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Efecto antimicrobiano in vitro del latex de Synadenium
grantii, frente a Escherichia. coli, Sullana — 2018



RESUMEN

El presente proyecto de estudio titulado “Efecto antimicrobiano in vitro del latex de
Synadenium grantii, frente a Escherichia. coli, Sullana — 2018”, tuvo como objetivo
determinar el efecto antimicrobiano in vitro en tres concentraciones del latex de
Synadenium grantii frente a Escherichia, coli; fue un estudio de tipo Analitico,
Prospectivo; con un disefio Experimental, con Grupo Control, Longitudinal,
Descriptiva. La poblacion de estudio estuvo conformada por las placas inoculadas con
cepa de Escherichia coli; teniendo como unidad de estudio o andlisis a cada placa Petri
que contiene el medio de cultivo con las cepas de los microrganismos y la
concentracion del latex de Synadenium grantii. Para la recoleccion de los datos se
empled las técnicas de la Observacion, con sus instrumentos, una Ficha Técnica de
analisis bibliografico y una Ficha Técnica de Laboratorio; ambas fichas, contienen
items que registraron la informacién relevante con los cuales se llegd con éxito al
término del presente estudio. Los datos recogidos fueron analizados y procesados a
través de tablas de tabulacion, tablas de frecuencia y graficos estadisticos, haciendo
usos del paquete informatico Excel 2013. Analizados y discutidos los resultados se
concluye que el latex de Synadenium grantii tiene efecto antimicrobiano frente a
cultivos de Escherichia coli ATCC 25922. .

Palabras Clave: Latex, Synadenium grantii. Antimicrobiano y Escherichia. coli



ABSTRACT

The present study project entitled "In vitro antimicrobial effect of Synadenium grantii
latex, against Escherichia coli, Sullana - 2018 ", aimed to determine the antimicrobial
effect in vitro in three concentrations of Synadenium grantii latex against Escherichia
coli; it was a study of Analytical, Prospective type; with an experimental, design with
control group, longitudinal, descriptive. The study population consisted of plates
inoculated with Escherichia coli strain; having as a unit of study or analysis each Petri
plate containing the culture medium with the strains of the microorganisms and the
concentration of the Synadenium grantii latex. For the collection of the data the
techniques of the Observation were used, with its instruments, a Technical File of
Bibliographic Analysis and a Technical File of Laboratory; both files contain items
that recorded the relevant information with which it was successfully reached at the
end of this study. The collected data were analyzed and processed through tabulation
tables, frequency tables and statistical graphs, making use of the Excel 2013 computer
package. Analyzed and discussed the results it is concluded that Synadenium grantii

latex has antimicrobial effect against cultures of Escherichia coli ATCC 25922.

Keywords: Latex, Synadenium grantii, Antimicrobial and Escherichia.coli.

vii



I. INTRODUCCION

En la actualidad el uso de antibiéticos sin prescripcion médica o por la
automedicacion ha generado la Ilamada resistencia a los antibioticos causando una
gran preocupacion en los laboratorios farmacéuticos llamandolos a probar nuevas
alternativas para el tratamiento de diferentes infecciones. La resistencia a los
antibidticos se produce cuando las bacterias mutan en respuesta al uso de estos

farmacos.

Son las bacterias, y no los seres humanos ni los animales, las que se vuelven
resistentes a los antibioticos. Estas bacterias farmacoresistentes pueden causar
infecciones en el ser humano y en los animales y esas infecciones son mas dificiles

de tratar que las no resistentes.

La resistencia a los antibioticos hace que se incrementen los costos médicos, que
se prolonguen las estancias hospitalarias y que aumente la mortalidad. Es por ello
que ante esta crisis se deben tomar nuevas medidas para reducir el problema de
farmacoresistencia y a la vez ayudar a familias con poco acceso a estos antibiéticos
a contar con una opcion de medicina alternativa para tratar las dolencias que se

puedan presentar.

El Pert no es ajeno a enfermedades causadas por microorganismos, es asi que
desde épocas milenarias el poblador peruano ha hecho uso de plantas medicinales
en el tratamiento de dichas enfermedades, trasladdndose ese conocimiento de

generacion en generacion.

En este sentido podemos decir que existen plantas medicinales que presentan
efectos fisioldgicos multiples, debido a que poseen mas de un principio activo que
actGan inhibiendo el crecimiento de microorganismos generando asi un gran
interés por parte de los investigadores en estudiar las sustancias naturales que

posean propiedades antimicrobianas, tal como Synadenium grantii (planta de la



vida) que es de facil cultivacion para la poblacion, también debido a que
actualmente los microorganismos patogenos estan siendo resistentes a los
antibidticos de uso comun dentro de estos microorganismos se encuentra E. coli,;
por eso se dirige los estudios a utilizar productos naturales como métodos

alternativos.



1.1. Antecedentes y Fundamentacion Cientifica

1.1.1. Antecedentes de la Investigacion

Al realizar una revision exhaustiva en los centros de informacién cientifica, se

encontré antecedentes de relevancia a las variables estudiada, asi tenemos a:

Centurion, (2015) en su tesis “Efecto antibacteriano in vitro de diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (tara) frente a
Streptococcus mutans ATCC 35668, donde el objetivo fue determinar el efecto
antibacteriano in vitro de diferentes concentraciones del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa (tara) frente a Streptococcus mutans ATCC 35668. Fue una
investigacion de tipo Prospectivo, Comparativo de corte Transversal y su disefio
fue Experimental. La muestra de estudio estuvo conformada por 64
observaciones, distribuidas en 4 grupos de 4 placas Petri cada uno, en cada placa
se coloco el porcentaje de concentracion de estudio, frente a tres controles:
control positivo (Clorhexidina al 0.12%), control negativo (Etanol) y un
porcentaje de concentracion similar (para comparacion). La presente
investigacion concluye que:

» El extracto etanolico de Caesalpinia Spinosa (Tara) posee efecto
antibacteriano in vitro sobre el Streptococcus mutans ATCC 35668.

> El extracto etandlico de las vainas de C.Spinosa a las concentraciones de 5%,
10%, 20% y 30% tienen efecto antibacteriano sobre el Streptococcus mutans
ATCC 35668.

» La concentracion Minima Inhibitoria de C.Spinosa fue del 30% sobre el
Streptococcus mutans ATCC 35668.

» Se demostrd en este estudio que la C. Spinosa podria ser una opcion de
tratamiento natural para prevenir la caries dental.

Cosco, (2010), en su tesis “Actividad inhibitoria del crecimiento de
Streptococcus mutans y de flora mixta salival por accion del aceite esencial de
la Matricaria chamomilla manzanilla”, donde el objetivo fue determinar la

actividad inhibitoria del crecimiento de flora mixta salival, cepas aisladas del



grupo mutans de la flora mixta salival y cepa patron de Streptococcus mutans
ATCC®25175TM del aceite esencial de la Matricaria chamomilla “manzanilla”
a diferentes concentraciones. Fue una investigacion de tipo Cuasi experimental
in vitro, prospectivo y transversal. La poblacion estuvo conformada por
pacientes de la Clinica de Odontopediatria de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. La técnica de muestreo fue no
probabilistica por conveniencia y estuvo conformada por 15 pacientes de la
Clinica de Odontopediatria de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Los datos obtenidos permitieron que la
investigacion concluya:

» Existe un efecto inhibitorio positivo a las concentraciones de 25%, 50% y
100% del aceite esencial de Matricaria chamomilla “manzanilla” en cultivos de
flora mixta salival, cepa aislada del grupo mutans de flora mixta salival y cepa
patrén de Streptococcus mutans.

» Las concentraciones al 25% y 50% del aceite de Matricaria chamomilla
“manzanilla” no mostraron diferencias significativas entre ellas, sobre los tres
grupos de estudio evaluados.

» Las concentraciones al 100% del aceite de Matricaria chamomilla
“manzanilla” tiene una diferencia estadisticamente significativa con respecto a
las concentraciones de 25% y 50% sobre los tres grupos de estudio evaluados.

» El grupo control de Clorhexidina 0.12% mostr6 diferencia estadisticamente
significativa con respecto a las concentraciones al 25% y 50%, sobre los 3 grupos
de estudio evaluados; mientras que con la concentracion al

100% solo mostré diferencia estadisticamente significativa en los grupos de flora
mixta salival y cepa aislada del grupo mutans de flora mixta salival.

» La concentracion al 100% no mostro diferencia estadisticamente significativo
con respecto al grupo control de Clorhexidina 0.12%.sobre el grupo cepa patron
Streptococcus mutans ATCC®25175TM.

» La cepa patron de Streptococcus mutans ATCC®25175TM fue mas

sensible al aceite esencial de Matricaria chamomilla “manzanilla”, con una



media de 22mm de diametro en sus halos de inhibicion para la concentracion al
100%.

> El grupo menos sensible a las concentraciones Matricaria chamomilla
“manzanilla” fue la flora mixta salival con una media de 9mm de didmetro en

sus halos de inhibicion para la concentracién al 100%.

Benites, (2015), en su tesis “Efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico

de Caesalpinia spinosa (“TARA”) sobre cepa de Candida albicans ATCC
90028.”, donde el objetivo fue comparar el efecto antimicrobiano in vitro de
cuatro concentraciones del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa frente a
Candida albicans ATCC 90028. Se llevd a cabo un estudio de tipo comparativo,
longitudinal, prospectivo, experimental. La poblacién estaba conformada por el
conjunto de placas inoculadas con las cepas de Candida albicans, aplicandoseles
el extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (tara) observando su efecto
antibacteriano para dichas cepas. Los datos obtenidos permitieron que el
investigador concluya:

> El extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (Tara) presenta efecto inhibitorio
in vitro frente a cepas de Candida albicans ATCC 90028.

» El efecto inhibitorio varia al utilizar el extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa a diferentes concentraciones, y este efecto se incrementa en
relacion directamente proporcional a las concentraciones utilizadas en el estudio.
» La concentracién inhibitoria minima in vitro fue de 50 % para el extracto
etanolico de Caesalpinia spinosa frente a las cepas de Candida albicans utilizadas

en el presente estudio.

Ocares, (2012), en su tesis “Accion antimicrobiana de extractos crudos de
especies de plantas nativas sobre Escherichia coli y Salmonella spp”. El objetivo
fue evaluar la actividad antimicrobiana de extractos crudos de especies de plantas
nativas, sobre Escherichia coli y Salmonella spp. Fue una investigacion de tipo

Experimental. Los datos obtenidos permitieron que el investigador concluya:



> Los extractos metandlicos de hoja de Lingue (Persea lingue), Nirre
(Nothofagus antértica), Luma (Amomyrtus luma), Picha (Myrceugenia planipes)
y Meli (Amomyrtus meli) presentaron actividad antimicrobiana frente a todas las
cepas de Escherichia coli y Salmonella utilizados en este estudio. Los extractos
metandlicos de Radal y Notro, s6lo presentaron actividad antimicrobiana frente
a S. Typhimurium ATCC 14028.

> Los extractos cloroférmicos de las 13 especies vegetales evaluadas mostraron
nula actividad frente a las cepas de E. coli y Salmonella, debido a la baja
capacidad de arrastre de compuestos bioactivos de este solvente 0 a la poca
cantidad de compuestos apolares en las especies vegetales evaluadas.

» El pH &cido que presentaron los 28 extractos no arrojo efectos significativos
en la inhibicién del crecimiento de los distintos microorganismos.

> Los tres extractos que presentaron mayor efecto antimicrobiano en la prueba
de inhibicion en placa fueron los extractos metandlicos de las especies de
Lingue (Persea lingue), Nirre (Nothofagus antartica) y Picha (Myrceugenia
planipes).

» Mediante la prueba de inhibicion en caldo, se pudo observar que los tres
extractos presentaron un efecto bactericida frente a todas las cepas utilizadas en
este estudio.

> EIl extracto metandlicos de Picha presentd el mas amplio y rapido efecto
bactericida, obteniendo a las 6 horas de incubacién una completa inhibicién de
la cepa E. coli ATCC 8939 y a las 8 horas de las cepas E. coli ATCC 25922, E.
coli enteropatdégena (ECEP), Salmonella ATCC 14028 y Salmonella ATCC
9270.

Chavez, (2013), en su estudio titulado “Efecto antimicrobiano del latex de
Jatropha curcas frente a Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA)”.
El objetivo fue el de demostrar el Efecto antimicrobiano del latex de Jatropha
curcas frente a Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA). Los datos

obtenidos permitieron que la investigadora concluya:



> Las fracciones cetonica, metanolica y etandlica del latex de Jatropha curcas
presentaron una actividad antimicrobiana selectiva importante frente al género
de Staphylococcus spp, la investigacion se centr6 principalmente a la especie de
Staphylococcus aureus meticilino resistente, los ensayos de citotoxicidad en un
modelo con Artemia salina y la concentracion minima inhibitoria no funcionaron
debido a que la fraccion FMO003 precipita con los medios liquidos y la técnica
con discos no permite la liberacion de los compuestos bioactivos hacia los
medios liquidos, efecto que no ocurrio cuando se midié la actividad
antimicrobiana (medios sélidos) a través de la técnica de Kirby Bauer. Los
ensayos con espectrometria de masas demostraron que la fraccion FM003
presenta una estructura denominada Amodiaquina, es necesario repetir este
ensayo con todas las condiciones requeridas para la identificacion de moléculas
especificas. La selectiva antimicrobiana y la robustez de los compuestos
bioactivos del latex de J. curcas deben ser tomadas en cuenta para considerar a
Jatropha curcas como un posible candidato para la busqueda de nuevas
estrategias terapéuticas frente MRSA.

