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RESUMEN

La existencia de bacterias multirresistentes a los antibidticos se ha convertido en un verdadero
problema para el sector salud en todo el mundo. En la busqueda de soluciones para estos
eventos, ha surgido la opcion de retornar a la implementacion de la fitoterapia como alternativa
antimicrobiana. En este sentido, evaluamos el efecto de extractos naturales de dos tipos de
plantas, la Cordia dentata y la Malachra alceifolia, sobre cultivos de la Pseudomona
aeruginosa resistentes a diversos tipos de antibioticos. Una vez lograda la obtencion de una
bacteria completamente aislada y con crecimiento 6ptimo, se procedio a las lecturas con los
extractos, esperando que el efecto inhibitorio de éstos sea similar al de los antibioticos que se
usan frecuentemente para este tipo de bacteria multiresistente. Los resultados de la cinética
evaluada para el caso de cada extracto muestran su ausencia de actividad sobre el crecimiento
de cepas resistentes de Pseudomonas aeruginosa. Finalmente, se pudo evidenciar que el efecto
de la Malachra alceifolia y la Cordia dentata es ineficiente frente a la Pseudomonas

aeruginosa.
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1. INTRODUCCION

La fitoterapia es una alternativa medicinal que busca prevenir y tratar enfermedades
utilizando plantas con propiedades medicinales (Mojica et al.2015).

Colombia es un pais rico en biodiversidad, y desde tiempos ancestrales, se usan plantas con
fines medicinales, tales como las que se estudiaran y analizaran en este trabajo.
Particularmente, estudiaremos la Cordia dentata y Malachra alceifolia pertenecientes a la
familia Boraginaceae abundantes en la costa norte colombiana y conocidas como “Uvito” y
“Malva” respectivamente, con propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, emolientes,
entre otras (Alvarez C, Castro A,Gonzélez M, Jiménez M., 2005).

Con el fin de explorar nuevas alternativas terapéuticas antimicrobianas, el presente trabajo tiene
como objetivo determinar si los extractos cloroférmicos de Cordia dentata y Malachra
alceifolia presentan capacidad bacteriostatica o bactericida sobre cultivos multirresistentes de
Pseudomona aeruginosa,, bacteria que, debido al rapido crecimiento y adaptabilidad a
condiciones ambientales versatiles como estrés oxidativo, nutricional, entre otras; se
consideran como uno de los grupos mas diversos que por sus factores de virulencia son capaces
de evadir los mecanismos de accion de antibidticos de amplio espectro como B-lactamicos,

quinolonas y aminoglucosidos (Fagner. et al., 2005).
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2. MARCO TEORICO
2.1 Fitoterapia.
Se define a la Fitoterapia como la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen
vegetal con fines terapéuticos, ya sea para prevenir, atenuar o curar un estado patologico. Si
bien, la humanidad ha utilizado las plantas para curarse durante toda su historia, la incidencia
de los productos de origen vegetal en la terapéutica, ha variado a lo largo del tiempo, segiin
con los avances del conocimiento cientifico, tanto sobre estos productos como sobre las
demas herramientas terapéuticas (Benavides E., Hernandez G., Romero A., Castro H.,
Rodriguez J., 2001).
La base de los medicamentos fitoterapéuticos son las drogas vegetales y los diferentes tipos
de productos que de ellas se obtienen. El término droga vegetal no debe confundirse con el de
planta medicinal. En este sentido, la OMS (1978) defini6 estos conceptos de la siguiente
manera: (a) Planta medicinal es cualquier planta que en uno o mas de sus drganos, contiene
sustancias que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos o que son precursores para la
semisintesis quimico-farmacéutica (b) Droga vegetal es la parte de la planta medicinal
utilizada en terapéutica, y sus principios activos son las sustancias responsables de la accion
farmacologica. Asi, para la OMS (1978), la fitoterapia utiliza drogas vegetales y
preparaciones de dichas drogas, en la forma farmacéutica mas adecuada para su
administracion.
Para situar los limites de la Fitoterapia en la Terapéutica actual, y por lo tanto precisar el
concepto moderno de la misma, se debe partir de varias premisas. Si bien los productos

fitoterapéuticos suelen tener margenes de seguridad terapéutica mas amplios y generar menos
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efectos adversos que los farmacos sintéticos, cabe recordar que, natural no es sinébnimo de
inocuo. Actualmente existe una base cientifica que puede sustentar la efectividad de muchos
productos fitoterapéuticos para determinadas indicaciones. Constituyen alternativas
fuertemente deseables para muchas patologias menores, enfermedades cronicas y practicas

profilacticas (Benavides et al., 2001).

2.2 Resistencia antimicrobiana de las bacterias

La resistencia bacteriana se define como la capacidad que tienen las bacterias de soportar los
efectos de los antibibticos, es decir, es la aparicion de cepas refractarias al efecto bactericida
o bacteriostatico. De esta forma, los microorganismos pueden clasificarse en “resistentes” o
“susceptibles” en funcion de la concentracidon minima inhibitoria (CMI) que presenten frente
a cada antibiotico, una medida cuantitativa del grado de resistencia. En algunos casos
aparecen bacterias que no son susceptibles a varios antibidticos, por lo que se denominan

multirresistentes (MDR) o extremadamente resistentes (XDR) (Ros L., 2018).

La resistencia a los antibidticos es uno de los grandes problemas para la salud publica a nivel
mundial, un fendmeno que, a través de los afios, aumenta debido a el uso de antimicrobianos

de forma indiscriminada e inapropiada (Calderon G., Ulate L., 2017).

La resistencia a los antimicrobianos amenaza actualmente la capacidad existente de
solucionar con eficacia diferentes afecciones como: las infecciones respiratorias agudas
(neumonia), las enfermedades diarreicas, el paludismo y la tuberculosis. En algunas regiones
del planeta, mas de la mitad de todos los casos de neumonia estreptocdcica son resistentes a
la penicilina. La eficacia de la cloroquina, considerada como la piedra angular del tratamiento

del paludismo, hoy dia es discutida en muchos paises (Cires M., 2002).
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La resistencia antimicrobiana es un problema continuo y en aumento. Se hace aun mayor
cuando un microorganismo presenta mas de un mecanismo de resistencia y cuando tiene la
facultad de transmitirlo, no s6lo a su descendencia, sino también a otras bacterias de su
misma especie (transmision horizontal) o diferente especie (transmision vertical). Los
fendmenos de resistencia antimicrobiana son variados, destacando entre ellos cuatro
mecanismos principales: enzimas hidroliticas, modificacion del sitio activo, disminucion de
la permeabilidad de la pared celular al ingreso del antimicrobiano, y bombas de flujo

(Moreno C; Gonzalez R; Beltran C. 2009).

El nimero de nuevos antimicrobianos en la clinica asistencial ha descendido de forma
gradual y significativa en los ultimos 15 afios. Paralelamente se ha producido un incremento
en la aparicién de microorganismos con resistencia a los antibidticos convencionales, sobre
todo en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). Dentro de este grupo, el Staphylococcus
aureus meticilinorresistente (SARM) y Streptococcus coagulasa negativos resistentes a la
meticilina, enterococos resistentes a la vancomicina, Pseudomonas aeruginosa 'y
Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenémicos y enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son las més destacables (Cires M.,2002). Estos
patogenos con frecuencia son ademads resistentes a otros grupos de antibidticos, como

aminoglucoésidos, fluorquinolonas y macrdlidos (Gomez A. et al., 2005).

