 14028.
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Para el caso de Escherichia coli ATCC 25922. El control positivo usado fue
ampicilina (10 pg). En la Tabla 2, se presentan los resultados de la media y error
estandar de los halos de inhibicién formados a las diferentes concentraciones. En
la Gréafica 1K, se muestran las medias de los halos de inhibicion y los errores
estandar a las diferentes cantidades de haloisita y control positivo: (9.777 + 0.547,
10.0 +0.471, 10.555 + 0.669, 9.666 + 0.667, 10.5 + 0.655, 13.75 + 2.10 mm).

En la Gréafica 1L se presentan los logaritmos de la media de los halos de inhibicion
formados (0.9902, 1.0, 1.0234, 0.9852, 1.0211) en funcion de los logaritmos de las
cantidades de haloisita (0.3979, 0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39), En la Gréfica 1M,
se muestra el grafico dosis respuesta para Escherichia coli ATCC 259224 donde la

ordenada esta dada por la Ecuacién 1.

Donde:
Xo= logaritmo de los halos (0.9902, 1.0, 0.9852, 1.0211)
Xmax= El log valor de la maxima respuesta (1.0234)
H= el logaritmo de la cantidad de haloisita empleada para cada uno de los halos
formados (0.3979, 0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39)
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Grafica 1K. Efecto inhibitorio de la haloisita probada en Escherichia coli
ATCC 25922. Cada punto representa la media de n= 7 + SEM,
literales diferentes p < 0.05, ANOVA bifactorial, seguida de una

prueba Post hoc Bonferroni.

104



log del diametro de los halos

Y corregida

1.2

1.15

11

1.05

0.95

0.9

0.85

0.8

Log de la
respuesta

_rné?(im_a} de X max = 1.0234
inhibicion

,//\/

0 0.5 1 15 2

Log de la cantidad de haloisita

25

Grafica 1L. Log de la concentracion de haloisita vs log del dimetro de los
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Grafica 1M. Dosis respuesta para Escherichia coli ATCC 25922.
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Para Staphylococcus aureus ATCC 25923 se utilizé tetraciclina (30 pg) como control
positivo. En la Tabla 2, se presentan los resultados de la media y error estandar de
los halos de inhibicién formados a las diferentes concentraciones. En la Gréfica 1N,
se muestran las medias de los halos de inhibicién y los errores estandar a las
diferentes cantidades de haloisita y control positivo: (12.5 + 0.86, 14.375 £ 1.60,
16.25+1.67,17.25+1.78, 14.75 + 1.55, 31.5 £ 2.99 mm).

Mientras que en la Gréafica 1N. Se presentan los logaritmos de la media de los halos
de inhibicion formados (1.0969, 1.1576, 1.2108, 1.2367, 1.1687) en funcién de los
logaritmos de las cantidades de haloisita (0.3979, 0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39), En
la Grafica 10, se muestra el grafico dosis respuesta para Staphylococcus aureus

ATCC 25923 donde la ordenada esta dada por la Ecuacion 1.

Donde:
Xo= logaritmo de los halos (1.0969, 1.1576, 1.2108, 1.1687)
Xmax= El log valor de la maxima respuesta (1.2367)
H= el logaritmo de la cantidad de haloisita empleada para cada uno de los halos
formados (0.3979, 0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39).
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Gréfica 1N. Efecto inhibitorio de la haloisita probada en Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Cada punto representa la media de n=7 +
SEM, literales diferentes p < 0.05, ANOVA bifactorial, seguida de

una prueba Post hoc Bonferroni.
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Gréfica 1N. Log de la concentracién de haloisita vs log del diametro de los

halos para Staphylococcus aureus ATCC 25923.

y = 1.334x - 0.0258
Rz =0.9199

0.5 1 1.5 2 25
Log de la cantidad de haloisita

Grafica 10. Dosis respuesta para Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Para Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 se uso tetraciclina (30 pg) como control
positivo. En la Tabla 2, se presentan los resultados de la media y error estandar de
los halos de inhibicion formados a las diferentes concentraciones. En la Grafica 1P,
se muestran las medias de los halos de inhibicion y los errores estandar a las
diferentes cantidades de haloisita y control positivo: (12.0 +1.03, 11.2 + 1.07, 10.2
+1.32,11.0 £ 0.96, 12.833 + 1.51 mm).

Enla Grafica 1Q. Se presentan los logaritmos de la media de los halos de inhibicion
formados (1.0791, 1.0492, 1.0086, 1.0413, 1.1083) en funcién de los logaritmos de
las cantidades de haloisita (0.3979, 0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39), En la Gréfica
1R, se muestra el grafico dosis respuesta para Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

donde la ordenada y esta dada por la Ecuacion 1.

Donde:
Xo= logaritmo de los halos (1.0791, 1.0492, 1.0086, 1.0413)
Xmax= El log valor de la maxima respuesta (1.1083)
H= el logaritmo de la cantidad de haloisita empleada para cada uno de los halos
formados (0.3979, 0.9542, 1.3979, 1.9542, 2.39).
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Grafica 1P. Efecto inhibitorio de la haloisita probada en Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883. Cada punto representa la media de n=
7 = SEM, literales diferentes p < 0.05, ANOVA bifactorial, seguida
de una prueba Post hoc Bonferroni.
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Gréfica 1R. Dosis respuesta para Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.
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ANEXO 2

Resultados de la actividad antimicrobiana de la haloisita por el método
Macrodilucién en agar

Para Staphylococcus aureus ATCC 25923 y el resto de cepas utilizadas en este
estudio se emplearon las mismas cantidades de haloisita mencionadas en la parte
de arriba por lo tanto en la Gréafica 2E. se presentan los logaritmos de la media en
UFC/mL (11.7708, 10.8976, 10.7558, 10.6989, 10.5563, 10.2304) en funcion de los
logaritmos de las cantidades de haloisita. En la Gréafica 2F, se muestra el gréafico

dosis respuesta, donde la ordenada esta dada por la siguiente Ecuacién 1.