Miranda, (2015), en su tesis “Estudio fitoquimico, y evaluacién de la actividad
citotoxica y antimicrobiana in vitro del latex de euphorbia laurifolia en
patdgenos dérmicos”. El objetivo fue el de realizar el estudio fitoquimico y la
evaluacion de la actividad citotdxica y antimicrobiana in vitro del latex de E.
laurifolia en patdgenos dérmicos. Los datos obtenidos permitieron que la
investigadora concluya:

> Se desarroll6 un perfil cromatogréfico de la presencia de posibles compuestos
terpénicos en la fraccion hexanica del latex de E. laurifolia. Mediante la
aplicacion de cromatografia en capa fina se identificd que en el extracto hexanico
se encuentra compuestos con Rf: 0,24; 0,36; 0,53; 0,61; 0,73;

0,87; 0,96.

> En el extracto etéreo se visualizd6 mayor cantidad de componentes con Rf:
0,24; 0,33; 0,36; 0,50; 0,53; 0,56; 0,58; 0,62; 0,66; 0,70; 0,75; 0,87; 0,96. Por

otro lado, al utilizar como fase movil tolueno y acetato de etilo, se reveld



compuestos con Rf: 0,24; 0,40; 0,53; 0,81. 2. El extracto hexanico del latex de
E. laurifolia presenta actividad citotoxica sobre A. salina, ya que se determiné
que la concentracion a la que el 50% de las larvas mueren dentro de las 24 h de
contacto con las diluciones utilizadas es de 214,5 ppm.

» El extracto hexanico del latex de E. laurifolia carece de actividad
antimicrobiana frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomona
aeruginosa y Candida albicans; al emplear el método de difusion en disco,
método de mitscher, y el método de Inhibicion antibacteriana segin Yan, J. y
Cheng, J., 2003.

Soto, (2015), en su estudio titulado “Determinacion del efecto antimicrobiano in
vitro de un gel elaborado con extracto etanolico de hojas de Senecio rhizomatus
Rusby (Asteraceae)”. El objetivo de la investigacion fue el de evaluar el efecto
antibacteriano in vitro de un gel elaborado con extracto etandlico de hojas de
Senecio rhizomatus Rusby. Al analizar y discutir sus resultados, la investigadora

concluye:

0 Se obtuvo el extracto etandlico de hojas de Senecio rhizomatus Rusby.

0

0

Se realizo el estudio fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de Senecio
rhizomatus Rusby, siendo los hallazgos flavonoides, saponinas esteroidales, y
alcaloides no encontrando antraquinonas

Se elaboré un gel antibacteriano, que cumplié con caracteristicas fisicas y
organolépticas aceptables con extracto etandlico de hojas de Senecio rhizomatus

Rusby a concentraciones de 12,5 y 25 mg/ml.

0 Se determind el efecto antibacteriano in vitro del gel formulado.

1.1.2. Fundamentacion Cientifica

Las teorias y conceptos cientificas que dan soporte al presente estudio, estan dadas

por:



Centurion, (2015), cita a Brooks, G., Batel, J. y More, S. (1999), quienes definen el
Efecto Antibacteriano como la destruccion o impedimento del desarrollo de las
bacterias a través del uso de diferentes quimicos.

Al hablar sobre los Microorganismos Patdgenos, Ocares, (2012), sefiala que la
transmision de enfermedades a través del consumo de alimentos es un fenGmeno ya
conocido en todo el mundo, se ha constatado el aumento de su frecuencia, cambios en
las etiologias predominantes y en la dindmica epidemioldgica. De este modo, se han
producido fendmenos mundiales tales como la reaparicién del cllera epidémico en las
Américas, el aumento de la frecuencia de Salmonella enteritidis vinculada al consumo
de aves y huevos y la aparicion de otros agentes en la transmision a través de los
alimentos como son E. coli 0157:H7 y L. monocytogenes. Es por esto que el Comité
de Expertos de la OMS ha planteado que la mayoria de las enfermedades transmitidas
por alimentos de origen microbiano son causadas principalmente por patégenos como:
Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens, E. coli, L. monocytogenes,
Salmonella, S. aureus y Toxoplasmodium gondii (Burt, 2004. Citado por Ocares, M.
2012).

Ocares, (2012), sefiala que Escherichia coli, esuna bacteria que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, genero Escherichia, es un bacilo Gram negativo, anaerobio
facultativo, no formador de esporas que esta presente en el intestino de los animales y

del hombre, asi como también en suelos.

Escherichia coli, fue inicialmente descrito por Theodor Escherichia en 1885 con el
nombre de Bacterium coli, tras aislarlo a partir de muestras fecales procedentes de
nifios con enteritis (Jawetz et al., 2008. Citado por Ocares, M. 2012). Las infecciones
por E. coli en humanos se transmite directamente de los animales, por contacto persona
a persona, por alimentos y aguas contaminadas (Bell, 2002. Citado por Ocares, 2012).
La presencia de esta bacteria en alimentos indica contaminacion de origen fecal, razon
por la cual es usado como un indicador clasico de la posible presencia de patogenos
entéricos en agua, leche y otros productos (Jay, 2000, citado



por Ocares, 2012). Cepas de E. coli enteropatdgena se ha convertido en la
actualidad, en uno de los tipos de bacteria de mayor preocupacion en la industria
alimenticia, ya que se le ha catalogado como uno de los principales agentes causales
de epidemias por contaminacion de alimentos, provocando en los seres humanos
severos trastornos gastrointestinales, principalmente en nifios y ancianos (Carey et al.,
2008).

Los representantes de esta especie son bacilos gramnegativos, oxidasa negativos, con
un tamafio promedio de 1,1-1,5 um de ancho y 2,0-6,0 um de largo. De acuerdo a sus
requerimientos de oxigeno son anaerobios facultativos y pueden ser moviles por la
presencia de flagelos peritricos 0 no moviles (Scheutz y Strockbine, 2005. Citados por
Romeu, 2012).

Scheutz (2005). Citado por Romeu, (2012) sefiala que, desde el punto de vista
taxondmico su clasificacion es la siguiente:

v Phylum Proteobacteria.

Clase Gammaproteobacteria.

Orden Enterobacteriales.

Familia Enterobacteriaceae.

Género Echerichia.

D N N N NN

Especie Echerichia coli

Ademas de ello, Romeu, (2012), comenta que, E. coli forma parte de la microbiota
normal del tracto gastrointestinal (TGI) del ser humano, otros mamiferos y las aves y

constituye una de las especies bacterianas mas abundantes en esta localizacion.

Escherichia coli se considera el microorganismo indicador de contaminacion fecal por
excelencia (Edberg et al., 2000. Citado por Romeu, 2012). Por esta razén, la
cuantificacion de E. coli en cuerpos de agua de ambientes tropicales como principal
representante del grupo de coliformes termo tolerantes ha cobrado importancia en la
ultima década (Romeu, 2012).

10



Por ello, Romeu, (2012), hace mencién a lo dicho por Ishii y Sadowski (2008),
quienes sefialan que, es necesario tomar en consideracion que aunque E. coli se
ha considerado el indicador de contaminacion fecal por excelencia, dentro de la
especie se han descrito grupos patdgenos capaces de causar enfermedades
intestinales y extraintestinales en el ser humano y los animales, que no se tienen

en cuenta cuando se realizan analisis de calidad microbiologica de las aguas.

Romeu, (2012), hace mencion de que se distinguen dos grandes grupos de E. coli
patdgenas segun el tipo de infeccién que provocan. Un primer grupo esta
constituido por las cepas de Escherichia coli responsables de infecciones
extraintestinales (tracto urinario, sepsis y meningitis neonatal) y un segundo
grupo constituido por cepas patdgenas intestinales, responsables de un elevado

numero de infecciones gastrointestinales.

En base a los sindromes y caracteristicas de la enfermedad en humanos, las cepas
de E. coli se han clasificado en cinco grupos de virulencia (Jay, 2000. Citado por
Ocares, M. 2012):

0 E. coli enteropatdgena clasicos (ECEP).

0 E. coli enterotoxigénicos (ECET).

0 E. coli verotoxigénicos (ECVT)

0 E. coli enteroinvasivo (ECEI)

0 E. coli entero hemorragicos (ECEH)

E. coli Enteropatdgenos Clasicos (ECEP): Estas cepas se pegan a las
vellosidades intestinales impidiendo los mecanismos de absorcion y secrecion.
Este efecto se caracteriza por la destruccion de las micro vellosidades y por una
adherencia destructiva a la membrana de las células epiteliales (Rodriguez, 2005.
Citado por Ocares, M. 2012).

E. coli Enterotoxigénicos (ECET) : La ECET es considerada como la mas

importante causa de la “diarrea del viajero”. Estas cepas colonizan el epitelio

11



intestinal produciendo una diarrea acuosa. Los ECET poseen mecanismos de
adhesion que les permiten colonizar la superficie de la mucosa del intestino
delgado, soportando el peristaltismo intestinal (Rodriguez, 2005. Citado por
Ocares, M. 2012).

E. coli verotoxigénicos (ECVT): Su descubrimiento se produjo al observar que
ciertas cepas de E. coli producian un efecto citopatico irreversible en las células
de la linea celular Vero. Algunas de las complicaciones de la infeccion por E.
coli productora de verotoxinas son falla renal, disminucién de plaquetas y
anemia. Afecta a todas las edades, sin embargo, la mayor tasa de incidencia se

registra en menores de 5 afios (Rodriguez, 2005. Citado por Ocares, M. 2012).

E. coli entero hemorragicos (ECEH): Estas cepas se identificaron en 1982 en
Estados Unidos, donde ocasionaron brotes en varios Estados, desde entonces se
han descrito epidemias en diversos paises del mundo. El agente etiologico
principal es E. coli O157:H7, aunque intervienen otros. Presenta un cuadro
diarreico con deposiciones acuosas y sanguinolentas, sin leucocitos en las heces,
lo cual establece la diferencia con la shigelosis y la disenteria causada por E. coli
enteroinvasivo. En algunos casos se presenta sindrome urémico hemolitico y de
purpura trombocitopenia trombatica. EI modo de transmision puede darse por
alimentos contaminados, principalmente por carne de res poco cocida. También
se puede transmitir por leche cruda, carne molida sin una adecuada manipulacién
y un buen grado de coccidn. Se han vinculado brotes por agua sin desinfeccién
y mas recientemente han sido detectados casos implicados a alimentos como
frutas, hortalizas, zumos, yogur, etc. (Rodriguez, 2005. Citado por Ocares, M.
2012).

E. coli enteroinvasivo (ECEI): Los serotipos pertenecientes a este grupo causan
una diarrea similar a la causada por Shigella dysenteriae. Consiste en una diarrea
febril inflamatoria, con leucocitos y globulos de pus, lo cual la diferencia de una
diarrea por colera o por la causada por E. coli enterotoxica. Los ECEI
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tienen la capacidad de invadir las células epiteliales del colon, proliferar y causar
necrosis (inflamacion y ulceracion de la mucosa) del tejido del colon y del tejido
epitelial, lo que da como resultado final una diarrea sanguinolenta con fiebre
(Rodriguez, 2005. Citado por Ocares, M. 2012).

La contaminacion de alimentos por estas cepas de patdgenos entéricos son una
causa importante de enfermedades diarreicas en los paises en vias de desarrollo
que resulta en altos indices de morbilidad, mortalidad y pérdidas econémicas
significativas. E. coli enteropatogena (EPEC) es una causa importante de diarrea
infantil en estos paises y es responsable de brotes esporadicos en paises
desarrollados. EPEC se ha aislado de una gran variedad de alimentos tales como
carne, mariscos, verduras, frutas, leche y en especial de productos lacteos. La
sustitucion de la lactancia materna para la alimentacion con leche de vaca, que
es un alimento barato y popular, aumenta considerablemente el riesgo de
contraer diarrea por EPEC, especialmente para los bebés menores de 6 meses de
edad (Carneiro et al., 2006. Citado por Ocares, 2012).

Soto, (2015), sefiala que el Efecto antimicrobiano en las Plantas, viene a ser el
empleo de partes vegetales con la finalidad de obtener efectos terapéuticos, entre
las variadas aplicaciones terapeéuticas de los vegetales se incluye la accion
antibacteriana. Estos efectos en muchos casos han sido respaldados por estudios
cientificos, los hallazgos obtenidos del estudio de vegetales con potencial
terapéutico podran servir de apoyo medico-social para un mayor grupo
poblacional, principalmente el mas carente, estando también la industria
farmacéutica mas interesada en los conocimientos de esta area. Ademas de ello
Soto, indica que nuevas fuentes de productos antimicrobianos, especialmente
vegetales, estan siendo investigadas, de otra parte el publico hoy en dia tiene méas
problemas con la auto prescripcion y mal uso de antibioticos tradicionales lo cual
genera una alta resistencia bacteriana; ademas se tiene mas interés en tener
autonomia sobre el cuidado médico, es por ello que una multitud de componentes

vegetales se encuentra facilmente disponible a través de los comercializadores
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de plantas y productos naturales, tiendas naturistas, con lo que la automedicacion
con estas sustancias se hace cada vez mas comun. El uso de extractos de plantas,
como también de otras formas alternativas de tratamientos médicos, tomo gran
popularidad a finales de la década de 1990. Los compuestos fitoquimicos
antimicrobianos son:

0Flavonas, Flavonoides y Flavonoles: Son estructuras fendlicas que contienen
un solo grupo carbonilo; estos compuestos son sintetizados por las plantas en
respuesta a la infeccion microbiana y su actividad sobre las bacterias
probablemente se deba a su capacidad de generar complejos con proteinas
extracelulares y proteinas solubles, asi como una actividad sobre la pared celular,
muy similar a la de las quinonas. Los flavonoides lipofilicos pueden perturbar la
integridad estructural de la membrana celular.