Para hacer frente a estas resistencias disponemos de nuevos antimicrobianos de reciente
introduccion. Estos son activos principalmente frente a cepas resistentes de bacterias
grampositivas, y de manera mas puntual frente a gramnegativos o a ambos. Entre los
primeros destacan: daptomicina (lipopéptido bactericida de uso parenteral) y linezolid

(oxazolidinona bacteriostatica de uso parenteral y oral). Por su parte, el ertapenem
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(carbapenem bactericida parenteral) y la tigeciclina (tetraciclina bacteriostatica parenteral)
son activos frente a enterobacterias BLEE, siendo la tigeciclina activa frente a gram positivos
y gramnegativos no fermentadores, excepto P. aeruginosa. Posiblemente la introduccion de
estos nuevos compuestos y otros futuros pendientes por salir, aparte de mejorar la
diversificacion antimicrobiana, sirva para limitar la dispersion de estos microorganismos

(Barcenilla F. et al., 2008).

El problema de la resistencia antibidtica aumenta afo a afio. La incidencia de
microorganismos multirresistentes (MMR) esté creciendo tanto en el medio comunitario
como en el hospitalario. En las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) las tasas pueden
llegar a ser el doble. Existen pocas dudas en que la infeccion por MMR se asocia a fracaso
terapéutico, prolongacion de la estancia hospitalaria, incremento en los costes hospitalarios y
aumento en la mortalidad, sobre todo en pacientes criticos (Barcenilla et. al., 2008).

Ciertos antibioticos son productos del metabolismo secundario de diversos microorganismos
del suelo que participan en procesos ecologicos de competencia por nichos nutricionales y
representan un ejemplo de diferenciacion y especializacion microbiana. Es obvio que los
microorganismos productores de antibioticos también posean mecanismos de resistencia a los
mismos antibidticos que producen. Paralelamente, en esta competencia dinamica, otros
microorganismos han desarrollado sus propios mecanismos de resistencia o los han adquirido
directamente de los microorganismos productores de antibioticos. La capacidad de producir
antibioticos y los mecanismos de resistencia por parte de los microorganismos es el resultado
de un intenso proceso evolutivo ocurrido durante miles de millones de afios en la naturaleza

(Garcia F., 2001).
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Desde su introduccion como drogas hace unos sesenta afios, los agentes quimioterapéuticos
antimicrobianos, tales como los antibioticos, tanto naturales y semisintéticos, y otros agentes
sintéticos entre estos las sulfonamidas y las quinolonas, han jugado un papel esencial, junto
con medidas preventivas como la vacunacion, en la disminucion de la morbilidad y la
mortalidad causadas por las enfermedades infecciosas. Sin embargo, el mal uso y abuso de
los antibidticos, no solamente en el tratamiento y la prevencion de infecciones bacterianas en
el ser humano, sino también en medicina veterinaria, como promotores de crecimiento en la
produccioén animal y en agricultura, han ejercido una inmensa presion de seleccion para el
surgimiento y la diseminacion de los mecanismos de resistencia entre diversas poblaciones

bacterianas (Garcia F., 2001).

2.3 Mecanismos de resistencia

La resistencia a los antimicrobianos representa una enorme crisis de salud global y una de las
amenazas mas graves que enfrentan los humanos hoy en dia. Algunas cepas bacterianas han
adquirido resistencia a casi todos los antibidticos (Breiyeh Z., Jubeth B. and Karaman R.,
2020).

El primero de ellos opera por medio de un sistema de bomba de expulsion, tomando el
antibidtico del espacio peripladsmico y expulsando lo al exterior, de esta forma evita que
llegue a su sitio de accion. Este mecanismo es frecuentemente utilizado por las bacterias
Gram negativas (Tafur J., Torres J., Villegas M., 2008).

El segundo, se realiza mediante la disminucion de la permeabilidad de la pared bacteriana,
con la pérdida o modificacion de los canales de entrada (porinas). La produccion de enzimas
inactivantes de los antibidticos constituye el tercer mecanismo. De esta forma son inhibidos
los aminoglucosidos, el cloranfenicol por la acetiltransferasa, y el caso mas tipico, el de las

beta-lactamasas, para el grupo de los beta-lactdmicos. En afios recientes la aparicion de beta-
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lactamasas de amplio espectro que incluye a las anti beta-lactamasas (acido clavulanico,

sulbactam y tazobactam), dificulta el uso de estos antibidticos tan utilizados (Soto L., 2003).

Por ultimo, algunos antibidticos ejercen su accidon contra las bacterias uniéndose a una
proteina esencial para la supervivencia de estas. La resistencia bacteriana se produce, cuando
el germen modifica la proteina diana, y cambia su funcion o produce enzimas distintas

(Tlustracion 1) (Soto L., 2003).
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Ilustracion 1. Mecanismo de resistencia bacteriana (Soto L., 2003).
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2.3.1 Tipos de resistencia

2.3.1.1 Natural o intrinseca.

Existen mecanismos de defensa intrinseca en las bacterias que se van desarrollando conforme
la aparicion de nuevos antibioticos. Cox y Wright (2013), definieron a la resistencia
intrinseca como todos aquellos mecanismos de defensa presentes en la célula de forma
natural; es una condicién que se encuentra universalmente en las especies bacterianas y que
es independiente de la selectividad de antibidticos (Ilustracion 2). Algunas formas de
resistencia intrinseca son: la disminucion de la permeabilidad de la membrana, la alteracion
del sitio diana y la inactivacion por enzimas, entre otros. El ejemplo clasico de esta condicion
de resistencia intrinseca es el fenotipo de resistencia a multidrogas (MDR) presente en

bacterias Gram negativas (Valenzuela P., Ortiz C., 2016).

.‘ d). Modvhcacsdn del anibsdboo

‘ * — . b). Bombas de afuio
¢). Enzimas degrad (‘\ .\ﬁ

a) Membranaedema

[lustracion 2. Mecanismos de resistencia intrinseca celular (Valenzuela P., Ortiz C., 2016).

2.3.1.2 Adquirida.

Se presenta cuando se produce una mutacién cromosomica o la bacteria adquiere un plasmido

de resistencia, es decir, un fragmento extracromosémico de ADN portador de genes que
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modifican la resistencia al antibiotico. Esto puede darse entre bacterias de la misma o de

diferentes especies (Leon S., 2010).

La resistencia se transmite de dos formas; vertical (de generacion en generacion) y horizontal
(Soto L., 2003). Los mecanismos genéticos involucrados en una transferencia genética
horizontal incluyen (Ilustracion 3): 1) la conjugacion por medio de elementos genéticos
moviles como plasmidos, transposones e integrones; 2) la transformacion de ADN libre en el

ambiente y 3) la transduccion por medio de bacteridfago (Valenzuela P., Ortiz C., 2016).

[ >}

S e

[lustracion 3. Mecanismos de transferencia de resistencia (a) conjugacion (b) transformacion

y (¢) transduccion (Valenzuela P., Ortiz C., 2016).

2.3.2 Resistencia bacteriana de los aminoglucosidos

Los aminoglucosidos son antibidticos cuyo uso es sobre todo hospitalario. Su elevada
velocidad de accidon bactericida, su sinergia de accion, en especial con los betalactadmicos, y
su espectro, que incluye bacterias multirresistentes, motivan su prescripcion en las
infecciones graves y en las nosocomiales (Boussekey, N., Alfandari, S., 2007).

Los aminoglucosidos son ampliamente utilizados debido a la buena eficiencia y al amplio
espectro antimicrobiano. Sin embargo, causa algunos efectos inesperados en las

caracteristicas patogénicas de la microbiologia durante el tratamiento, como la resistencia a
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los medicamentos y la promocion de biopeliculas. La resistencia a los medicamentos se debe
en parte al abuso de antibidticos (Xu, Z. et al., 2017).