Donde:
Xo= logaritmo de la media las UFC/mL (10.8976, 10.7558, 10.6989, 10.5563,
10.2304)
Xmax= El log valor de la maxima respuesta (11.7708)
H= el logaritmo de la cantidad de haloisita empleada (0.3979, 0.9542, 1.3979,
1.9542, 2.39).
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Grafica 2F. Dosis respuesta para Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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En la Gréfica 2G se muestra el perfil de sensibilidad de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 frente a la haloisita, los cuales fueron calculados mediante las
siguientes Ecuaciones 2y 3:

Donde:
Xo= Las UFC/mL para cada una de las cantidades de haloisita empleadas
(5.9x10%, 7.9x10%9, 5.7x101°, 5x10%°, 3.6x10%°, 1.7x10%° UFC/mL).
Xmax= Las UFC/mL en el blanco (5.9x10** UFC/mL).

Los porcentajes de resistencia para cada una de las cantidades de haloisita
empleadas para el estudio (100.0, 13.4, 9.7, 85, 6.1, 2.8 %) mientras que los
porcentajes de sensibilidad para cada una de las cantidades de haloisita (0.0, 86.6,
90.3, 91.5, 93.9, 97.2%).

100 97.2
90.34 91.53 %39
90 86.62
8
7
6
5
4
3
2 13.3 oc o
1 o ' 61 2.88
0
0 2.5 9 25 90 250

Kg de haloisita

=
o
o

o O O O o o o o

Porcentaje de resistenciay sensibilidad

m 9% deresistencia ™% de sensibilidad

Grafica 2G. Perfil de sensibilidad de Staphylococcus aureus ATCC 25923 a
haloisita natural.
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Para Escherichia coli ATCC 25922 en la Grafica 2H. se presentan los logaritmos de la
media en UFC/mL (11.54, 11.2671, 11.243, 11.3521, 11.26, 11.2095) en funcion de los
logaritmos de las cantidades de haloisita, En la Gréfica 21, se muestra el grafico dosis

respuesta, la ordenada esta dada por la Ecuacion 1.

Donde:
Xo= logaritmo de la media las UFC/mL (11.2671, 11.243, 11.3521, 11.26,
11.2095)
Xmax= El log valor de la maxima respuesta (11.54,)
H= el logaritmo de la cantidad de haloisita empleada (0.3979, 0.9542, 1.3979,
1.9542, 2.39).
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12
£
O 11
L
D
910
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8
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0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Log de la cantidad de haloisita

Grafica 2H. Log de la concentracion vs el log de las UFC/mI Escherichia coli
ATCC 25922.
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Gréfica 2l. Dosis respuesta para Escherichia coli ATCC 25922.

En la Gréfica 2J. se muestra el perfil de sensibilidad de Escherichia coli ATCC
25922 frente a la haloisita, los cuales fueron calculados mediante las siguientes

Ecuaciones 2y 3:

Donde:
Xo= Las UFC/mL para cada una de las cantidades de haloisita empleadas
(3.5x10%1, 1.85x10%, 1.75x10%, 2.25x10%%, 1.82x10%1, 1.62x10 UFC/mL).
Xmax= Las UFC/mL en el blanco (3.5x10'* UFC/mL).

Los porcentajes de resistencia para cada una de las cantidades de haloisita
empleadas para el estudio (100.0, 52.85, 50.0, 64.28, 52.0, 48.28 %) mientras que
los porcentajes de sensibilidad para cada una de las cantidades de haloisita (0.0,
47.15, 50.0, 35.72, 48.0, 53.72 %).
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Gréfica 2J. Perfil de sensibilidad de Escherichia coli ATCC 25922 a haloisita
natural.

Para Salmonella typhimurium ATCC 14028 en la Gréafica 2K. Se presentan los
logaritmos de la media las UFC/mL (11.5705, 11.5158, 11.5051, 11.5634, 11.1583,
11.3242) en funcion de los logaritmos de las cantidades de haloisita. En la Gréfica
2L, se muestra el gréfico dosis respuesta, donde la ordenada esta dada por la

siguiente Ecuacion 1.

Donde:

Xo = logaritmo de la media las UFC/mL (11.5158, 11.5051, 11.5634, 11.1583,
11.3242)

Xmax = El log valor de la maxima respuesta (11.5705)
H = el logaritmo de la cantidad de haloisita empleada (0.3979, 0.9542, 1.3979,
1.9542, 2.39).
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Grafica 2L. Dosis respuesta para Salmonella typhimurium ATCC 14028.
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En la Gréfica 2M se muestra el perfil de sensibilidad de Salmonella typhimurium
ATCC 14028 frente a la haloisita, los cuales fueron calculados mediante las
siguientes Ecuaciones 2y 3:

Donde:
Xo= Las UFC/mL para cada una de las cantidades de haloisita empleadas
(3.72x10%1, 3.28x10%, 3.2x10%%, 3.66x10'%, 1.44x10' UFC/mL, 2.11x10%
UFC/mL).
Xmax= Las UFC/mL en el blanco (3.72x10'! UFC/mL).

Los porcentajes de resistencia para cada una de las cantidades de haloisita
empleadas para el estudio (100.0, 88.17, 86.02, 94.38, 38.7, 56.72 %) mientras que
los porcentajes de sensibilidad para cada una de las cantidades de haloisita (0.0,
11.83, 13.98, 1.62, 61.3, 43.28 %).
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Grafica 2M. Perfil de sensibilidad de Salmonella typhimurium ATCC 14028 a
haloisita natural.
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