0Terpenoides y Aceites Esenciales: Los terpenos o terpenoides son activos
contra bacterias, virus, hongos y protozoarios. Se ha reportado que los
terpenoides actlian contra Listeria monocytogenes. Se cree que esta actividad
antimicrobiana se debe a una perturbacién de la estructura de la membrana
celular por su naturaleza lipofilicos (Araujo, J. 2008. Citado por Soto, M. 2015).
0Alcaloides: Reciben esta denominacion los compuestos nitrogenados
heterociclicos, pertenecen a este grupo sustancias como la morfina, la heroina y
la cocaina. EI mecanismo de accion de los alcaloides parece ser mediante
intercalacion entre la pared celular y el DNA del microorganismo
0Isoflavonoides: Actian como efectivas fitoalexinas, las cuales pueden ser
definidas como compuestos antimicrobianos de pequefio peso molecular o
metabolitos de estrés bioldgico, ellos pueden ser constitutivos o también ser
inducidos por ataque biolégico o heridas. Los constituyentes varian entre
especies y también varian dependiendo la edad y el ambiente en el que se
encuentra la planta. Estos flavonoides inhiben la germinacion de esporas de
hongos y causan dafio en los sistemas de membranas. El recubrimiento de
algunas semillas y algunas resinas de arboles son particularmente ricas en

flavonoides antimicrobianos (Lizcano, A. 2008. Citado por Soto, M. 2015).
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DEsteroides y triterpenoides: Los compuestos esteroidales pueden interferir
determinados procesos de sintesis vitales en la célula bacteriana y los triterpenos;
por su parte, pueden actuar siguiendo diversos mecanismos en dependencia de
su naturaleza quimica; los de naturaleza hidrocarbdrica, por ejemplo; tienen
generalmente accidn depresora sobre la tension superficial lo cual, cuando tiene
lugar en el entorno de la célula bacteriana, altera la selectividad de la membrana
citoplasmatica para el intercambio de sustancias. Los triterpenos de naturaleza
alcohdlica pueden alterar la naturaleza coloidal del protoplasma de la célula
provocando su muerte (Lizcano, A. 2008. Citado por Soto, M. 2015)

La Planta de la Vida, segun Grandéz, G. (2010), es una planta cuya taxonomia

es:
v Nombre Cientifico: Synadenium grantii Hook.

v Sinénimos: Euphorbia pseudograntii, Synadenium umbellatum.

v Variedades: Synadenium grantii '‘Rubra’.

v Nombre Comun: Lechero africano, planta de la vida, planta milagrosa,

cura-cancer, cura todo, gota cola, planta de resurreccion, planta de sanacion

planta de la salvacion y planta divina.

v Clasificacion:

> Familia: Euphorbiaceae.

> Género: Synadenium.

> Especie: Synadenium grantii.

v Origen: Africa Tropical, Sudafrica.

Grandéz, G. (2010), sefiala las caracteristicas esenciales de S. grantii, indicando
que:

0 Elementos Fotoquimicos
> la Latex: es una sustancia lechosa y fluida, la planta contiene abundante

latex de color blanco, que es la sustancia que cura muchisima enfermedades; el

latex puro es irritante si se aplica en zonas sensibles del cuerpo, lo que no ocurre
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lo mismo en la mano pudiéndose manipular la sustancia sin ningin cuidado y
proteccion.

Para suministrar esta sustancia via oral a pacientes enfermos de céncer o de
cualquier otra enfermedad, actualmente se viene trabajando dos presentaciones,
una es, la que denominamos el agua medicinal, la otra es capsulas; mientras que

para tratamientos externo estan las cremas de la hoja.

> Productos Quimicos de la Planta: El S. grantii, es rico en alcaloide,
diterpenos, triterpenos, glucidos, flavonoides, esteroides y lipidos. El latex
contiene un grupo de productos quimicos Ilamados bufadienolides, que son muy
similares en estructura y actividad como los otros glucésidos, digoxin y digitoxin
cardiaco (drogas usadas para el tratamiento clinico del para cardiaco congestivo).

Las bufadienolides de S. grantii, han demostrado en la investigacion clinica
poseer el antibacteriano, el preventivo del cancer, antitumores y acciones

insecticidas.

> Principios Activos

Phorbol: es un compuesto organico natural de la familia del tigliane de
diterpenos, se utiliza como herramienta biomédica de la investigacion en
modelos de la carcinogénesis.

Tiene la capacidad de actuar en tumores con configuracion de neoplasia maligna
y atenuar la proliferacion de células neoplasicas del complejo tuberoso de la
esclerosis.

Ethanolic: Es un éster que tiene accion cardiovascular, regula la presion arterial
controlando la bradicardia en dosis bajas de (0.1-0.4 mg/kg) para una subida leve
sostenida de la presion arterial acompanada por diuresis; y en dosis mas alta de
(0.6-1mg/kg) para una caida sostenida de la presion y reduccion de la diuresis,

restaurando la presion arterial y suprimiendo la bradicardia.
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Los Bufadienolides: Es un grupo de sustancias quimicas que son muy activos, han
demostrado en la investigacion clinica, poseer el antibacteriano, el preventivo
antitumores del cancer y acciones insecticidas.

Amino Butyric Gamma: Es un &cido que tiene acciones sedantes, actuando en el
sistema nervioso sedativo y central, aumentando los niveles de un neurotransmisor en

el cerebro.

Grandéz, G. (2010), sefiala las propiedades de S. grantii, indicando que tienen:
Propiedades asépticas y Fitopararasiticas, e latex de la planta milagrosa es un
poderoso bactericida, antivirus Yy anti hongos, es una sustancia utilizable en la
desinfeccion de objetos, servicios higiénicos, manos entre otros, porque tiene el gran
poder de eliminar todo tipo de microorganismos parasitos y patdgenos; por eso
también se utiliza para purificar el agua que se va a beber.

El latex de Synadenium grantii para el presente estudio, fue extraido de las plantaciones
cultivadas en el Jardin Botanico de Plantas Medicinales “Phytotofarma del Chira” de

la Universidad San Pedro filial Sullana.

Al hablar sobre Medios de Cultivos para microorganismos, Olivas, E. (2012), sefiala
que los medios de cultivo, son soluciones que contienen los nutrientes necesarios para
cultivar microorganismos, tales como bacterias, hongos y otros. Los microorganismos
no pueden estudiarse individualmente debido a su tamafio tan pequefio, por lo que s6lo
pueden ser estudiados en poblaciones. Para ello es necesario cultivarlos en medios

artificiales.

Ademas de ello, Olivas, E. (2012), informa que los medios de cultivo para los
microorganismos pueden ser sélidos, liquidos o semisélidos. Los medios liquidos se
pueden transformar en sélidos al adicionarles agar, gelatina o gel de silice. Al disminuir

la cantidad del agente solidificante, se obtiene el medio semisélido.
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Ademas de ello Casado, C., Torrico, G., Medina, M. (2012) sefialan que el desarrollo
adecuado de los microorganismos en un medio de cultivo se ve afectado por una serie
de factores de gran importancia y que, en algunos casos, son ajenos por completo al

propio medio. Y estos factores son:

0 Disponibilidad de nutrientes adecuados: Un medio de cultivo adecuado para la
investigacion microbiologica ha de contener, como minimo, carbono, nitrogeno,
azufre, fosforo y sales inorganicas. En muchos casos seran necesarias ciertas vitaminas
y otras sustancias inductoras del crecimiento. Siempre han de estar presentes las
sustancias adecuadas para ejercer de donantes o captadores de electrones para las

reacciones quimicas que tengan lugar.

Todas estas sustancias se suministraban originalmente en forma de infusiones de carne,
extractos de carne o extractos de levadura. Sin embargo, la preparacion de estas
sustancias para su aplicacion a los medios de cultivo provocaba la pérdida de los
factores nutritivos labiles. Actualmente, la forma mas extendida de aportar estas
sustancias a los medios es utilizar peptona que, ademas, representa una fuente
facilmente asequible de nitrégeno y carbon ya que la mayoria de los microorganismos,
que no suelen utilizar directamente las proteinas naturales, tienen capacidad de atacar

los aminodacidos y otros compuestos mas simples de nitrégeno presentes en la peptona.

Ciertas bacterias tienen necesidades nutritivas especificas por lo que se afiade a muchos
medias sustancias como suero, sangre, liquido ascitico, etc. lgualmente pueden ser
necesarios ciertos carbohidratos y sales minerales como las de calcio, magnesio, sodio
0 potasio y sustancias promotoras del crecimiento, generalmente de naturaleza
vitaminica. Muy a menudo se afiaden al medio de cultivo ciertos colorantes, bien como
indicadores de ciertas actividades metabolicas o bien por sus capacidades de ejercer de

inhibidores selectivos de ciertos microorganismos.
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0 Consistencia adecuada del medio: Partiendo de un medio liquido podemos
modificar su consistencia afiadiendo productos como albimina, gelatina o agar, con lo
que obtendriamos medios en estado semisélido o sélido. Los medios solidificados con
gelatina tienen el gran inconveniente de que muchos microorganismos no se
desarrollan adecuadamente a temperaturas inferiores al punto de fusion de este
solidificante y de que otros tienen la capacidad de licuarla. Actualmente los medios
solidos son de uso universal, por su versatilidad y comodidad, pero hay también gran
cantidad de medios liquidos cuyo uso estd ampliamente extendido en el laboratorio.

0 Presencia (0 ausencia) de oxigeno y otros gases: Gran cantidad de bacterias
pueden crecer en una atmosfera con tension de oxigeno normal. Algunas pueden
obtener el oxigeno directamente de variados sustratos. Pero los microorganismos
anaerobios estrictos solo se desarrollardn adecuadamente en una atmdsfera sin oxigeno
ambiental. En un punto intermedio, los microorganismos microaerdéfilos crecen mejor
en condiciones atmosféricas parcialmente anaerobias (tension de oxigeno muy
reducida), mientras los anaerobios facultativos tienen un metabolismo capaz de

adaptarse a cualquiera de las citadas condiciones.

0 Condiciones adecuadas de humedad: Un nivel minimo de humedad, tanto en el
medio como en la atmosfera, es imprescindible para un buen desarrollo de las células
vegetativas microbianas en los cultivos. Hay que prever el mantenimiento de estas
condiciones minimas en las estufas de cultivo a 35-37°C proporcionando una fuente
adecuada de agua que mantenga la humedad necesaria para el crecimiento de los

cultivos y evitar asi que se deseque el medio.
0 Luz ambiental: La mayoria de los microorganismos crecen mucho mejor en la
oscuridad que en presencia de luz solar. Hay excepciones evidentes como seria el caso

de los microorganismos fotosintéticos.

0 PH: La concentracion de iones hidrégeno es muy importante para el

crecimiento de los microorganismos. La mayoria de ellos se desarrollan mejor en
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medios con un pH neutro, aunque los hay que requieren medios mas o menos acidos.
No se debe olvidar que la presencia de &cidos o bases en cantidades que no impiden el
crecimiento bacteriano pueden sin embargo inhibirlo o incluso alterar sus procesos

metabdlicos normales.

0 Temperatura: Los microorganismos mesofilos crecen de forma dptima a
temperaturas entre 15 y 43°C. Otros como los psicrofilos crecen a 0°C y los termofilos
a 80°C o incluso a temperaturas superiores (hipertemdfilos). En lineas generales, los
patdégenos humanos crecen en rangos de temperatura mucho mas cortos, alrededor de

37°C, y los saprofitos tienen rangos mas amplios.

0 Esterilidad del medio: Todos los medios de cultivo han de estar perfectamente
estériles para evitar la de formas de vida que puedan alterar, enmascarar o incluso
impedir el crecimiento microbiano normal del o de los especimenes inoculados en
dichos medios. El sistema clasico para esterilizar los medios de cultivo es el autoclave

(que utiliza vapor de agua a presion como agente esterilizante)

Los componentes de los medios son muy variados. La eleccion del medio se basa en
el propésito del estudio, por ello Olivas, E. (2012) los clasifica en:

v Medios sintéticos: se preparan utilizando una composicion exacta conocida,
generalmente a base de compuestos altamente purificados.

v Medios no sintéticos: contienen ingredientes de composicion imprecisa y
pueden ser a base de extracto de carne, adicionados de sangre, suero u otras sustancias
complejas.

v Medios selectivos: impiden el desarrollo de ciertos grupos microbianos y
favorecen el desarrollo de otros. Por ejemplo puede omitirse una fuente nitrogenada
organica, adicionando sélo una inorganica. Pueden adicionarse ciertas sustancias como
telurito de potasio, sulfito de bismuto, y otros. Algunos antibiéticos también pueden
ser afladidos para inhibir.

v Medios diferenciales: contienen sustancias nutritivas o indicadoras que

permiten desarrollar a las bacterias con una apariencia colonial distintiva.
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v Medios para pruebas de caracterizacion e identificacion de los
microorganismos: estan adicionados de sustratos especificos y permiten diferenciar
unas especies de otras, con base en su capacidad enzimatica especifica.

v Medios de enriquecimiento: favorecen la multiplicacion y aumento de un cierto
grupo de microorganismos. Aqui se combina un medio selectivo y la variacion de otros
factores como pH, temperatura, iluminacion, aereacion, una fuente Unica de carbono,
etc.

v Medios enriquecidos: algunas bacterias requieren medios especiales,
complejos y sofisticados, ya que son incapaces de crecer en medios comunes.

v Medios de mantenimiento: preservan satisfactoriamente la viabilidad de los

organismos, conteniendo concentraciones limitadas de nutrientes.

En este sentido, Olivas, E. (2012) sefiala que en la actualidad el trabajo requerido en
la preparacion de medios se ha simplificado, mediante la utilizacion de medios
deshidratados que se obtienen comercialmente en las variedades deseadas. Algo
similar a las mezclas deshidratadas para la elaboracion de pasteles. Sélo se requiere
disolver una cantidad conocida en un volumen medido de agua, repartir en los

recipientes necesarios (tubos de ensayo, matraces, frascos) y esterilizar.