La resistencia bacteriana a los aminoglucdsidos puede deberse a tres mecanismos: la
inactivacion enzimatica que es el mecanismo mas frecuente, la existencia de diferentes clases
de enzimas como Aminoglucésido-acetiltransferasas (AAC), Aminoglucosido-
nucleotidiltransferasas (ANT) y Aminoglucosido-fosfotransferasas (APH) (Mella,S. et al.,
2004). Cada una puede inactivar diversos aminoglucosidos y una misma bacteria puede
secretar varias enzimas. La alteracion del objetivo ribosémico, de origen cromosomico,
confiere una resistencia de muy alto nivel. Es infrecuente, por lo que plantea pocos problemas
practicos. Por ultimo, el defecto de permeabilidad celular, también de origen cromosémico,
confiere una resistencia cruzada a todos los aminoglucésidos y a otros antibidticos. Se
encuentra sobre todo en el Estafilococo y en Pseudomonas (Boussekey, N. and Alfandari, S.,

2007).

2.4 Pseudomona aeruginosa

Pseudomona aeruginosa es un bacilo aerobico Gram-negativo, no fermentador de azuicares,
perteneciente a la familia Pseudomonadaceae. Es mévil, posee flagelos monétricos polares,
produce pigmentos fluorescentes (pioverdina y piocianina). Algunas cepas también producen
un pigmento rojo oscuro o negro (piorrubina o piomelanina). Es oxidasa-positivo, emite un
caracteristico olor dulzén en el medio de cultivo. Crece facilmente en una amplia variedad de
sustratos, utiliza mas de 30 compuestos organicos para su desarrollo. Se aisla de suelos, agua,
plantas y animales. La epidemiologia de Pseudomona aeruginosa refleja su predileccion por
un medio ambiente humedo (Brito et al., 2000). La Pseudomona aeruginosa es una bacteria
oportunista, patdgeno intrahospitalario en pacientes inmunodeficientes o con brechas en las

defensas fisicas del cuerpo, como las producidas por heridas, quemaduras o tlceras. Forma
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biopeliculas en dispositivos médicos, siendo ademas agente causal de la fibrosis quistica,
cuyo tratamiento se asocia regularmente al desarrollo de resistencia a ciprofloxacina y a

aminoglucdsidos (Maguna et al., 2006).

La Pseudomona aeruginosa es especialmente problematica debido a una combinacion de los
siguientes factores: la resistencia inherente de la especie a muchas clases de drogas; su
capacidad de adquirir resistencia, a través de mutaciones a todos los tratamientos relevantes;
sus altas y crecientes tasas de resistencia a nivel local; y su papel frecuente en infecciones
graves (Livermore D., 2002). Algunos aislados de Pseudomona aeruginosa son resistentes a
todos los antibioticos confiables, y es probable que este problema crezca con la aparicion de
integrinas que llevan casetes genéticos que codifican tanto carbapenemasas como amikacina

acetiltransferasas (Livermore D., 2002).

2.4.1 Factores de agresion de Pseudomonas aeruginosa

Presenta componentes propios de la célula, como el LPS, pili, alginatos y productos
extracelulares, como enzimas y toxinas. Pseudomona aeruginosa, por conjugacion a través de
plasmidos R adquiere la habilidad de codificar resistencia a la mayoria de los antibioticos, y
¢ésta se manifiesta unida a la resistencia a metales pesados; caracteristica que le permite
sobrevivir en condiciones en que muy pocos microorganismos lo hacen, estos son (Stanchi
0., et. al., 2007):

e Factores de adherencia: los pili facilitan la adhesion a las células epiteliales,
permitiendo la colonizacion. Las cepas productoras de s/ime forman como una
biopelicula, que impide la accion de los anticuerpos.

e Endotoxina: el lipido A, componente de la endotoxina de la pared celular, con

efectos biologicos en la sepsis bacteriana.
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Exotoxina: es uno de los factores de virulencia mas importantes. La toxina es
inmunosupresora y toxica para los monocitos y la médula 6sea de los animales y
humanos.

Exoenzimas S y T: producen un dafo en las células epiteliales, lo que facilita la
diseminacion de las bacterias, la invasion tisular y la necrosis.

Enzimas proteoliticas: la mayoria de las cepas producen enzimas proteoliticas
capaces de degradar una amplia variedad de sustratos, como elastina, caseina,
colageno, gelatina, fibrina. Proteasas extracelulares: elastasa y proteasa alcalina.
Elastasas: la A (serina proteasa) y las B (metaloproteasa de zinc) actiian de manera
sinérgica para degradar la elastina y destruir los tejidos. Actlan también inhibiendo a
la quimiotaxis y la funcion de neutréfilos, favoreciendo la diseminacion bacteriana.
Proteasa alcalina: al igual que las elastasas, contribuye a la destruccion tisular y a la
diseminacion de Pseudomona aeruginosa, inactiva el complemento e interfiere con la
respuesta inmune del hospedador.

Fosfolipasa C: es una hemolisina termolabil que rompe los lipidos y la lecitina,
facilitando la destruccion tisular y la diseminacion.

Ramnolipido: hemolisina termoestable que altera los tejidos que contienen lecitina.
Se asocia con la inhibicion de la actividad ciliar del tracto respiratorio.
Enterotoxina: causa diarrea durante la infeccion intestinal.

Piocianina: colabora en la transformacion del oxigeno en superdxido y perdxido de
hidrégeno. El hierro unido al sider6foro de Pseudomona aeruginosa denominado
pioquelina puede catalizar la produccion del radical hidroxilo. Ademas, posee

actividad antimicrobiana.



2.4.2 Ramnolipidos

Son un grupo de biotensioactivos de naturaleza glicolipidica, producidos por la Pseudomona
aeruginosa, que dan lugar a la solubilizacion de sustratos en el interior de las estructuras
micelares que forman. Ademads, producen un aumento de la hidrofobicidad de la superficie de
la Pseudomona aeruginosa al liberar el lipopolisacarido, lo cual provoca un aumento de la
internalizacion de sustratos apolares y octadecano e induce la formacion de agregados

multicelulares (Marina S., 2010).

Estos glicolipidos son solubles en agua y en disolventes polares como metanol, cloroformo y
éter etilico y en disoluciones alcalinas, estabilizan las emulsiones de compuestos hidrofobicos
en agua como aceites, alcanos, compuestos aromaticos, petréleo o queroseno (Marina S.,

2010).

2.4.3 Resistencia a los antibidticos

La Pseudomona aeruginosa es una bacteria resistente y puede mutar a cepas multirresistentes
durante el tratamiento. Se han identificado numerosos mecanismos de resistencia.

Los mecanismos de resistencia son:

1. Resistencia natural o intrinseca: codificada en el cromosoma de todas las especies.
Dentro de este tipo de resistencia también se engloba la familia de transportadores de
la division de células de nodulacion-resistencia (RND): las bombas de eflujo (Mex).
Estos sistemas son capaces de expulsar los antibioticos administrados, provocando asi
su resistencia, principalmente a quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprim,
antibioticos beta-lactamicos, inhibidores de beta-lactamasa, detergentes,
aminoglucdsidos, eritromicina y cefalosporinas. El regulador transcripcional NFkB es
el encargado de reprimir la mayoria de las bombas de eflujo. En cepas con mutaciones

cromosomicas en el factor NF-kB y lo inhiben, las bombas estan sobreexpresadas por
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lo que hay mayor expulsion de los antibidticos y por tanto mayor resistencia
(Gonzélez, C., 2017).

2. Resistencia mutacional, la impermeabilidad y el eflujo en betalactadmicos, la depresion
de B-lactamasas cromosdmicas, el eflujo y la alteracion de la DNA girasa que
inactivan a las quinolonas fluoradas.

3. Adquirida: mediante plasmidos por conjugacion de enzimas inactivantes de
aminoglucdsidos y B-lactamasas plasmidicas transferibles (Stanchi O. et al., 2007).

Por tltimo, existe un mecanismo de resistencia adaptativo, que hace que el efecto de los
antimicrobianos se vea reducido en cepas que originalmente eran susceptibles a un antibiotico
en concreto. Una de las causas de este fendmeno es la presencia de concentraciones
subinhibitorias de antibidticos, que producen alteraciones en la expresion de genes y/o

proteinas relacionados con los mecanismos de resistencia (Ros L., 2018).