Un pequefio grupo de bacterias no se han logrado cultivar en ningin medio de cultivo,
hasta la fecha, como Mycobacterium leprae, Treponema pallidum y las rickettsias
(Olivas, E. 2012).

Ademas de todo lo dicho sobre los medios de cultivo, es bueno resaltar lo dicho por
Olivas, E. (2012) quien sefiala que es indispensable la esterilizacidn de los medios antes
de usarlos, para eliminar todos los microorganismos presentes en ellos, cuidando que en
los recipientes no vuelva a entrar ningin organismo. En esta forma, solo se cultivaran
los organismos deseados. La esterilizacion es un proceso mediante el cual se destruyen
todas las formas de vida. Esterilizar es un término absoluto. Algo esta estéril o no lo

estd, pero nunca esta medio estéril.
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Existen diferentes técnicas de esterilizacion para medios de cultivos, Olivas, E. (2012),

hace mencidn a:

v Esterilizacion con calor: La temperatura elevada puede inactivar muchas
enzimas, desnaturalizar proteinas y como consecuencia la muerte de los
microorganismos. El efecto depende de la temperatura y del tiempo de exposicion.

> El calor humedo en forma de vapor saturado a presion es uno de los agentes
mas utilizados para la esterilizacion de medios de cultivo. Con el ambiente himedo se
favorece la penetracion mas rapidamente del calor a la célula, provocando una
coagulacion de las proteinas. Comunmente se usa la autoclave, a 121 ° C, 15 libras de
presion, por 15 min.

> El calor seco (aire caliente) utilizado en los hornos, da lugar a la oxidacion de
componentes celulares vitales. Es utilizado en materiales generalmente de vidrio,
limpios y secos, como cajas de Petri, pipetas, algunos instrumentos quirargicos. Puede
esterilizarse a 180°C una hora.

v Esterilizacion por filtracion: El uso de filtros bacterioldgicos es util cuando se
requiere esterilizar sustancias termol&biles, como vitaminas, aminodcidos u otras
similares. Estas deben ser adicionadas a los medios previamente esterilizados, en
condiciones asépticas.

v La incineracion: su uso es limitado, como en la esterilizacion del asa
microbioldgica, cadaveres de animales de laboratorio, algunos desechos de hospitales
y otros similares.

v Reparticion de los medios estériles: Si los medios esterilizados se van a repartir
en cajas de Petri u otros recipientes, estos deben estar estériles y se debe trabajar dentro
del area de esterilidad.

Segun Casado, C., Torrico, G., y Medina, M. (2012) nos sefialan que los medios de
cultivo para el desarrollo de E. Coli son los siguientes:

Agar S.S.: Medio de cultivo utilizado para el aislamiento de Salmonella spp. y de
algunas especies de Shigella spp. a partir de heces, alimentos y otros materiales en los

cuales se sospeche su presencia. Fundamento 17 Es un medio de cultivo selectivo y
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diferencial. La selectividad, estd dada por la sales biliares y el verde brillante, que
inhiben el desarrollo de bacterias Gram positivas, de la mayoria de los coliformes y el
desarrollo invasor del Proteus spp. Es diferencial debido a la fermentacion de la lactosa,
y a la formacion de &cido sulfhidrico a partir del Tiosulfato de sodio. Los pocos
microorganismos fermentadores de lactosa capaces de desarrollar, acidifican el medio
haciendo virar al rojo el indicador de pH, obteniéndose colonias rosadas o rojas sobre
un fondo rojizo. Salmonella, Shigella y otros microorganismos no fermentadores de
lactosa, crecen bien en el medio de cultivo, y producen colonias transparentes. La
produccién de acido sulfhidrico se evidencia como colonias con centro negro debido
a la formacion de sulfuro de hierro. Para aumentar la selectividad, se recomienda

incubar previamente la muestra en Selenito caldo.

Cuadro N° 01: Formula de Agar S.S.

Instrucciones

0 Pluripeptona 5.0 0 Suspender 60 g del polvo por
0 Extracto de carne 5.0 litro de agua destilada. Reposar 5
0 Lactosa 10.0 minutos y mezclar hasta homogeneizar.
I Mezcla de sales biliares | Calentar a ebullicion durante 2 o 3
8.5 minutos.
0 Citrato de sodio 8.5 . NO ESTERILIZAR EN
0 Tiosulfato de sodio 8.5 AUTOCLAVE.
0 Citrato férrico 1.0 0 Enfriar a 45-50°C y distribuir

unos 20 ml por placa. Secar la superficie
0 Agar 13.5

: del medio unos minutos en la estufa.

0 Verde brillante 0.00033
0 Rojo neutro 0.025 pH
final: 7.0 £ 0.2

Recomendaciones de cultivos segin Casado, C., Torrico, G., y Medina, M. (2012):

v Siembra: Sembrar por estriado la superficie del medio de cultivo.
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v Recomendaciones, se aconseja sembrar en forma conjunta una placa de agar
E.M.B. (B02-101-05) o de agar Mac Conkey (B02-114-05).

v Incubacién Durante 24-48 horas a 35-37 °C, en aerobiosis.

v Caracteristicas del medio preparado: rojo naranja.

v Almacenamiento: Medio deshidratado: a 10-35 °C.
v

Los resultados se detallan en el siguiente cuadro:

Cuadro N° 02: Resultado de cultivo en Agar S.S.
Microorganismos Colonias

Salmonella typhimurium ATCC 14028 | Transparentes, centro negro

Shigella flexneri Incoloras
Shigella sonnei Incoloras
Proteus mirabilis ATCC 43071 Transparentes, centro negro
Echerichia coli ATCC 25922 Rosadas a rojas
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 | Rosadas cremosas y mucosas
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Incoloras, de muy escaso crecimiento
0 Agar Hektoen: Es un medio mas diferencial y menos selectivo que el agar SS.

Se utiliza para facilitar el aislamiento de las enterobacterias. La presencia de tres
azucares (lactosa, sacarosa y salicilina) permiten ampliar el poder diferencial de este
medio. Este medio es capaz de detectar los gérmenes formadores de SH2, igual que el
SS. Las cualidades del agar Hektoen se deben a su riqueza en peptonas y azlcares, que
neutralizan el efecto inhibidor de las sales biliares respecto a ciertos gérmenes de
cultivo delicado (Shigella en particular).El crecimiento de Salmonella es excelente,
igual que el de Shigella, obteniéndose colonias mas numerosas y voluminosas que en
los medios selectivos usuales. La inhibicién tiene lugar, esencialmente, sobre E. coli y
en menor medida sobre Proteus y Citrobacter. Hay que sefialar que el vibrion colérico

crece bien en este medio.

0 C.P.S. ID3. : Medio cromogénico desarrollado por Biomerieux, que permite la

identificacion de E. coli, P. mirabilisy E. faecalis, con la simple visualizacion del
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cambio de color de la colonia sobre el medio (rojo burdeos, azulo marrén). La
identificacion solo requiere la adicion de un reactivo para confirmar o descartar la
especie sospechada. Otros microorganismos diferentes requieren los sistemas de
identificacion habituales (API, p. ej) Granada, Islam o New GBS: Medios utilizados
para deteccion de Streptococcus agalactiae, mediante la utilizacion de un sustrato

cromogenico especifico de este microorganismo.

0 MacConkey: es un medio diferencial y selectivo para el aislamiento de bacilos
Gram negativos, fermentadores o no de lactosa, de la familia de las Entero bacteridceas

provenientes de muestras clinicas y no clinicas.

Actualmente existen muchos medios para el cultivo, aislamiento e identificacion de
Entero bacterias. Uno de estos medios fue desarrollado y publicado por MacConkey a
comienzos del siglo XX. Este medio esta basado en el hecho de que las sales biliares
son precipitadas por los &cidos. Dentro de los microorganismos entéricos tenemos
fermentadores de lactosa y no fermentadores. Los microorganismos fermentadores de
lactosa dan colonias rosadas a rojas con o sin precipitado biliar, mientras que los no
fermentadores aparecen como colonias trasparentes. La presencia de sales biliares y
cristal violeta inhibe el crecimiento de la mayoria de las bacterias Gram positivas como
Enterococcus y Staphylococcus. La selecciéon de los productos que entran en su
composicion evitan el “swarming” del Proteus spp. Este medio estéd indicado en el
trabajo con muestras clinicas con flora mixta. También puede ser utilizado en anélisis

de alimentos (Francisco Soria Melguizo, S.A. 2009).

1.2.  Justificacion de la Investigacion

La presente investigacion titulada “Efecto antimicrobiano del latex de synadenium
grantii en cultivos in vitro de e. coli, Sullana — 2018, tiene una justificacién cientifica

ya que sus procedimientos se ejecutaran bajo los principios del método cientifico y

ello servira para futuras investigaciones.
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En este sentido podemos decir que existen plantas medicinales que presentan efectos
fisiologicos mdaltiples, debido a que poseen més de un principio activo que actdan
inhibiendo el crecimiento de microorganismos generando asi un gran interés por parte
de los investigadores en estudiar las sustancias naturales que posean propiedades
antimicrobianas, tal como Synadenium grantii (planta de la vida) que es de facil
cultivacion para la poblacién, también debido a que actualmente los microorganismos
patogenos estan siendo resistentes a los antibidticos de uso comdn dentro de estos
microorganismos se encuentra E. coli,; por eso se dirige los estudios a utilizar
productos naturales como métodos alternativos. Por otro lado es relevante mencionar
el aumento de pacientes inmunocomprometidos a los cuales los antibidticos les afecta.,
en tal sentido se plantea evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del latex de la planta

Synadenium grantii sobre la cepa de E. coli.

1.3. Problema de la Investigacion

1.3.1. Planteamiento del Problema

Se reconoce a E. coli, como el microorganismo indicador de contaminacion fecal por
excelencia, dentro de la especie se han descrito grupos patdgenos capaces de causar
enfermedades intestinales y extra intestinales en el ser humano y los animales, lo cual
conduce a disefiar medidas de prevencion dirigidas hacia la eliminacion o disminucion
de ésta bacteria. En tal sentido, el uso de plantas medicinales frente a este problema
de salud publica, ha sido una opcion; ya que la medicina alternativa es empleada a
nivel mundial con fines terapéuticos y que esta tomando gran apogeo en el tratamiento
de muchas enfermedades de origen antimicrobiano y antiséptico para el control y

erradicacion de las mismas.
Actualmente, las plantas medicinales recuperan parte del protagonismo que tuvieron

en los primeros tratamientos médicos, ocurriendo un nuevo auge de las aplicaciones

terapéuticas de las plantas.
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El Perd no es ajeno a enfermedades causadas por microorganismos, es asi que desde
épocas milenarias el poblador peruano ha hecho uso de plantas medicinales en el
tratamiento de dichas enfermedades, trasladandose ese conocimiento de generacion en

generacion.
En tal sentido, la presente investigacion estd dirigida a determinar el efecto
antimicrobiano del latex de synadenium grantii inhibiendo el crecimiento de E. coli;

para luego, terminada la investigacion, sus resultados serviran para sugerir el uso de

dicha planta en el tratamiento de enfermedades de E. coli.

1.3.2. Formulacién del Problema

¢Cual es el efecto antimicrobiano del latex de Synadenium grantii en cultivos in vitro

de E. coli?

1.4.  Conceptualizacion y Operacionalizacion de las variables de la

investigacion

1.4.1. Variable independiente

Latex de Synadenium grantii.

a. Conceptualizacion

Grandéz, G. (2010), sefiala que el latex es una sustancia lechosa y fluida, la planta
Synadenium grantii contiene abundante latex de color blanco, que es la sustancia que
cura muchisima enfermedades; el latex puro es irritante si se aplica en zonas sensibles

del cuerpo, lo que no ocurre lo mismo en la mano pudiéndose manipular la sustancia

sin ningun cuidado y proteccion.
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b. Operacionalizacion
La Operacionalizacion de la variable se realizo a través de la aplicacion del latex de
Synadenium grantii a concentraciones 25%, 50%, 75% y 100%, sobre cultivos de E.

coli y observar su poder inhibidor de crecimiento microbiano.

C. Indicadores
Los indicadores que permitieron verificar la Operacionalizacion de la variable fueron:
> Efecto antimicrobiano.

> Sin efecto antimicrobiano.

1.4.2. Variable Dependiente

Echerichia. coli.

a) Conceptualizacion

Para Camacho, A., et al (2009), Echerichia coli es un bacilo corto Gram negativo que
se encuentra clasificado dentro de la familia Enterobacteriaceae (bacterias entéricas),
existe como comensal en el intestino delgado de humanos y animales. Sin embargo,
hay algunas cepas de E. coli patdgenas que provocan enfermedades diarreicas. Estas
E. coli se clasifican con base en las caracteristicas que presentan sus factores de
virulencia unicos, cada grupo provoca la enfermedad por un mecanismo diferente. Las
propiedades de adherencia a las células epiteliales de los intestinos grueso y delgado
son codificadas por genes situados en plasmidos. De manera similar las toxinas son

mediadas por plasmidos o fagos.

b) Operacionalizacion

La Operacionalizacion de la variable se realizara a través de los siguientes
procedimientos:

v Siembra in vitro de la cepa bacteriana

v Incubacion y crecimiento de la cepa bacteriana
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v Sensibilidad de la bacteria al latex de Synadenium grantii

C) Indicadores
Para saber si se esta operando correctamente se tendra en cuenta los siguientes

indicadores:

v Crecimiento de la bacteria Echerichia coli.

v Sin crecimiento de la bacteria Echerichia coli.

1.5.  Hipotesis de la Investigacion

1.5.1. Hipotesis General

El latex de Synadenium grantii tiene efecto antimicrobiano significativo en cultivos
in vitro de E. coli.

1.5.2. Hipotesis Especificos

1. El 100% de concentraciones del latex de Synadenium grantii tiene efectos
antimicrobiano significativo frente a la cepa de la bacteria Echerichia coli ATCC
25922.
2. El 75% de concentraciones del latex de Synadenium grantii tiene efectos
antimicrobiano significativo frente a la cepa de la bacteria Echerichia coli ATCC
25922.
3. El 50% de concentraciones del latex de Synadenium grantii tiene efectos
antimicrobiano significativo frente a la cepa de la bacteria Echerichia coli ATCC
25922,
4. El 25% de concentraciones del latex de Synadenium grantii tiene efectos
antimicrobiano significativo frente a la cepa de la bacteria Echerichia coli ATCC
25922.
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5. La bacteria Echerichia coli es significativamente sensible al latex de

Synadenium grantii.

1.6. Objetivos de la Investigacion

1.6.1. Objetivo General

Determinar el efecto antimicrobiano del latex de Synadenium grantii en cultivos in
vitro de E. coli, Sullana — 2018.

1.6.2. Objetivos Especificos

1) Determinacion del efecto antimicrobiano del 100 % de concentraciones del
latex de Synadenium grantii frente a cepa de Echerichia coli ATCC 25922.

2) Determinacion del efecto antimicrobiano del 75 % de concentraciones del latex
de Synadenium grantii frente a cepa de Echerichia coli ATCC 25922,

3) Determinacion del efecto antimicrobiano del 50 % de concentraciones del latex
de Synadenium grantii frente a cepa de Echerichia coli ATCC 25922,

4) El 25% de concentraciones del latex de Synadenium grantii tiene efectos
antimicrobiano significativo frente a la cepa de la bacteria Echerichia coli ATCC
25922.

5) Determinar la sensibilidad de la bacteria E. coli ATCC 25922 al latex de
Synadenium grantii.
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II. METODOLOGIA

2.1.  Tipoy Disefio de la Investigacion

2.1.1. Tipo

El presente estudio es de tipo Analitico, Prospectivo.

Analitico, porque el estudio presenta variable independiente (Latex) y variable

dependiente (E. coli).

Prospectivos, porque la investigadora, para recoger los datos de las variables
estudiadas, disefi6 instrumentos para el registro de los datos medidos. Es decir los datos
fueron obtenidos de fuentes primarias.

2.1.2. Disefo

La presente investigacion es Experimental, Experimental puro, Con grupo control,

Transversal.

v Experimental, porque el investigador manipulé la variable independiente

observando el efecto que tiene en la variable dependiente.

v Experimental puro, porque el estudio tuvo un rigor estricto en el control

ambiental donde se realizan los procesos de la investigacion.

v Con Grupo control, porque dentro de la muestra estudiada, se selecciond un

grupo que no se aplico el tratamiento con latex, pero si con un antibidtico comercial.
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v Transversal, porque las medidas seran tomadas, en una sola oportunidad,
después del tratamiento. Esto serd a las 24 horas después de la inoculacién de la E. coli

y la aplicacion del latex.

El grafico de este disefio es:

r NRG/\—’—: T o
L o X O J

Donde:

v NR: significa que la muestra es no probabilistica intencional, es decir la
investigadora a elegido la muestra a conveniencia e interés propio.

v G: es el grupo o muestra en estudio

v O: la observacion hecha a la variable dependientes antes de la aplicacion del
tratamiento.

v O1: observacion hecha a la variable dependiente después del tratamiento a
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% de latex en el grupo experimental.

v O2: observacion hecha a la variable independiente después del tratamiento a
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% de Ciprofloxacino en el grupo control.

v Xi: tratamiento aplicado a la variable dependiente a concentraciones de 25%,
50%, 75% y 100% de latex en el grupo experimental.

v Xo: tratamiento a traves del farmaco antimicrobiano comercial Ciprofloxacino
a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% aplicado a la variable dependiente en el

grupo control.
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2.2.  Poblaciony Muestra

2.2.1. Poblacién

La poblacién de estudio estara representada por la cepa bacteriana de Echerichia coli

adquirida en un laboratorio certificado.

2.2.2. Muestra

La muestra del presente estudio, es una muestra no probabilistica (no randomizado),
es decir que el investigador la eligio a criterio y conveniencia propia. Dicha muestra
estara representada por 16 placas Petri inoculadas con Echerichia coli.

2.3.  Técnicas e Instrumentos de la Investigacion

2.3.1. Técnicas

Las técnicas empleadas en la siguiente investigacién son:

v La Observacion, a través del cual la investigadora hizo observacion en primer
lugar a la informacion bibliogréafica de relevancia a las variables. En segundo lugar
observo a la variable dependiente antes y después del tratamiento

v' El Tratamiento: se utilizé el método microbioldgico antibiograma

2.3.2. Instrumentos

Cada técnica empleada tiene su respectivo instrumento en los cuales quedara

registrado los datos obtenidos a través de ellas; asi podemos mencionar:

v Ficha técnica de observacion de analisis bibliografica.

v Ficha técnica de laboratorio.
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v Fundamento estandarizado del método microbioldgico de antibiograma.
2.3.3. Procesamiento y Anélisis de la Informacion

a. Procesamiento

El procesamiento de los datos que se obtendran de la presente investigacion seran
procesados a través de:

v Tablas de frecuencia.

v Figuras estadisticas.

b. Andlisis

Los analisis de los resultados se haran a través de la herramienta de la Estadistica:

Mediana

Tanto el procesamiento como el andlisis serdn realizadas a través del programa
informatico EXCEL 2013.
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I11.  RESULTADOS

3.1. Determinacion del efecto antimicrobiano del latex de Synadenium grantii
frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922

3.1.1. Determinacion del efecto antimicrobiano al 100% del latex de
Synadenium grantii frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922

Tabla N° 01: Efecto antimicrobiano del latex al 100 % frente a cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Placa Petri
N° Disco
1 23

33
24
22
29
18
2
21

23.8

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de andlisis de antibiograma
Elaborado por: AS.C.A

Diametro del halo de inhibicion (mm)

D WONEFEDON

33

40 29

21
20

23 24 22 18 20

£

E ll"]l]]
i 2 3 4 5 6 7 8

DISCOS INHIBIDORES

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: AS.C.A

HALO INHIBIDOR -
o

Grafico N° 01: Efecto antimicrobiano del latex al 100 % frente a cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Interpretacion: En la tabla 01 y grafico 01, se observa el efecto antimicrobiano del
latex de S. grantii en una concentracion al 100 %. Obteniéndose una media del halo

de inhibicion de 23.8 mm.
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3.1.2. Determinacion del efecto antimicrobiano al 75% del latex de Synadenium

grantii frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922

Tabla N° 02: Efecto antimicrobiano del latex al 75 % frente a cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Placa Petri
N° Disco
1 21
16
28
20
21
22
10
19.71

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: AS.C.A

Lla 1etro ael nalo ae innipicion (mm)

A O NN E ODN

28

30
0 7
15

0 i

21 22

HOLO DE INHIBICION - mm
w

DISCOS DE INHIBICION

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: AS.C.A

Grafico N° 02: Efecto antimicrobiano del latex al 75 % frente a cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Interpretacion: Interpretacion: En la tabla 2 y grafico 2, se observa el efecto

antimicrobiano del latex de S. grantii en una concentracion al 75%. Arrojando una

media de halo inhibiciéon de 19.71 mm
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3.1.3. Determinacion del efecto antimicrobiano al 50%o del latex de

Synadenium grantii frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922

Tabla N° 03: Efecto antimicrobiano del latex al 50 % frente a cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Placa Petri
N° Disco
1 20
20
17
30
20
17
15
19.9

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: A.S.C.A

vialr etro ael nalo ae innipicion (mm)

A W N EFEP WN

30
0
Z 2 20 20
z 15 -
w
s |
o 10 7
<
T 5
0
1 2 3 4 5 6 7

DISCOS DE INHIBICION

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: AS.C.A

Grafico N° 03: Efecto antimicrobiano del latex al 50 % frente a cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Interpretacion: Interpretacion: En la tabla 3 y grafico 3, se observa el efecto

antimicrobiano del latex de S. grantii en una concentracion al 50%. Se observa que la
media del halo de inhibicion, es de 19.9 mm.
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3.1.4. Determinacion del efecto antimicrobiano al 25% del latex de Synadenium

grantii frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922

Tabla N° 04: Efecto antimicrobiano del latex al 25 % frente a cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Placa Petri

Diametro del halo de inhibicién (mm)

N° Disco
1 15
1 2 20
3 15
1 19
2
2 22
18.2

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: AS.C.A

5 7

20 7

HALO DE INHIBICION - mm

10 7

(6]

1 2 3 4 5

DISCOS DE INHIBICION

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: AS.C.A

Grafico N° 04: Efecto antimicrobiano del latex al 25 % frente a cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Interpretacion: Interpretacion: En la tabla 04 y grafico 04, se observa el efecto

antimicrobiano del latex de S. grantii en una concentracion al 25%, donde la media del

halo de inhibicion es de 18.2 mm.
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3.2 Determinacién del efecto antimicrobiano del medicamento antimicrobiano
Ciprofloxacino frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922

3.2.1 Determinacion del efecto antimicrobiano al 100% del medicamento

antimicrobiano Ciprofloxacino frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922

Tabla N° 05: Efecto antimicrobiano de Ciprofloxacino al 100% en cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Placa Petri
. . Diametro del halo de inhibicion (mm)
N Disco
1 25
1 2 25
3 35
1 42
2 2 34
32.2

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: A.S.C. A

60

£ 0 7~ 22 25

2

o

HALO DE INHIBICION -
m

1 2 3 4 5
DISCOS DE INHIBICION

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: AS.C.A

Grafico N° 05: Efecto antimicrobiano de Ciprofloxacino al 100% en cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Interpretacion: En la tabla 05 y grafico 05, se observa el efecto antimicrobiano del
medicamento antimicrobiano Ciprofloxacino en una concentracion al 100%. El

promedio del halo inhibidor es de 32.2 mm.
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3.2.2 Determinacion del efecto antimicrobiano al 75 % del medicamento

antimicrobiano Ciprofloxacino frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922

Tabla N° 06: Efecto antimicrobiano de Ciprofloxacino al 75 % en cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Placa Petri
N° Disco

Diametro del halo de inhibicién (mm)

34
29
30
26
25
34
40
25
30.4

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de andlisis de antibiograma
Elaborado por: A.S.C. A

B WNERER A WNR

40

§40 ~ 34 34 ‘
: 29 30
E 0 7 26 25 25
@)
=]
I
Z 20
w
(a]
o 10
< 0
I

1 2 3 DISCO DE INHIBICION 6 7 8

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: AS.C.A

Grafico N° 06: Efecto antimicrobiano de Ciprofloxacino al 75 % en cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Interpretacion: En la tabla 06 y grafico 06, se observa el efecto antimicrobiano del

medicamento antimicrobiano Ciprofloxacino en una concentracion al 75%. Aqui se

observa que la media del halo inhibidor es de 30.4 mm.
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3.2.3 Determinacion del efecto antimicrobiano al 50 % del medicamento

antimicrobiano Ciprofloxacino frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922

Tabla N° 07: Efecto antimicrobiano de Ciprofloxacino al 50 % en cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Placa Petri . C

. Diametro del halo de inhibicion (mm)
N° Disco
1 1 28

2 25

1 30
2 2 33

3 39

31.0

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: A.S.C.A

39

40
35 7
30 7
25 7
20 7
15
10 7

HALO DE INHIBICION - mm

DISCO DE INHIBICION

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: AS.C.A

Grafico N° 07: Efecto antimicrobiano de Ciprofloxacino al 50 % en cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Interpretacion: En la tabla 07 y grafico 07, se observa el efecto antimicrobiano del

medicamento antimicrobiano Ciprofloxacino en una concentracion al 50%. Se denota

que el promedio del halo de inhibicion es de 31 mm.
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3.2.4 Determinacion del efecto antimicrobiano al 25% del medicamento

antimicrobiano Ciprofloxacino frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922

Tabla N° 08: Efecto antimicrobiano de Ciprofloxacino al 25 % en cepas in vitro de
Echerichia coli ATCC 25922.

Placa Petri
. Diametro del halo de inhibicion (mm)
N° Disco
1 34
! 2 25
1 42
2 2 33
335

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: A.S.C.A

45 ~
40 7
35 7
30 7
25 7
20 7
15 7
10 7

HALO DE INHIBICION - mm

1 2 3 4
DISCO DE INHIBICION

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de analisis de antibiograma
Elaborado por: A.S.C.A

Grafico N° 08: Efecto antimicrobiano de Ciprofloxacino al 100 % en cepas in vitro
de Echerichia coli ATCC 25922.

Interpretacion: En la tabla 08 y grafico 08, se observa el efecto antimicrobiano del
medicamento antimicrobiano Ciprofloxacino en una concentracion al 25 %. El

promedio del halo de inhibicion es de 33.5 mm.
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3.2.5 Determinacion comparativa del efecto antimicrobiano entre el latex de S.

grantiiy el medicamento Ciprofloxacino, frente a cepas de Echerichia coli ATCC

25922

Tabla N° 09: Resumen comparativo del efecto antimicrobiano entre el latex de S.

grantii y el medicamento Ciprofloxacino frente a cepas in vitro de Echerichia coli
ATCC 25922

Agente

Concentracion (%)

Antimicrobiano

Latex de S. grantii

100
75
50
25

Ciprofloxacino

z

CONCENRACION DEL
ANTIMICROBIANO (%) -

(mm)

HALO DE INHIBICION

100
75
50
25

Promedio Del Halo Promedio
Inhibidor (Mm) Total De
Halo
Inhibidor
(Mm)
23.75
19.71
20.38
19.86
18.2
322
30.4
31.78
31
335

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de andlisis de antibiograma
Elaborado por: AS.C.A

100

[
o

60

40

20

0 ]
Latex de S. grantii

CONCENTRACION (%)

|
Ciprofloxacino

HALO DE INHIBICION (mm)

Fuente: Datos obtenidos de la ficha de andlisis de antibiograma
Elaborado por: AS.C.A
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Figura N° 09: Resumen comparativo del efecto antimicrobiano entre el latex de S.
grantii y el medicamento Ciprofloxacino frente a cepas in vitro de Echerichia coli
ATCC 25922.