2.5 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBACTERIANOS EMPLEADOS EN LA
EXPERIMENTACION.

Proceso bacteriano Antibidtico
Inhibidores de la siniesis de pared celular Penicilinas, penicilinas de amplio especiro v antipseudoménicas.
Cefalosporinas de |, I, Il y IV generacién.

Monobactams. aztreonam, carumonam v ligemonam.
Carbapenems. imipenem, Merapenem, panipengm.
|soniacida, vancomicing, teicoplanina, cicloserina, bacitracina y fosfomicina.

Inhibidores del metabolismo del ac. fdlico Sulfoamidas v timetropin

Alteradores de la membrana celular Colistin

Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos | Quinolonas, rifamicina y metronidazol.

Inhibidores de la sintesis de proteina Inhibidores de la subunidad 30 S: aminoglucdsidos
Inhibidores de la subunidad 50 S: tefraciclinas, espectinomicing, macrélidos,
clorfenicol v lincosaminos.

Tlustracion 4. Mecanismo de accion de los antibioticos.
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Una vez que las bacterias desarrollan resistencia, sobreviviran a la exposicion al antibidtico
independientemente a su mecanismo de accion (Ilustracion 4). A menudo, las bacterias
adquieren resistencia concurrentemente a otros antibidticos con estructura y modo de accion
similares. Las cepas resistentes se multiplican y luego se propagan (Villalobos, K., Herrera,
M., 2001).
La Pseudomona aeruginosa al ser una bacteria Gram negativa ofrece la oportunidad de
emplear diversos antibioticos (Ilustracion 5) que han sido eficientes contra otras bacterias de
este tipo.
No obstante, en un estudio relacionado de pruebas de sensibilidad a los antibioticos, se
observo (Villalobos, K., Herrera, M., 2001):

e Las cepas de Pseudomona aeruginosa son resistentes al septran.

e Para Pseudomona aeruginosa, la resistencia a amikacina implicaria resistencia a

gentamicina y tobramicina.
e Para Pseudomona aeruginosa, la resistencia a ciprofloxacina, implicaria resistencia a

ofloxacina y levofloxacina (Villalobos, K., Herrera, M., 2001).
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Antibisticos a emplear en bacilos Gram Megativos no fermentadores

Grupo de antibidticos Antibidtico recomendadao
Penicilinas de amplio espectro | Ampicilina y sulbactam (no para pseudomonas 5p.).
Penicilinas Ticarciling, ticarcilina con acido clavuanico.
antipseudomdnicas
Ureidopenicilinas Mezlocilina, azlociling, piperacilina y piperacilina con acido clavuanico.
Cefalosporinas Cefoperazona, ceflazidime y cefepime.

Monobacterms Azrtreonam.

Carbapanems Imipenems ¥ meropensam.

Tetraciclinas Minociclina, oxitetraciclina y doxiciclina.

Claranfenicol Cloranfenicol.

Polimixinas Polimixinas B v E (uso t9pico).

Aminoglucasidos Amicacina, gentamicina y tobramicina.

Vancomicina Para Chrisepactenium meningosapticum.

Quinolonas Ciprofloxacing, levofloxacina, ofloxacina y perfloxacina.
Septran Septran

[lustracion 5. Antibioticos empleados en Gram negativos.

La accion de los aminoglucosidos comprende una interaccion inicial con la superficie externa
de la membrana celular bacteriana, transporte a través de la membrana interna y, finalmente,
la union a la subunidad 30S de los ribosomas, que inhibe la sintesis de proteinas,

conduciendo finalmente a la muerte del microorganismo (Pualomino, J., Pachon, J. 2003).

La Pseudomona aeruginosa posee una enzima nucleotidiltransferasa ANT-I que inactiva la
gentamicina y la tobramicina; por lo tanto, la gentamicina y la tobramicina son susceptibles
de sufrir las mismas modificaciones enzimaticas que las inactivan. Siendo el porcentaje de
cepas resistente a estos dos aminoglicosidos similares, aunque, tobramicina es algo mas

potente in vitro contra Pseudomona aeruginosa (Brito, A., et. al, 2000).

En algunos casos, la enzima se produce de forma basal a alto nivel, debido a trastornos en los

genes reguladores (fundamentalmente ampD) que, en condiciones normales, reprimen el gen
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estructural de la enzima; por ello, estas cepas se denominan desreprimidas (Martinez, L. M.,

Hernandez, A. P., 2002).

Las cefalosporinas de tercera generacion y las ureidopenicilinas son activas frente a las cepas
que tienen enzima inducible. Estos compuestos tienen una baja capacidad inductora, pero
presentan un grado variable de sensibilidad a hidrélisis. Entre ellos, los mas estables a
hidrolisis (piperacilina, ceftazidima, cefepima, entre otros) son los mas activos in vitro frente
a las cepas inducibles. Sin embargo, por las razones antes sefialadas, estos compuestos
pueden determinar la aparicion de poblaciones desreprimidas a lo largo del tratamiento. En
este tipo de cepas, la alta concentracion de enzima acaba afectando también a los compuestos
mas estables y la cepa sera resistente a ellos. Las carboxipenicilinas (carbenicilina,
ticarcilina) no sélo son pobres inductores, sino que se hidrolizan muy poco por AmpC de
Pseudomona aeruginosa, por lo que son activas, o sélo sufren una moderada disminucion de
actividad frente a las cepas con alta produccion de AmpC (Martinez, L., Hernandez, A.,

2002).

Vancomicina (VAN) es un glicopéptido activo frente a bacterias Gram-positivas. Ejerce
accion bactericida tiempo-dependiente inhibiendo la 2° etapa de sintesis de peptidoglicano.
Las Gram-negativas son intrinsecamente resistentes a VAN por limitaciones para atravesar la

membrana externa (Rosset, C., Manzo, R., and Alovero, F., 2013).

2.6 EXPERIMENTACION IN VITRO EVALUANDO CONCENTRACION MINIMA

INHIBITORIA

La cuantificacidon de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalua habitualmente

mediante algunas de las variantes de los métodos de dilucion. La Concentracion Minima
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Inhibitoria (CMI) se define como la minima concentracion de antimicrobiano (en pg/mL) que
inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de 24 horas de incubacion a
37°C. La CMI se ha establecido como "Gold Standard"” frente a otros métodos que evalian
susceptibilidad antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias inusuales, da respuestas
definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es indeterminado (Horna Q. et al.,

2005).

El incremento de la resistencia en biopeliculas da como resultado la falla usual de los
antibacterianos para su erradicacion, aunque las pruebas de laboratorio muestran sensibilidad
a los antibioticos utilizados. Se ha propuesto el desarrollo de biopeliculas para usarlas en la
determinacion de la susceptibilidad a antibioticos, para la evaluacion de las cepas de
Pseudomona aeruginosa en estado planctéonico. Se cultivo en TSB (caldo de tripticasa de
soya) toda la noche, a 37 °C, hasta alcanzar la escala N° 1 de Mcfarland. Se tomo una alicuota
para su dilucién en solucion salina (SS) y se sembro en agar tripticasa soya (TSA), mediante
la técnica de difusion, para obtener el nimero de células viables cultivables en el tiempo cero
(Florian, C., Alvarado, D., Coha, J., 2006).