Interpretacion: La tabla 09 y grafico 09, se observa la comparacion del efecto

antimicrobiano del latex de S. grantii y medicamento antimicrobiano Ciprofloxacino.

Observandose el efecto causado por los dos agentes antimicrobiano.
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IV. ANALISIS Y DISCUSION

4.1.Analisis

En la tabla 01 y grafico 01, se registra losl diametros de los halos formados por la
presencia del latex al 100% de concentracion, teniendo un promedio de 23.8 mm de
didmetro. Estos datos dan evidencia que el latex de S. grantii tiene un efecto
antimicrobiano frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922.

En la tabla 02 y grafico 02, se registra los diametros de los halos formados por la
presencia del latex al 75% de concentracion, arrojando un promedio de 19.71 mm de
diametro. Estos datos dan evidencia que el latex de S. grantii tiene un efecto

antimicrobiano frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922.

En la tabla 03 y grafico 03, se registra los didmetros de los halos formados por la
presencia del latex al 50% de concentracion, arrojando un promedio de 19.90 mm de
diametro. Estos datos dan evidencia que el latex de S. grantii tiene un efecto

antimicrobiano frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922.

En la tabla 04 y grafico 04, se registra los didmetros de los halos formados por la
presencia del latex al 25% de concentracion, arrojando un promedio de 18.2 mm de
didmetro. Estos datos dan evidencia que el latex de S. grantii tiene un efecto
antimicrobiano frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922.

En la tabla 09 y grafico 09, se denota los resultados comparativos entre el latex de S.
grantii y el medicamento antimicrobiano Ciprofloxacino, donde se observa que el
didmetro de los halos inhibidor formados se da en todas las concentraciones, teniendo
como promedio de 20.38 en el latex y de 31.78 en el Ciprofloxacino, evidenciandose
el efecto antimicrobiano frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922 del latex de S.

grantii.
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Frente a los datos observados, se evidencia que el latex de S. grantii forma un halo
inhibidor, cuyo diametro en promedio es de 20.38 mm, en comparacion al halo de
Ciprofloxacino cuyo didmetro es de 31.78 mm, existiendo una diferencia de 11.4 mm.
Esto permite sefialar que la bacteria Echerichia coli ATCC 25922 es

significativamente sensible al latex de S. grantii.

4.2. Discusiones

Al revisar estudios que tengan relevancia con la variable estudiada, no ha sido posible
encontrar alguna publicacién referente al fecto antimicrobiano del latex de S. grantii,
frente a E. coli. Pero, si se tom6 como antecedente a trabajos realizados con otras

plantas medicinales con efecto antimicrobiano.

Ocares, M. (2012), realiza un estudio, donde concluye que los extractos metanolicos
de hoja de Lingue (Persea lingue), Nirre (Nothofagus antartica), Luma (Amomyrtus
luma), Picha (Myrceugenia planipes) y Meli (Amomyrtus meli) presentaron actividad
antimicrobiana frente a todas las cepas de Escherichia coli y Salmonella utilizados en
este estudio. Ademas de ello sefialan que los extractos metandlicos de Radal y Notro,
solo presentaron actividad antimicrobiana frente a S. Typhimurium ATCC 14028. Esta
conclusién es compartida con el presente estudio, evidencidndose que el latex de S.

grantii tiene efecto antibacterial frente a cepas de Echerichia coli ATCC 25922.

Chévez, A. (2013), al usar el latex de del latex de Jatropha curca como agente
antibacterial, concluye que el latex de Jatropha curcas presentaron una actividad
antimicrobiana selectiva importante frente al género de Staphylococcus spp,

compartiendo esta actividad antibacterial con los resultados del presente estudio.

Miranda, A. (2015), quien hizo uso de del latex de euphorbia laurifolia como agente
antimicrobiano, donde concluye que el extracto hexanico del latex de E. laurifolia
carece de actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Pseudomona aeruginosa y Candida albicans; conclusiones que no son comartidas con
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los resultados del presente estudio. Por otro lado Soto, M. (2015), en su estudio
concluye que el gel elaborado con extracto etandlico de hojas de Senecio rhizomatus
Rusby tiene efecto antimicrobiano; conclusion compartida con el presente estudio.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

5.2.  General

El latex de Synadenium grantii tiene efecto antimicrobiano frente a cultivos de
Escherichia coli ATCC 25922.

5.3. Especificos

1. La concentracion del 100% de latex de Synadenium grantii, genera un halo de
inhibicion de 23.8 mm, generando un efecto antimicrobiano frente a cultivos de
Escherichia coli ATCC 25922.
2. La concentracion del 75% de latex de Synadenium grantii, genera un halo de
inhibicion de 19.71 mm, generando un efecto antimicrobiano frente a cultivos de
Escherichia coli ATCC 25922.
3. La concentracion del 50% de latex de Synadenium grantii, genera un halo de
inhibicién de 19.90 mm, generando un efecto antimicrobiano frente a cultivos de
Escherichia coli ATCC 25922.
4. La concentracion del 25% de latex de Synadenium grantii, genera un halo de
inhibicién de 18.2 mm, generando un efecto antimicrobiano frente a cultivos de
Escherichia coli ATCC 25922.
5. La E. coli ATCC 25922, frente al latex de S. grantii, presenta una sensibilidad

significativa, frente al latex de Synadenium grantii
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5.4. Recomendaciones

Frente a los resultados obtenidos, se recomienda realizar estudios de sensibilidad de
otras bacterias frente al latex de S. grantii, esto con el objeto de comprobar el poder
antimicrobiano del latex de S. grantii.

A futuros investigadores realizar la extraccion del latex de Synadeum grantii a no
menos de 24 horas de la exposicion con la bacteria, puesto que el tiempo es un factor

para evitar que el latex se solidifique.

Realizar mas estudios que demuestren las propiedades de toda la planta medicinal S.
grantii, para que tengan un respaldo cientifico y puedan utilizarse como posible
medicacion en la terapéutica de enfermedades que azotan a la sociedad.

Realizar un estudio de toxicidad del latex de Synadeum grantii para seres humanos.

Realizar formulas preparadas para hacer ensayos frente a enfermedades bacteriales de

seres humanos, previo estudio ético.

El uso de la bacteria debe hacerse en no mas de 3 dias, puesto que por su replicacion

suele morir rapidamente a falta de nutrientes.
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8.1.Anexos

VIII.

ANEXOS Y APENDICES

Anexo N° 01: Ficha Técnica de Observacion de Laboratorio

Muestra
(placa Petri)

Tratamiento
Con medicamento

Tratamiento
Con Latex

placa | [] % | Disco | Halo de inhibicion - mm Disco Halo de inhibicién - mm
1
2
1 100 3
4
1
2
2 75 3
4
1
2
3 50 3
4
1
2
4 25 3
4

54



Anexo N° 02: Ficha Técnica de Observacién Bibliografico

NO

AUTOR

TiTULO

ANO DE

PUBLICACION

NOTA RELEVANTE

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19
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Anexo 03: Evidencias fotograficos

Foto N° 01: materiales e insumos para el antibiograma

Foto N°2: Pesado de Medio de cultivo Agar nutritivo
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Foto N° 5: Solucion de Agar Nutritivo autoclavado

Foto N° 6: Impregnacion de discos de papel filtro en diferentes concentraciones
de latex de S. grantii y el medicamento antimicrobiano.
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Foto N° 7: Placas con medicamento antimicrobiano al 100%, 75%, 50% y 25%
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Foto N° 9: Placas con latex y medicamento con diferente concentraciones con
discos de papel filtrante

Foto N° 10: Traslado de medio de cultivo a las placas Petri a trabajar
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Foto N° 11: Inoculacién de Escherichia coli en placas Petri
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Foto N ° 12: Colocacion de discos de papel filtro impregnado con medicamento

antimicrobiano a diferentes concentraciones, en placas inoculadas con E. Coli.
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Foto N° 13: Colocacion de discos de papel filtro impregnado con latex de S. grantii

a diferentes concentraciones, en placas inoculadas con E. Coli.
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Foto N ° 14: Placas con sus respectivos discos impregnados de antimicrobiano y/o
latex son llevadas a incubacion por 24 horas.
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Foto N° 15: Placas a incubacion por 24 Horas.

Foto N° 16: Lectura de halos formados en placas Petri a las 24 horas.
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Foto N° 17: Placa con latex al 25% con un halo de 1.5 cm aprox.

Foto N° 18 Placa con latex al 50% con un halo de 1.7cm
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Foto N° 19: Placa con latex al 75 % con un halo de 1.5 cm aprox

Foto N° 20: Placa con latex al 100 % con formacién de halo de 2.8 cm
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Foto N° 21: Placa con medicamento antimicrobiano a diferentes concentraciones

con formacion de halo inhibidor
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Foto N° 22: Placa con medicamento antimicrobiano a diferentes concentraciones

con formacion d halo inhibidor
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Foto N° 23: Placa con latex de S. grantii y medicamento antimicrobiano, con

formacién de halo inhibidor al crecimiento bacteriano.

70



8.2.Apéndices

BIOMEDICA
Vol. 4, No. 3y 4 — 1984

ACTUALIZACIONES

EL ANTIBIOGRAMA DE DISCOS. NORMALIZACION DE LA
TECNICA DE KIRBY-BAUER

MAYE BERNAL R..* MIGUEL GUZMAN U.**

INTRODUCCION

En el manejo clinico de la enfermedad
infecciosa es indispensable la identificacién
del agente causal con el objeto de hacer un
control terapéutico, en lo posible, especifico.
Tratdndose de entidades de origen bacte-
riano, este concepto es atin més estricto,
toda vez que el médico cuenta con gran
cantidad de agentes antimicrobianos de los
cuales debe seleccionar aquéllos que
ademés de su fécil administracién, buena
penetracién y baja toxicidad sean realmente
activos contra el microorganismo causal (1).
Estas consideraciones implican que el
médico, ademéas del buen conocimiento y
comando de los aspectos clinicos, conozca
en profundidad los antimicrobianos y su
farmacologia, ordene el aislamiento e
identificacién del agente etiolégico y su
sensibilidad frente a dichos antimicrobianos
cuando é8llo sea necesario; esto permitira
establecer un manejo més confiable evitando
su uso indiscriminado y la posibilidad de
seleccionar cepas bacterianas resistentes,
peligro cada vez més creciente como lo
destacan investigadores de la genética
bacteriana en reciente declaracién
mundial, (2).

Para que los estudios de sensibilidad de
los microorganismos a los antibiéticos
tengan aplicacién y validez clinica, es
necesario que los procedimientos de
laboratorio que la investigan sean confia-

demuestra que es necesario una normali-
zacién de su metodologia (3). El presente
trabajo, tiene por objeto dar las directrices
para la correcta realizacién e interpretacién
del antibiograma de disco que constituye el
gsistema més comunmente utilizado para
microorganismos de crecimiento répido, (4).

El seguimiento estricto de estas directrices
asegura al laboratorio la realizacién
correcta del antibiograma y al médico un
resultado confiable para el manejo de su
paciente.

La prueba de sensibilidad utilizando el
procedimiento del disco es una modificacién
de la técnica descrita por Bauer, Kirby,
Sherris y Turk (5); es la técnica que se
recomienda para los laboratorios clinicos.
La prueba es rapida, préactica y reprodu-
cible (6, 7, 8). Los procedimientos de
diluciones en agar o diluciones en caldo para
determinar la concentracién inhibitoria
minima (CIM) de los antimicrobianos son
también procedimientos satisfactorios (8).

DISCO PARA ANTIBIOGRAMA

Los discos para antibiograma son
producidos por casas comerciales bajo un
riguroso protocolo de control internacional.
Cada disco contiene una concentracién
predeterminada que permite una correlacién
més o menos precisa con la concentracién

bles. La experiencia mundial en el campo minima inhibitoria que dicho antibiético

e Unidad de Bacteriologia Clinica. Grupo de Microbiologia e Inmunologia. Actualmente en el Grupo
de Micobacterias. Instituto Nacional de Salud - Bogotd

Ll Jefe Grupo de Microbiologia e Inmunologia. Instituto Nacional de Salud - Bogota. Profesor Aso-
cviado Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia.
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alcanza “in vivo" segun los resultados de
resistencia o susceptibilidad. Solo deben
utilizarse discos con nombre genérico (3).

La conservacién de los discos es critica
va que de élla depende la confiabilidad
de los resultados. Se debe, por lo tanto,
tener particular cuidado al respecto
siguiendo las indicaciones siguientes:
Los recipientes individuales que contienen
los discos deben mantenerse refrigerados de
4-5°C. o almacenados a -20°C. hasta que
sean utilizados; los discos que contienen
drogas de la familia de la penicilina o de las
cefalosporinas deben mantenerse siempre
congelados, excepcion de una pequeiia
cantidad de discos para el trabajo diaria, los
cuales pueden mantenerse refrigerados
hasta por una semana. Los nuevos recipien-
tes con discos de sensibilidad deben colo-
carse & temperatura ambiente antes de
abrirlos para ponerlos en uso. Los dispen-
sadores que contienen discos para pruebas
de susceptibilidad deben almacenarse con
un desecdnte en el refrigerador pero debe
permitirse que alcancen la temperatura
ambiente antes de ser utilizados. Se debe
desechar todo disco cuya fecha de expira-
cién, expresamente puesta por la casa
manufacturadora, esté vencida. Los discos
deben mantenerse secos hasta que se
utilicen.

Las técnicas de antibiogramas por difusién
han sido normalizadas para microorga-
nismos de crecimiento rédpido, tales como
Staphylococcus y Enterobacteriaceae pero
no son confiables cuando se aplican a micro-
organismos de crecimiento lento, los cuales
pueden mostrar zonas de inhibicién mucho
mas grandes que aquéllos de crecimiento
rapido. Sin embargo, la total resistencia
puede ser significativa; por lo tanto, la
prueba de susceptibilidad de microorganis-
mos exigentes en sus regquerimientos
nutricionales o que necesiten una atmésfera
anaerdbica o concentraciones altas de COz 0
que presentan una rata de crecimiento
particularmente lenta, deben estudiarse con
métodos de antibiograma por dilucién o
especificos como los va desarrollados y
estandarizados de difusién para este tipo de
microorganismos (3, 7).

n3

CEPAS CONTROL

Para que los resultados del antibiograma
de discos sean realmente confiables es de
primordial importancia, ademés de los
aspectos técnicos, introducir un control de
calidad interno mediante el uso de las cepas
control. Estas son de uso universal, se trata
de cepas de S. aureus, E. coliy Ps aeruginosa
las cuales tienen un patrén de sensibilidad
va conocido frente a los antimicrobianos
{Cuadro No. 1), sensibilidad que debe ser
reproducida en cada laboratorio asegurén-
do con éllo que el procedimiento empleado
estd operando en 6ptimas condiciones (9).
Por las anteriores consideraciones, una cepa
control de Staphylococcus aureus
(ATCC25923) multisensible, debe probarse
con el conjunto de discos para gérmenes
Gram positivos y una cepa multisensible de
Escherichia coli (ATCC25922) con el conjunto
de discos para microorganismos Gram
negativos. Una cepa control de Pseudomonas
aeruginosa (ATCC27853) debe ser probada

Cuadro No. 1

SENSIBILIDAD OE LAS CEPAS CONTROL
ZONA DE INHIBICION EN mm.

POTENCIA  § cwaws Ceoll P eansioow

ANT IMICROBI AND DEL ATCC ATCC ATCC

oIsco 25923 28922 27853
Acion Nalidixico 30 mcg 21-2% wmnmm
Acldo Oxolinico 2 meg i3-10 0-24 wmm
Amihocino 30 mcq 18-24 18 -24 15.22
Ampicling 10 meg 24-35 15-20 Lomiia]
Carbeniciling 100 mcg 24-29 2024
Cafalotine 30 mcq 25-% 1823 @
Cefomandole 30 mey 28-3 24-3
Cafotaxima 30 meq i nn Qi
Cefoxiting 30 mx 23-28 23-28 Lrianseecr ]
Cindamicing 2 meg 3.2 i
Cloranfenicsl 30 meg 19-26 2| -27 6-12
Collsting 10 meg v =15 12-18
Eritromicing 15 meg 23-% 8-14 o
Ganlamicing 10 meg 19-27 19- 26 16«21
Karamicing 30 meg 19-26 17-25 &
Neamicina 30 mey 18-26 IT-23
Nitrofurontoing 300 meg 20 - 24 20-24 o
Oxaclitng 5 mep 17-22
Pericllina G ou 26-37 o i
Pollmixine B 00 ¥ 7-13 12-16 n-1e
Sulfisoxozole 300 mey a.27 22-.26 6
Terracicling 30 meg 19-28 18- 25 9-14
Trimatope Im-Sulta 125/2375 my 24 - 32 24 .3 o
Tobramicine 10 meq 19-29 18- 26 19-25
Voncomicing 30 mweg 1519 o
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con Amikacina, Carbenicilina, Cloranfenicol,
Clindamicina, Gentamicina, Kanamicina,
Tetraciclina v Tobramicina. Esta cepa de
Pseudomonas aeruginosa, tiende frecuente-
mente a desarrollar mutantes resistentes a
la Carbenicilina durante los pases sobre los
medios de cultivo en el laboratorio; si esto
sucede se debe usar una nueva cepa. Las
cepas control deben probarse cada vez que
se realicen las pruebas y, el tamano de los
halos de inhibicién debe anotarse en una
hoja de control de calidad para cada
antibiético (Fig. 1). El didmetro de la zona
de inhibicién para los microorganismos
control debe caer dentro del rango indicado
en el cuadro No. 1. Las variaciones en cada
uno de los limites deben investigarse y
corregirse para asegurar resultados
vélidos (4).

ANTIEIOGRAMA DE DISCOS - CONTROL DE CALIDAD
ANTINICROBIANG Ampicifea POTENCIZ 10 meg CEPA CONTROL & ool ATCC 28322

. RANGD ACEPTABLE 18 . 20 mm

DIAMETRO DE (NHIBICICN |mm)
8

e "
M R T = m
"
3
12 .
" .
104
IBREREREREENLE DL
) way -
Figura 1

ANTIBIOTICOS RECOMENDADOS EN UN
ANTIBIOGRAMA

Con el objeto de tener una guia general
al realizar un antibiograma se debe selec-
cionar un nimero de antimicrobianos para
el microorganismo en estudio, ya que no es
recomendable, ni légico, ni econémico
utilizar todos los antimigrobianos. Como
regla general se pueden seleccionar anti-
microbianos para microorganismos Gram
positivos, y Gram negativoes y dentro de estos
tdltimos para microorganismos aislados de
tracto urinario y para Ps. aeruginosa.

MIGUEL GUZMAN U.

Los antibiéticos recomendados para
pruebas de susceptibilidad de microorga-
nismos Gram positivos y Gram negativos
aparecen en el cuadro 2; la lista debe
entenderse como una simple sugerencia (4).
En la seleccibn de los antimicrobianos
debe tenerse en cuenta los siguientes
hechos:

El disco de Penicilina G es representativo
de todas las penicilinas G.

El disco de Ampicilina es representativo
de todas las aminopenicilinas tales como:
Talampicilina, Pivampicilina, Bacampicilina,
Hetacilina, Amoxicilina y Epicilina.

El disco de Oxacilina de 5 mcg es
representativo de todas las penicilinas
resistentes a las Beta-lactamasas tales
como: Meticilina, Nafcilina, Cloxacilina,
Flucloxacilina y Dicloxacilina, igualmente
es representativo de todas las cefalosporinas
de primera generacién frente a S. aureus,

El disco de Cefalotina es representativo
de todas las cefalosporinas de primera
generacién que incluye: Cefaloridina,
Cefalexina, Cefradina, Cefazolina, Cefalo-
glicina, Cefadroxil, Cefacetril, Cefapirina.
Las cefalosporinas de segunda v tercera
generacién deben probarse por separado ya
que no hay sensibilidad cruzada entre éllas.

El disco de Tetraciclina es representativo
de todas las Tetraciclinas. Los aminogluco-
sidos aunque fintimamente relacionados
tienen variaciones individuales que obligan
a probarlos individualmente. Este grupo
incluye: Gentamicina, Tobramicina, Amika-
cina, Kanamicina, Sisomicina y Netilmicina.

Los Macrdlidos sélo tienen un represen-
tante que es la Eritromicina.

Las Lincomicinas incluyen Lincomicin y
Clindamicina. El disco de Clindamicina es
representativo y debe incluirse de rutina.

El Cloranfenicol, la Vancomicina y la
Nitrofurantoina deben probarse individual-
mente.

El grupo de las Polimixinas, incluye la
Polimixima B y E. Solo una debe probarse
usualmente para Ps. aeruginosa.

14
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Cuadr

o No. 2

ANTIBIOGRAMA DE DISCOS
GUIA PARA LA SELECCION DE ANTIMICROBIANOS

OPCION GRAM NEGATIVOS GRAM POS| TIVOS
SANGRE Ps. Streptococcus
INTESTINAL | URINARIA Staphylococcus OTROS
TEJ1DOS aeruginoso faecalis (D)
Ampiciling Acido oxolinico [ Amilk Corb I Peniciling G. | Ampiciling Ampicllina
Gentamicina [ Acido nalidixico | Ampiciina Amikacina Omacilina Cloranfenicol  |Penicilina G
Clorantenicol | Norfloxacina |G ici G ici Erifromici T Oxaciling
PRIMERA |TrimeloprimSulfa| Nitrofuronoina | Cloranfenicol | Tobramicina | Cloranfenicol | Eritromicina | Clindamicing
Tetraciclina | Sulfisoxazole | Cefamandole |Polimixina B | Clindamicina' |Penicilina G | Eritromicina
Trimetoprim-Sulfa| Trimetoprim-Sulfa Tetracicling
Tobromicing
Ampicilina Cefoxiting Colistina Genfomicina Gentomicina
SEGUNDA Cloranfenicol | Cefotaxima Netilmicina Trimetoprim - Sulfo
Gentamicina | Kanamicina Vancomicina Cloranfenicol
=
La Carbenicilina y antibiéticos relacio- 2. Ajustar su pH a 7.2-7.4 con solucién

nados deben probarse para Ps. aeruginosay
otros Gram negativos,

El Acido Oxolinico, Acido Nalidixico y la
‘orfloxacina deben probarse sélo para
sroorganismos aislados de tracto urinario.

La combinacién trimetoprim-Sulfa debe
obarse individualmente.

Un disco de Sulfonamida de 300 mcg es
apresentativo de todas las sulfas. El disco
‘e Sulfisoxazole es el més utilizado.

MEDIO DE CULTIVO

Se utiliza el medio de Muller-Hinton, el
cual debe prepararse asi:

1. Preparar el medio de acuerdo con las
instrucciones de la casa manufactu-
radora.

de NaOH 0.1N.

3. [Esterilizar en autoclave a una tempe-
ratura de 121°C por 15 minutos.

Mantenerlo en bafio maria hasta que la
temperatura sea de 48-50"C.

5. Distribuir el medio en cantidad
aproximada de 25 c.c. en cajas de
Petri de 15 x 150 ml, estériles.

Cuando se van a estudiar microorganismos
exigentes tales como Streptococcus se debe
agregar al medio, antes de distribuirlo en
las cajas de Petri, 5% de sangre desfibri-
nada de cordero o conejo. Se debe dejar
solidificar y mantenerlo luego a temperatura
ambiente por un tiempo prudencial hasta
que el exceso de humedad se evapore. Las
cajas con el medio, pueden incubarse por
30 minutos a 35°C. No debe haber gotas de

15
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agua de condensaci6n sobre la superficie de
medio o sobre la tapa de las cajas de Petri.
El pH final de cada uno de los lotes del
medio de Mueller-Hinton solidificado debe
ser 7.2-7 4.

El medio asf preparado puede ser utilizado
inmediatamente o puede conservarse en
refrigeracién hasta por dos semanas,
siempre y cuando las cajas de Petri se
guarden en recipientes herméticamente
sellados para prevenir la evaporacién. No se
deben utilizar medios secos o envejecidos
(3-7).

PREPARACION DEL INOCULO

Seleccionar 4 6 5 colonias del micro-
organismo en estudio, preferencialmente de
un cultivo puro o de un cultivo en que se
haya obtenido el aislamiento primario del
microorganismo. No utilizar cultivos de més
de 24 horas. Transferir estas colonias,
simplemente tocando la parte superior de
cada una con asa bacteriolégica a un tubo
que contenga de 3-5 c.c. de caldo estéril de
Mueller-Hinton o de Tripticase-soya.

Incubar este cultivo a 35°C. por un tiempo
prudencial de 2 a 8 horas hasta que se
produzca un crecimiento moderado. Diluir el
cultivo con solucién salina estéril o caldo
estéril hasta obtener una turbidez
equivalente al tubo 0.5 de la escala de
McFarland lo cual corresponde aproximada-
mente a 108 microorganismos viables por
ml (6).

ESTANDAR DE TURBIDEZ

Para preparar este estandar afiadir 0.5 ml
de BaCLp. 2H2 0 (1.175%) a 99.5 ml de
H2504 0.36N (1%]. Mezclar perfectamente
y distribuir en tubos tapa rosaca 13 x 100
en cantidad de 6-8 ml.; sellar hermética-
mente y almacenarlos en un lugar oscuro a
temperatura ambiente. Preparar nuevo
estandar cada 6 meses. Para hacer la
comparacién con el cultivo, se debe agitar el
estandar preferiblemente con un agitador
tipo vortex (3).

SIEMBRA DE LA MUESTRA

1. Sumergir un aplicador de algodén
estéril, dentro de la suspensién del

16

microorganismo en estudio. No usar
cultivos sin diluir.

2. Colocar el aplicador por encima del
nivel del contenido del tubo y rotarlo
contra las paredes del mismo para
remover el exceso del in6eulo,

3 Sembrar el indculo uniformemente
sobre la superficie del medio con el
aplicador. Hacer esta siembra en tres
direcciones. Evitar indculos muy
concentrados o muy diluidos.

4, Permitir que la superficie del medio
sembrado se seque durante 5-20
minutos, manteniendo la caja con la
tapa cerrada.

5. Colocar los discos sobre la superficie
del agar con un dispensador o con
pinzas estériles; con éstas, presionar los
discos ligeramente sobre el agar para
asegurar un contacto uniforme.

6. Colocar 6 discos en la periferia y 1 en el
centro (Fig. 2) dejando entre disco v
disco un espacio uniforme (aproximada-
mente de 2 cm.); para evitar que las
zonas de inhibicién queden imbricadas.
Colocar los antibi6ticos que difunden
bien en la parte externa y aquellos que
producen halos de inhibicién pequefia
(tales como la Vancomicina, Colistina y
Polimixina B} en la parte central.