Para el recuento en placa sobre TSA, se sembro6 por diseminacion hasta una dilucion de 10 -
10; se incubo a 37 °C por 18 a 24 horas. Sin embargo, luego de 24 horas, atin cuando la
poblacion no desaparece, ésta disminuye en mas de 5 unidades logaritmicas; a
concentraciones media y alta la poblacion planctonica, desciende a niveles no mensurables
por la técnica utilizada para el recuento de microorganismos viables. La misma cepa en
estado de biopelicula cambia su comportamiento frente a las mismas dosis de antibidtico; su
poblacion no disminuye en alguna de las concentraciones; incluso, luego de 24 horas la

poblacion parece mantenerse estable (Florian, C., Alvarado, D., Coha, J., 20006).
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En otra investigacion realizada se usé una bateria de 3 microorganismos: Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. Para la activacion de las bacterias
almacenadas se prepararon suspensiones a partir de cada una de ellas y se incubaron a 37°C
hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento (aproximadamente 2 horas para Escherichia
coli, 4 horas para Staphylococcus aureus y 8 horas para Pseudomonas aeruginosa).

Para la preparacion del indculo se tomo una ansada de la bacteria en estudio (previamente
activada) y se suspendio en una porcion de caldo Triptosa Soya, hasta lograr una turbidez
comparable al patron de turbidez 0,5 McFarland, esta comparacion se llevo a cabo
visualmente utilizando un fondo blanco con lineas negras contrastantes y fuente de luz
adecuada. De este indculo se tomd una alicuota de 100ul lo que corresponde a 1x108
unidades formadoras de colonias/ ml (ufc/ml) y se colocaron en las placas estériles con BHI
agarizado. Estas placas se prepararon con 15 ml cada una del medio agarizado.

Para la distribucion uniforme del indculo en las placas se utilizo la técnica de escobillado,
para lo cual se aplico sobre la superficie de la placa el indculo y luego con un asa de
Digralski se efectu6 un barrido en por lo menos tres direcciones, girando la placa a 90 grados.
A continuacion se aplicaron en cada placa, con la ayuda de una pinza estéril y ejerciendo una
ligera presion sobre la superficie del medio, 3 discos de papel de 5,5 mm de diametro
embebidos con 2l de terpenoide cada uno. Después de 14 minutos de aplicados los discos, se
comenzo la incubacion a 35-37 °C, durante 12 horas, al cabo de las cuales se leyeron los
resultados. Para la interpretacion de los resultados se consideraron 3 categorias: 1) Inhibicion
del crecimiento, a todo halo transliicido detectado alrededor del disco, es decir que la bacteria
es sensible al compuesto 2) No Inhibicion del crecimiento, es decir que no se forma halo y la
bacteria no es sensible 3) Inhibicion del crecimiento en forma irregular, es decir que se

observa una inhibicion pero el halo no adopta la forma esperada (Maguna, F., et al., 2006).
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Las bacterias Gram-negativas, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, fueron mas
sensibles a los terpenoides en comparacion con la gram-positiva, Staphylococcus aureus.
Esto puede tener su causa en la diferencia que presentan estas bacterias en cuanto a su pared
celular, lo cual determinaré la penetracion o no del terpenoide a la célula bacteriana para que
produzca su accion (Maguna, F., et al., 2006).

Una investigacion basada en el uso de fitoterapicos de las hojas Aza dirachta indica,
recolectada en Carora, Estado Lara, Venezuela, donde las partes aéreas de la especie
Azadirachta indica, fueron secadas en una estufa a 45 °C y molidas con un tamafio de
particula de 2 mm. 100 gr. en peso seco del material vegetal fueron sometidos a una
extraccion con etanol de 98% en aparato de Soxhlet a 65 °C durante 6 horas y se obtuvo un
extracto verde oscuro, el cual fue filtrado y rotaevaporado a 50 °C al vacio hasta sequedad,
con un rendimiento de 5,79%. Para la preparacion de las distintas diluciones se procedio a
preparar un patréon en una concentracion 1:1, y a partir de éste, diluciones (1:10 y 1:100)

(Gualtieri, M., et al., 2008).

En este caso, el extracto mostré actividad inhibitoria selectiva sobre las bacterias probadas.
Los ensayos antibacterianos determinaron que la actividad inhibitoria contra las cepas
estudiadas fueron especies dependientes. Diluciones iguales a 1/100 demostraron poder
inhibitorio sobre todas las bacterias excepto E. coli, E. feacalis y K. pneumoniae, las cuales
fueron sensibles al extracto independientemente de su concentracion. Por el contrario, S.
aureus 'y P. aeruginosa demostraron incremento de la sensibilidad a medida que la

concentracion disminuye (Gualtieri, M., et al., 2008).

En base a los resultados obtenidos sobre la actividad antibacteriana de los extractos de las

hojas de Aza dirachta indica, la dilucion 1/10 resulto ser la mas eficiente para inhibir el

30



crecimiento de Staphylococcus aureus. La dilucidon 1/100 también resulto ser eficiente para
inhibir Klesiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa; en consecuencia, se prepard una

crema con propiedades antibacterianas al 5% (Gualtieri, M., et.al, 2008).

2.7 Investigaciones realizadas del género Cordia Dentata

Los primeros informes del género Cordia, Boraginaceae incluyeron caracteristicas botanicas
y reproductivas. Las plantas se caracterizaron por ser fértiles, ya que son incapaces de
autofecundarse, que es un criterio importante para la identificacion de las especies que
pertenecen al género. En la medicina popular, las especies del género Cordia, se informan
como plantas utilizadas para el tratamiento de diversas enfermedades que afectan a muchos
sistemas humanos (Fagner E., et al., 2015).

Existen informes publicados que describen a través de una amplia variedad de métodos sus
diversas actividades: antimicrobiano, modificador de antibioticos, antiinflamatorio,
antinociceptivo, antifertilidad, toxicidad, mordida de serpiente, hipolipidémico,

inmunomodulador, insecticida y antioxidante (Fagner E., et. al., 2015).

2.7.1 Caracteristicas
e Porte: arbol pequetio, 2-10 m de altura. Se caracteriza por su porte irregular, tronco
corto, frecuentemente torcido, y copa muy ramificada.
o Corteza: gris o pardo grisaceo, muy fisurada. Ramas: largas y extendidas.
e Hojas: Simples y alternas, 3-13.5 cm de largo, 2-7 cm de ancho, elipticas a eliptico-

ovadas o redondeadas, apice agudo o redondeado. Contienen pequeios dientes en el
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borde (de ahi el nombre cientifico dentata), los cuales son una continuacion de los
nervios secundarios (Zamora, N., Gonzalez J. Poveda, L., 1999).

e Flores: amarillas palidas a blancas, muy vistosas. Producen néctar y son polinizadas
por abejas y otros insectos. Inflorescencia en cimas paniculadas, hasta de 20 cm de
ancho, con muchas flores (Zamora, N., et al., 1999).

e Fruto: Fruto ovoide, 1-1.5 cm de largo, 0.6 cm de didmetro, blanco y casi
transparente cuando madura. Es comido por aves, monos, murci¢lagos e iguanas,

atraidas por la pulpa jugosa y muy dulce (Zamora, N., et al., 1999).

La especie C. dentata presenta un alto contenido de proteina cruda. El contenido de grasa
observado en esta especie es bajo (1.50-1.76%), lo que se considera normal en una especie
arborea. El contenido de lignina es alto (10-13%). El valor observado de hemicelulosa se
considera ligeramente alto (19-20%). Presentan una mayor cantidad de tejido vascular y
esclerénquima en sus hojas, las cuales estan rodeadas por una doble capa de células con
paredes gruesas y suberizadas que la hacen mas resistentes al rompimiento mecanico y al

ataque microbiano (Garcia A., et al., 2009).

2.8. Malachra alceifolia

La Malachra alceifolia es conocida cominmente como Malva. Su modo de preparacion es
mediante la decoccion, basado en hervir la planta con la finalidad de disolver sus quimicos.
Es utilizada para tratamientos febriles e inflamatorios; se aplica de manera local y mediante

bafios medicinales (Gémez H., et al., 2001).
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2.9. Caracteristicas

33

e Tallo: Tallos teretes densamente escabrosos, con tricomas estrellados, tricomas simples

esparcidos y basalmente glandulares.

Hoja: Hojas simples, alternas, escabrosas, el haz solo con tricomas simples; limbo
astado, ovado u oblongo-eliptico, margen serrado, apice obtuso, base oblicua a
truncada, palmatinervio, con 3-5 nervios basales, 3-7 pares de venas secundarias, en
disposicion opuesta y alterna sobre la vena media. Estipulas laciniadas, pilosas, libres,
pareadas, peciolos pubescentes (Ramos J., 2014).

Inflorescencia: Inflorescencia en densos racimos axilares o terminales.

Flor: Flores sésiles, subtendidas por una bractea foliosa, bractea ovada a suborbicular,
base cordada, apice acuminado, con 7-12 costillas saliendo desde la base, bractedlas 2,
laciniadas, saliendo del eje de la bractea, pilosas. Caliz campanulado, sépalos oblongo-
lanceolados, connados en la base, pubescentes, apice agudo. Corola de 5 pétalos libres
imbricados en estado de yema, actinomorfa, campanulada en antesis, de color amarillo
con una linea roja en la base, pétalos unguiculados, limbo ovobado, 4pice redondeado,
con 10 venas saliendo desde la base. Androceo de 30 a 40 estambres unidos formando
un tubo que rodea el gineceo. Ovario supero, pentacarpelar, coronado con 5 estilos,
bifurcados hacia el 4pice, estigmas capitados (Ramos J., 2014).

Fruto y semilla: Fruto con bracteas y caliz persistente, en esquizocarpo, 5 mericarpos
en forma trigono-obovoide. Semillas 2-3 mm de longitud, negras, glabras, superficie
minutamente reticulada; funiculo persistente, péndulo, lanceolado (Ramos J., 2014).
Usos y propiedades: Antiinflamatorio, antipirético, diurético, emoliente, estimulante,
galactogeno, abscesos, golpes, hinchazones, inflamacion ocular, inflamacion renal y

lavados vaginales (Ramos J., 2014).



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Pseudomona aeruginosa se ha considerado una bacteria de gran importancia a nivel
mundial, debido su alta capacidad para adquirir mecanismos de resistencia intrinseca tales
como: alteraciones en la composicion de su pared bacteriana integrada principalmente por
(glicoproteinas), con capacidad para desarrollar modificaciones a nivel ribosomal y su
facilidad para mutar, lo cual ha generado que se presenten nuevas cepas resistentes a la
mayoria de los antibioticos con actividad antipseudomonal. Estas condiciones conllevan a
serios problemas terapéuticos, y su consecuente impacto en la salud publica que deriva en la
generacion de diferentes enfermedades nosocomiales, tanto en medicina humana como en

medicina veterinaria.

Dentro de las alternativas terapéuticas consideradas en la actualidad para enfrentar esta
problematica, contempla el empleo de la fitoterapia, que implica el uso de extractos vegetales
para contrarrestar infecciones bacterianas, incluidos aquellos agentes que muestran

resistencia ante antibidtico convencionales.
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4. JUSTIFICACION

La Pseudomona aeruginosa en la actualidad es uno de los microorganismos que posee mayor
impacto en las infecciones hospitalarias, siendo asi uno de los principales patdgenos causante
de infecciones nosocomiales. En los ultimos afios, se ha aumentado la resistencia de estas
cepas bacterianas a diversos antimicrobianos, € incluso se ha incrementado la mortalidad en
pacientes infectados (Herndndez, A. et al., 2018). Esta situacion obliga a la incursion en el
estudio de alternativas terapéuticas, que permitan generar nuevas herramientas para enfrentar

este tipo de infecciones.

Por otro lado, siendo Colombia uno de los paises con mayor diversidad biologica en el
mundo, resulta esencial el estudio de plantas que muy posiblemente puedan tener un
significativo potencial fitoterapéutico. Entre ellas, la Cordia dentata y Malachra alceifolia,
pertenecientes a la familia Boraginaceae abundantes en la costa norte colombiana y
conocidas como “uvito” y “rabo de alacran” respectivamente, con propiedades
antimicrobianas, antiinflamatorias, emolientes, entre otras (Alvarez C, Castro A,Gonzalez M,
Jiménez M., 2005). Por otra parte, se ha propuesto analizar el efecto de dos extractos
completos de estas plantas naturales sobre cultivos resistentes de Pseudomona aeruginosa,
facilitados por el laboratorio de microbiologia de la Universidad Antonio Narifio. Finalmente,
los resultados podrian aportar conocimiento que determine su utilizacion como agente

fitoterapéutico en el tratamiento en pacientes infectados por esta bacteria.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto antimicrobiano de extractos completos de Malachra alceifolia y Cordia

dentata, sobre la Pseudomonas aeruginosa.

5.2 OBJETIVO ESPECIFICO
e Evaluar el efecto de Malachra alceifolia y Cordia dentata sobre el crecimiento de
la cepa Pseudomonas aeruginosa resistente a antibioticos.
e Determinar la concentracion minima inhibitoria de Malachra alceifolia y Cordia

dentata frente a la cepa P. aeruginosa.
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6.1 MATERIALES

6.1.1 Muestras

6. MATERIALES Y METODOS

Extractos: Malachra alceifolia y Cordia dentata de origen caribefio. En la siguiente tabla se

muestran los datos que caracterizan los extractos completos de cada especie vegetal empleada

en el estudio (Tabla #1).

Tabla #1 Caracterizacion de las muestras de los extractos de plantas obtenidas

Malachra alceifolia (MA)

Cordia dentata (CD)

CODIGO| PESO | SOLVENTEDE |CODIGO| PESO | SOLVENTE DE
(mg) DILUCION (mg) DILUCION
MA-III- 200 Cloroformo CD-III- 500 Cloroformo
43b 24b

Facilitados por el Laboratorio de Quimica de Medicamentos de la Universidad de Cartagena.
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6.1.2 Cepa bacteriana

Para el desarrollo de la investigacion se utilizo la cepa Pseudomonas aeruginosa, facilitados

por la Dra. Yuly Bernal del Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Antonio Narifio.

6.1.3 Equipos

e Espectrofotometro Multiskan FCO

e Linterna ultravioleta MERCK ®

e Plancha de agitacion y calentamiento VELP scientific ®
e Balanza analitica Pioner OHAUS ®

e Vortex SCILOGEX MX-S

e Autoclave All American ® No. 25X

e Incubadora Thelco Laboratory THERMO ®

e Refrigerador White- Westinghouse

6.1.4 Otros

e Tubos eppendorf.

e Espatulas de acero inoxidable.
e Papel aluminio.

e Pinzas metalicas sin garra.

e Asa bacteriana.

e C(ajas de petri.

38



39

Alcohol antiséptico.

Caldo nutritivo.

Agar cetrimide.

Agar mueller hilton.

Agar nutritivo.

Embudo de vidrio.

Puntas plasticas para micropipeta.
Placas de calentamiento.
Sensidiscos.

Iman arrastrable.

Erlenmeyer.

Gradilla para tubos eppendorf.
Guardian.

Papel vinipel.

Matraz aforado.

Sensi discos cefalexina.

Microscopios.



6.2 METODOLOGIA

6.2.1 Caracteristica de la investigacion

Este estudio experimental prospectivo se llevara a cabo en la Facultad de Medicina

Veterinaria de la Universidad Antonio Narifio de Bogota, D.C., Colombia.

6.2.2 Estudio fitoquimico

6.2.1.2 Recoleccion de la muestra

Las hojas deshidratadas de la Cordia dentata (Codigo MA-I11-43b) y Malachra alceifolia
(Codigo CD-III-24b) se recolectaron en Cartagena de Indias, Departamento de Bolivar

(10°2525"Norte, 75°31'31"Oeste y elevacion 2 m.s.n.m)..