ANTIBIOGRAMA DE DISCOS

Figura 2
Patrén de distribucion de los discos de antibicticos
en el medio de cultivo
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7. Incubar las cajas inmediatamente o en
los préximos 30 minutos a 35°C. No
usar temperaturas més altas porque
algunas cepas de Staphylococcus
resistentes a Meticilina pueden no
detectarse. No incubar en cdmara de
C0,.

8. Leer las cajas depués de 16-24 horas de
incubacion.

MICROORGANISMOS EXIGENTES

Para este tipo de microorganismos se
recomiendan técnicas especificas para cada
uno de éllos, asi:

Haemophilus influenzae: Se utiliza el
medio de Mueller-Hinton enriquecido con
1% de hemoglobina o 5% de sangre de
caballo y 1% de isovitalex (BBL) o suple-
mento VX (Difco). El indculo se obtiene a
partir del crecimiento de un cultivo de 18
horas. Se emulsiona el cultivo con calde de
Mueller-Hinton a la turbidez necesaria y se
siembra como en el caso convencional, No
se requiere incubacién en CO2. Las cepas
que producen un halo % de 19 mm frente al
disco de Ampicilina o Penicilina G son
productoras de Beta-Lactamasa y por tanto
no son susceptibles a la Ampicilina (3).

Neisseria gonorrhoeae: el antibiograma de
discos se ha adaptado para investigar
especialmente las cepas de N. gonorrhoeae
productoras de Beta-lactamasa. Se utiliza
medio base GC enriquecido con 1% de
isovitalex o suplemento VX, pero no se le
agrega hemoglobina. El indculo se obtiene
a partir de un cultivo de 18 horas, se
emulsiona en caldo de Mueller-Hinton y se le
da la turbidez necesaria. Se inocula en la
forma convencional. Se incuba a 35°C. en
CO2. Zonas < 19 mm frente al disco de
Penicilina de 10 U son productoras de
Beta-lactamasa. Las cepas susceptibles
darén zéna = 20 mm (3).

Streptococcus pneumoniae; Hay en la
actualidad preocupacién por la ocurrencia
de cepas de S. pneumoniae resistentes a
Penicilina con CIM = 2 mcg/ml. Se ha
observado que hay cepas con relativa resis-
tencia CIM 0.12 a 1.0 meg/ml que no respon-

den al tratamiento con Penicilina. Este hecho
hace necesario recomendar que cepas
aisladas de LCR, sangre u otro liquido
orgénico se prueben frente a un disco de
Oxacilina de 1 mcg. Se utiliza el medio
de Mueller-Hinton enriquecido con 5% de
sangre de carnero. El indculo se obtiene a
partir de un cultivo de 18 horas, el cual se
emulsiona en caldo de Mueller-Hinton, se
ajusta la turbidez al patrén convencional y
e siembra en la forma ya mencionada, se
coloca un disco de Oxacilina de 1 mcg y se
incuba a 35°C por 18 horas. Un halo = 20
mm indica susceptibilidad, zonas £ 19 mm
indican resistencia (3).

MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICON

Medir la zona de inhibicién de cada
disco contra una superficie oscura bajo
luz reflejada. Medir el didmetro de la zona
incluyendo los 6 mm del disco, con una
regla sobre el respaldo de la caja de
Petri sin remover la tapa. Una lectura de
6 mm indica que no hay zona de inhibicién.
Si se ha usado agar sangre para la prueba,
la medicién de la zona de inhibicién debe
hacerse sobre la superficie removiendo la
tapa de la caja.

El punto final de inhibicién completa
del crecimiento se estima a simple vista,
excepto para las sulfonamidas y para
algunas especies de Proteus.

Con las sulfonamidas puede ocurrir
un discreto crecimiento en la zona de
inhibicién, debido a que algunos microor-
ganismos crecen por algunas generaciones
antes de que la accién de la sulfonamida
tenga lugar y debido también, al hecho
de que el medio de Mueller-Hinton contiene
Timidina la cual inhibe la actividad de
la sulfonamida.

Las cepas deProteus mirabilis y Proteus
vulgaris pueden crecer dentro de los halos
de inhibicién alrededor de ciertos agentes
antimicrobianos. Sin embargo, la zona de
inhibicién est4 usualmente bien delimitada
y este tipo de crecimiento invasivo, debe
ser ignorado.
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Si se necesita un resultado muy répido,
el didmetro de la zona de inhibicién puede
leerse después de 6-8 horas de incubacién
pero estas lecturas deben confirmarse
posteriormente, al término del perfodo
de incubacién de 18 horas.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos deben interpre-
tarse de acuerdo con el cuadro N°. 3.
En la interpretacion de tales resultados
es necesario tener en cuenta lo siguiente:

El didmetro de las zonas obtenido con
aminoglucésidos depende del medio
utilizado, debido a la variacién del con-
tenido de cationes y depende de la calidad
del medio de Mueller-Hinton que ofrecen
las casas productoras. Los rangos de
interpretacion son los siguientes:

Resistente  Indeterminado  Sensible

12-15 mm
13-16 mm
13-16 mm

Amikacin 11 mm 16 mm

Gentamicing 12 mm 17 mm

Tobramicina 12 mm 17 mm

Las variaciones debidas a la influencia
del medio son mucho més marcadas con la
Pseudomonas aeruginosa; por lo tanto,
la zona indeterminada se basa sobre la
medida del diémetro de la zona que se
tenga con la cepa control de Pseudomonas
aeroginosa (ATCC 27853) vy es de 3 a 6 mm
menos que cada medida. Por ejemplo,
si el didmetro medio de la cepa control
es de 19 mm la interpretacién debe ser
4 @a 12 mm para cepas resistententes,
13-16 mm para cepas indeterminadas y
= 17mm para cepas susceptibles, estas
interpretaciones estandar son tentativas, 7.

El disco para ampicilina, es representativo
de Hetacilina y Amoxicilina. De las penici-
linas resistentes a las penicilinasas el disco
clasico es la Meticilina y sus resultados
son aplicables a: Cloxacilina, Dicloxacina,
Oxacilina, Nafxilina. La Oxacilina y la
Nafxilina son sin embargo, més resistentes
a degradarse durante el periédo de alma-
cenamiento. Los discos de Cloxacilina no
deben usarse debido a que ellos no captan
las cepas de Staphilococcus aureus resis-
tentes a penicilina,

MIGUEL GUZMAN U.

Cuadro No. 3

ANTIBIOGRAMA DE DISCOS
INTERPRETACION DE RESULTADOS

Digco | Zona Tshibicidn (mmif
ANTIMICRGE | AND QBSER VACIONES
e ) [Rig! T s
Acide Nelidixico 20 [13] 18 - 14 |19 intecein urinarla
Acida Oxolinico 2 Infeccidn urinaria
Amikocing 10 [rfi2-«1afm
Ampiciline 1O [ 11] 12 - I3 | 14 | Entdricas y Enlrococ
Ampiei|na 10 | 20|21 - 28 |29 | Sdoscan y dtroe,
Aenpicili so 10 |19 20 | Hoamophilus
Carbenicl lina 100 |IT| 18 -22 |23 |Proteus y E coll
Carbeniciling 100 [ 13| 14 - 16 | 17 | Proudomonos qerusinomg
Gataleting 30 |14 1517 |18
Catomandoie 30 |14 1817 |18
Cefotaxima 30
Cefoxiting 30 |14|16-17 |18
Clingamicing 2 (14|10 -16 |17
Glorantenicel 30 (12| 13-17 (18
Collstina 10 | 8| @-10] 11| Infeccidn wrinarla
Eritromicing 19 [13|14-17 (I8
Gentamicing 10 |12 13 -14 |18
Kanamicing 3 |13/ 14-17 |18
Neomicing 30 [12) I5-16 1T
Nitroturantoina 300 |14 I8 - 18 | IT | Infaccién urinaria
Oxaciling B8 |01 ~12|18
Penicitine G 10U |20| 21 - 28 | 9| Sigphylococcys
Peniciling G 10U |11 |12 - 21 | 22| Otros microorgonismos
Polimixine B 300U 8| 9 - 11 |12 | Pesudomonay Qeruginom|
Sultlsorazcis 300 (12| I3-16[IT
Tetracicl ina 3 [14] 15 -18 |19
Trimetoprim - Sulte  [B%un 10 11 - 15 |19
Totramicing 10 [1j12-13|14
Vercemicing 30 [gfl0-1I |12
R * Rasistents I = Intermedio § = Sensidie

Los datos de susceptibilidad para el
Acido Nalidico, Acido Oxolinico, Colistina,
Nitrofurantoina y Sulfas diferentes a
Trimetorm-Sulfa son véalidos solamente
para microoganismos aislados del tracto
urinario.

Algunos microorganismos tales como
enterococos y bacilos Gram negativos que
pueden causar infecciones sistémicas
responden a désis altas de penicilina G,
la sensibilidad debe interpretarse segin
la tabla incluida.

El disco de Cefalotina debe usarse para
probar la susceptibilidad de todos los tipos
de Cefalosporinas de primera generacion, es-
tan incluidas en este grupo Cefalotina, Cefa-
loridina, Cefalexina, Cefazolina, Cafacetril,
Cefradina y Cefapirina entre otras. Las cepas
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invalidando el procedimiento(7). La siguiente
lista incluye algunos de los errores més
frecuentes que el laboratorio de Bacte-
riologia Clinica debe evitar:

1. Utilizacién de un medio diferente al de
Mueller-Hinton.

2. Preparacién incorrecta del medio de
Mueller-Hinton, particularmente en lo
que se refiere a la determinacién del pH.

3. Uso de medios con fecha de expiracitn
vencida 0 uso de medio incorrecta-
mente almacenado.

4, Preparacién incorrecta y almacena-
miento incorrecto del estandar de
turbidez.

5. Almacenamiento incorrecto de los
discos.

6. Inadecuada estandarizacién de la
concentracién del inéculo.

)

Omision de eliminar el exceso de cultivo
contenido en el aplicador antes de
inocular el medio sélido.

8. Demora excesiva en la estandarizaci6n
del cultivo 0 demora en la inoculacién
del medio sélido.

9. Demora excesiva en la aplicacién de loa
discos después de haber hecho la
inoculacién en el medio sélido.

10. Demora excesiva en la incubacién del
médio después de haber sido puestos
los discos.

11. Incubacién a temperatura diferente de
35°C ¢ incubacién en atmésfera de COy.

12. Lectura prematura de los resultados
antes de un periédo de incubacién de
16-18 horas.

13. Lectura incorrecta en la medicién de los
bordes de la zona de inhibicién por
incorrecta iluminacion.

14. Lecturas hechas sin reglilla de medicién.

15. Pruebas hechas con cultivos mixtos.

16. Realizacién de antibiogramas con
microorganismos de crecimiento lento
o0 anaerdbico.

17. Omisién de los controles de calidad con
las cepas control y omisién de anotar
los resultados de estas cepas control.

18. Error en la transcripcion de los
resultados de las pruebas individuales.

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD
DIRECTA EN MATERIAL CLINICO

La inoculacién directa sobre medios para
pruebas de susceptibilidad puede en
ocasiones  suministrar informacién
preliminar invaluable en aquellos problemas
de infeccidn clinica que constituyen
emergencia, por ejemplo se pueden realizar
pruebas directas de muestras de urgencia
sembradas sobre el medio en casos como
LCR y otros liquidos corporales o material
purulento, si la coloracién de Gram indica
la presencia de un numero suficiente de
bacterias o si se supene que un s6lo tipo de
microorganismo va a crecer. Sin embargo,
debe evitarse realizar pruebas de sensibili-
dad de rutina sobre muestras clinicas
directas.

La mezcla de microorganismos, muy
comin en nuestras clinicas, ofrece resul-
tados incorrectos. Por otra parte, es muy
dificil estandarizar la concentraci6n de un
indculo en una muestra clinica directa. Los
resultados de estos estudios de sensibilidad
deben tomarse como resultados preliminares
o tentativos y deben repetirse y confirmarse
por uno de los procedimientos estandar
recomendados.

Cuando las pruebas de inoculacién directa
no son satisfactorias se puede obtener una
valiosa informacién preliminar haciendo una
lectura de las pruebas de sensibilidad
hechas en forma regular después de 5 a 6
horas de incubacién a 35°C. Cuando esto se
hace la prueba debe volverse a reincubar y
leerse nuevamente después de un periédo
de incubacion de 16 a 18 horas (3, 6).
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UTILIDAD EPIDEMIOLOGICA

Ademés de la utilidad que el antibiograma
tiene en el manejo clinico individual, tiene la
adicional de permitir la vigilancia de resis-
tencia que puede captarse para asi esta-
blecer algunas medidas tendientes a
controlarla (10). También conduce a definir
sensibilidad de géneros y especies y la
estabilidad de tal sensibilidad, lo cual
permite al médico definir criterios de anti-
bioterapia para tales microorganismos sin
tener que recurrir sistemdticamente a la
realizacién de antibiogramas (11).

Aspectos Especiales

En la interpretacion de los resultados de
inhibicién, cuando estos caen en el rango
intermedio (I), se debe tener en cuenta que
no puede afirmarse que la cepa sea resis-
tente (R), o sensible (S); si el antibidtico en
cuestién es una alternativa importante en el
manejo terapéutico del paciente, deberé
hacerse antibiograma por dilucién para
dilucidar si el microorganismo es o no
sensible.

NOTA: En algunas tablas que aparecen en
este trabajo no estén incluidos los datos de
didmetros de sensibilidad para los anti-
microbianos recientemente introducidos,
éllo se debe a que oficialmente no han sido
incorporados en los manuales de referencia.
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