6.2.1.3 Tratamiento del material vegetal

Los extractos fueron facilitados por el Laboratorio de Quimica de Medicamentos de la
Universidad de Cartagena. Brevemente, se secaron 520 gramos de la Cordia dentata y 180
gramos Malachra alceifolia, cada especie fue colocada en recipientes con solvente de
cloroformo. Para esto, se realizaron maceraciones sucesivas con los solventes de cloroformo

(baja polaridad), en agitacion no constante y a temperatura de 45°C.
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6.2.3 Estudio bacteriolégico

6.2.3.1 Reactivacion de la cepa de Pseudomonas aeruginosa

Para la reactivacion de la cepa se descongeld y se sembré en caldo nutritivo por 24h a 37°C,
posterior a la activacion, la cepa se pasé a medios s6lidos de agar cetrimide y agar nutritivo,
una vez la sepa se activo, se utilizd para realizar las pruebas susceptibilidad a los fito-

extractos Cordia dentata y Malachra alceifolia.

6.2.3.2 Ensayo de sensibilidad a los antibioticos

Para determinar la sensibilidad y/o resistencia de la cepa de Pseudomonas aeruginosa, se
utilizoé la técnica Kirby-Bauer de difusion por discos reformulada por sugerencia de los
Estandares de Desempefio para Ensayos de Sensibilidad Antimicrobianas por Discos (CLSI)
(CLSI-M100, 2020). Se utilizaron los siguientes antimicrobianos para P. aeruginosa:
tetraciclina (TE 30 mg), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT 1.25/23.75 pg), eritromicina (E
15 pg), ampicilina (AMP 10 mg), cefalotina (CF 30 pg), vancomicina (VA 30 ug) y cefoxitin
(FOX 30 pg), gentamicina (GM 10 pg), amikacina (IAM 30 pg), tobramicina (TOB 10 pg),
ciprofloxacina (CIP 5 ug), lincomicina (L 2 pg) y clindamicina (DA 2 pg). El didmetro de la
zona de inhibicion alrededor de cada disco se midio y se interpretd como lo describe el CLSI,
que clasifica el organismo en tres categorias: sensible (S), sensible intermedio (I) y resistente

(R) (CLSI-M100, 2020).

6.2.3.3 Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria de los extractos
La actividad de los extractos fue evaluada mediante la cuantificacion de la concentracion
minima inhibitoria por densidad optica usando un espectrofotometro Multiskan FCO a una

longitud de onda de 625 nm.
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6.2.3.4 Concentracion minima inhibitoria — CML

100pg de cada fito-extracto fueron diluidos en 100puL de agua destilada estéril, estos se
dispensaron en una microplaca de 96 pozos de fondo plano, para cada fito-extractos (Cordia
dentata y Malachra alceifolia) se realizaron diluciones seriadas 1:2 y una concentracion
constante de P. aeruginosa (0,5 de McFarland) volumen final 200 de pL/pozo, el disefio se
resume en la Tabla 2. Se hicieron dos réplicas de la prueba en tiempo diferente y cada prueba
se montd por duplicado. La validacion de la CMI se realiz6 por el método de difusion sobre
agar Mueller-Hinton, sembrando masivamente en agar Mueller-Hinton la cepa de P.
aeruginosa 'y colocando una gota de 100uL de cada fito-extracto (100 pg).

6.2.4 Procedimiento

Se realizaron diluciones progresivas en una microplaca de 96 pozos donde se hizo una
rotulacion en la cual se enumeraron 12 columnas y 7 filas (Tabla 2).

En el pozo #1 fila A, se dispensaron 100uL de agua destilada estéril, asi como también 100
uL del extracto #1 Malachra alceifolia, con el fin de obtener una dilucion concentrada, luego
se continuaron haciendo diluciones en base 2 hasta el pozo #12. Este mismo procedimiento
se realizo con el extracto #2 Cordia dentata en la fila B. Luego se colocd 100uL de bacteria
en caldo en cada uno de los pozos hasta el #12 de las filas A y B.

En la fila C se tomaron dos pozos en los cuales se deposité 100 pL. de bacteria y 100uL de
agua destilada estéril, este pozo fue uno de nuestros controles junto a la fila D en la cual se
depositd en cada pozo 100uL de cloroformo y 100uL de agua destilada estéril del pozo #1 al
#12, con el fin de verificar que el cloroformo no tuviese ningtin efecto bacteriostatico o
bactericida frente a la bacteria.

Finalmente, en la fila F se colocaron 200 pL de agua destilada estéril en dos pozos, asi
mismo en la fila G se coloco caldo sin bacteria, con la finalidad de verificar que no habia

contaminacion.

42



1 2 k] 4 8 [ T ] ] 10 1 12
A 100yg del 100uL 100uL 100uL 100uL 100uL 100l 100uL 100uL 100uL. 100uL 100uL.
Malachra extracto. Con | [50] [25] [12.5] [6.25] [3.125] [1.5625] [0.78125] [0.390625] | [0.1953125] [0.09765625] | [0.0488281]
alcaifolia 100pL. de 0.5
McFarland 0.5 (1] [IK] (1] 0.3 0.5 (1] (1] 0.5 McFarland | 0.5 03
de P McFarland | McFarland | MeFarland McFarland McFarland McFarland McFarland McFarland | de becteria McFarland McFarland
aEruginoss debacteria | debacteria | de becteria de hacteria de hacteria de bacteria de hacteria de hacteria de hacteria de bacteria
B 100gu del 100Ul 100uL 100uL 100uL. 100uL 100uL 100uL 100uL. 100uL. 100uL 100uL.
Cordia extracto. Con | [50] [25] [12.5] [6.25] [3.125] [1.5625] [0.78125] [0.390625] | [0.1933123] [0.09765625] | [0.0488281]
danlata 100pL de 0.5
McFarland de | 0.5 05 05 05 03 0.5 05 05 03 03 03
peenidomionic. | McFarland | McFarland | McFarland | MeFarland MecFarland McFarland McFarland McFarland | McFarland de | McFarland McFarland
debacteria | debacteria | de bacteria de bacteria de hacteria de bacteria de bacteria debacteria | hacteria de hacteria de bhacteria
c 100 de 100uL de
Control d& | Peewdomona | Preudomiona
bacteria aeFuginoss aeruginosd
can 100puL con 100pL
agua destilada | agna
destilada.
D 100uL de 100uL 100uL 100uL 100uL. 100uL 100l 100uL 100uL. 100uL. 100uL
Claroforma | cloroforme, cloroformo | Dilucitn Dilucitn Dilucitn Diilucitin Dilucitn Dilucitn Dilucitn Dilucitn Diilucitin
100pL agua con 100uL 1/4 16 I8 116 1132 1/64 /128 11254 11512
destilada con | Dilucidn
05 12
McFarland
de bacteria.
E 100pL de 100uL 100uL 100uL 100uL 100pL 100l 100uL 100uL 100uL. 100pL
Antibidtica | antibiético Diluciin Dilucitn Dilucion Diluciin Dilucidn Dilucidn Dilucitn Diluciin Dilucidn Dilucidn
con 100pL de | 12 1/4 1] I8 116 1132 1/64 /128 11256 11512
hacteria
F 200 pL. 200 pL
Agua
destilada
G 200 pL. 200 pL
Caldo

Tabla # 2. Disefio del montaje de la CMI en microplaca de 96 pozos de los extractos con la

Pseudomonas aeruginosa. Fuente propia

La bacteria en caldo fue dejada durante 30 horas en la incubadora cumplidas estas horas se le

realiz6 la escala de McFarland con un grado de turbidez de 0.5, para ser puesta en la

microplaca y leida en el espectrofotometro (Ilustracion 6).
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[ustracion # 6. Escala de McFarland grado 0.5 de turbidez. Fuente propia.

6.2.4.1 Control de calidad de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos.
El control de calidad se llevo a cabo utilizando cepas de la American Type Culture Collection

(AATCC), P. aeruginosa ATCC27853.
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7. RESULTADOS

7.1 Evaluacion de la cinética de crecimiento de la Pseudomonas aeruginosa

La curva de la cinética de crecimiento de la cepa de Pseudomonas aeruginosa, mostrd una
fase de adaptacion de 7 horas, una fase de crecimiento exponencial de 11 horas, una fase
estacionaria de 1 hora 30 min, y una fase de muerte celular que inici6 a las 31 horas 30 min..

A continuacion, se presenta la cinética de la P. aeruginosa estudiada. Gréfica 1.

Curva de crecimiento de la Pseudomona aeruginosa

040
' 0,39 @
0,30 1
’ 0125

0,20

CRECIMIENTO

0,10

0,02 '_.0,03
0,00

HORAS

Grafica 1. Cinética de crecimiento en 48 h de la Pseudomonas aeruginosa. Fuente propia.

7.2 Resultado de la concentracion minima inhibitoria — CMI.

Los extractos Cordia dentata y Malachra alceifolia, fueron leidos a 625 nm en el
espectrofotometro en donde mostraron ser no inhibitorios a la Pseudomonas aeruginosa.
Dicho procedimiento se realizé por duplicado para confirmar los resultados y se tomo la

lectura promedio de éstas con el fin de hallar la lectura media (Tabla #3).
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No se observo ninguna actividad de los dos extractos evaluados, sobre la cepa de

Pseudomona aeruginosa. Seguidamente se procedio a tomar dos cajas de Petri con agar

cetrimide, las cuales fueron inoculadas previamente con la bacteria, se colocaron 100pL de

ambos extractos, con el fin de evaluar su cinética. Finalmente, se confirmoé la ausencia de

actividad bactericida sobre estas cepas microbianas.

Nombre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Cordia

dentata Al 4394| 3.808| 3.837| 1.975| 1.758| 1.505| 1.218| 1.425| 1.064| 1.354| 1.375| 1.428
Malachra

alceifolia B| 4160| 5242| 4:800| 2.331| 1.902| 1.557| 1.255| 1.198]| 1.370| 1.341| 1.396| 1.409
Control de

P.

aeruginosa |C| 1.575| 1.434| 1.412| 0.930{ 0.147| 0.146| 0.129] 0.128| 0.222| 0.156| 0.158| 0.156
Cloroformo |D| 1.825| 1.252| 1.512| 1.409| 1.342| 1.152| 1,393| 1.401| 1.431| 1.420| 1.434| 1.479
Antibiotico

Gentamicina |E| 0.131| 0.171] 0.170] 0.210| 0.228| 0.169| 0.185| 0.216| 0.222| 0.223| 0.276| 0.181
Agua

destilada F| 0.100( 0.116| 0.144| 0.160| 0.155| 0.162| 0.145| 0.157| 0.112| 0.156{ 0.158| 0.199
Caldo

nutritivo G 0.498| 0.759| 0.149| 0.133| 0.143| 0.156] 0.153| 0.138| 0.126{ 0.117| 0.173]| 0.141

Tabla #3. Lectura media de la concentracion minima inhibitoria de los extractos de

cloroformo de Cordia dentata y Malachra alceifolia (A y B), frente a la cepa de Pseudomona

aeruginosa, sin presencia de los extractos (C), con cloroformo (D) y gentamicina (E). Fuente

propia.

46




8. DISCUSION

Las especies del género Cordia son empleadas como alternativa terapéutica en numerosas
patologias de manera empirica en la medicina popular. Sin embargo, existen reportes que
describen las propiedades etnofarmacologicas, entre ellas antimicrobiano, modificador de
antibioticos, antiinflamatorio, antinociceptivo, antifertilidad, toxicidad, mordida de serpiente,
hipolipidémico, inmunomodulador, insecticida y antioxidante (Fagner E., et al., 2015).
Estudios previos han evaluado muchas especies del género Cordia en relacion con su
potencial antibacteriano Salazar A. y col. (2011), realizaron estudios para determinar la
actividad antibacteriana del extracto de C. boissierie; observaron actividad contra bacterias
Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia y Acinetobacter baumanii).
En contra posicion a nuestros resultados, no se encontrd susceptibilidad de la Pseudomona
aeruginosa a los extractos de plantas probadas, muy posiblemente debido a que los
componentes de los extractos cloroférmicos no tienen actividad bacteriostatica o bactericida
para la bacteria. Otra plausible explicacion estaria en que los extractos cloroférmicos de
Cordia dentata y Malachra alceifolia fueron obtenidos a partir de las hojas de la planta,
mientras que previos estudios han demostrado, que la concentracion de compuestos con
actividad antimicrobiana se ha encontrado en flores e incluso en la corteza de la planta el

(Salazar A., et al.; 2011; Nariya et al., 2011).

Por otro lado, un estudios anterior ha demostrado actividad antimicrobiana de extractos de las
hojas de Cordia verbendacea, contra S. aureus y E. coli (Pinhol et al., 2012). Los extractos
utilizados en este estudio fueron obtenidos a partir de Cordia dentata, y adicionalmente, se uso

una cepas multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa, que posiblemente no tiene moléculas
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blanco para los compuestos de los extractos probados, o que su cardcter de multirresistencia

puede estarle confiriendo proteccion contra los Fito-extractos.

La Malachra alceifolia es utilizada para tratamientos febriles, inflamatorios, antipirético,
diurético, alergias, galactogeno, abscesos, golpes, hinchazones, suplemento de proteinas y
vitaminas, inflamacion piel, vaginitis y lavados vaginales (Zurita, N. S., Navas, M. A. L.,
2014). Ademas, hay estudios realizados por el Laboratorio de Quimica de Medicamentos de
la Universidad de Cartagena, donde se determind que la Malachra alceifolia posee actividad
antileishmanial, antioxidante, antimicrobiana e hipoglicemiante, con respecto a la Cordia
dentata se obtuvo que poseia capacidad antioxidante, antimicrobiana e hipoglicemiante
(resultados no publicados). Un estudio hecho con Cordia dentata, Heliotropium indicum y
Momordica charantia frente a las cepas de las bacterias: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae y la Pseudomona aeruginosa, mostro
que P. aeruginosa fue susceptible a la Cordia dentata en solucion de hexano (Cervantes et
al., 2017).

Lo anteriormente expuesto abre la posibilidad de probar extractos de las mismas plantas

usando flore, corteza y raices con solventes de mayor polaridad.
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9. CONCLUSIONES

Los extractos completos obtenidos a partir del solvente cloroformo, fueron ineficientes frente
a cepas multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa, por no mostrar algin efecto

bacteriostatico o bactericida frente a este microorganismo.

Los extractos completos obtenidos a partir del solvente cloroformo de Malachra alceifolia y

Cordia dentata no funcionan para hacer algin procedimiento clinico o terapéutico con el fin

de generar alguna accion en contra cepas multiresistentes de Pseudomonas aeruginosa.
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10. RECOMENDACIONES

Este estudio invita a estudiantes y/o docentes del campo de la medicina a analizar y trabajar
sobre nuevas alternativas para el control de distintos patdgenos que afectan la salud publica,
llevando a la farmacologia a proponer tratamientos alternativos que reduzcan la generacion
de cepas multirresistentes y reduciendo a su vez los efectos secundarios generados por el uso

de antibioticos en los pacientes.

Se recomienda realizar estudios con los mismos extractos utilizando los solventes de acetato
de etilo y metanol acidificado debido a que presentan menos polaridad donde posiblemente se
obtengan compuestos diferentes con actividad antimicrobiana, lo que no se observé con el
solvente del cloroformo. No obstante, a pesar de no haber tenido un efecto los extractos sobre
la cepa de la Pseudomonas aeruginosa multirresistente, se ha comprobado con anteriores
estudios que sus propiedades antimicrobianas son efectivas, lo cual promueve a seguir

haciendo ensayos que lleven a evaluar su efecto en otros agentes infecciosos oportunista.
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