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INTRODUCCION
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OBJETIVOS

Objetivos especificos

Establecer el protocolo para la obtencién de
extractos organicos en las plantas macroéfitas
(Eichhormia crassipesy Lemna gibba).

Comparar la actividad antibacteriana de los
extractos frente a los patdgenos aislados.




ANTECEDENTES

Residuos de farmacos, Actividad antibacteriana Giilgin y Extractos organicos, rodriguez, zarate,
Lozano, Arias, 2008 colaboradores, turkya, 2010 sanchez, Colombia, 2017

Efectos de  Eichhornia
crassipes, Shanap y
colaboradores, India, 2010

Estudios fitoquimicos, Thamaraiselvi,
Jayanthi,india 2012




, * METODOLOGIA

Obtencidn de extractos
vegetales

\ J

Elaboracion del protocolo para la
obtencidn de extractos organicos en
s \ las plantas macrdfitas (Eichhornia
Materiales y . crassipes y Lemna gibba) )

métodos r )

Conservacion de cepas ATCC

[ A Recoleccion de las muestras
. (Vereda chicaque, laguna seca),
\\ J Recoleccion y material vegetal que no
p N clasificaciéon del presente, manchas,
ial tal . qu@madurag signos de
material vege infeccién en hojas, tallo, raiz y
.. . . flores.
Actividad antibacteriana \ ) \ /
\ J

f . ., . N
Identificaciéon de la especie por
medio de sus caracteristicas 7 N

morfologicas, segun la

descripcion botanica. Las Transporte en bolsas

muestras se conservaron en negras, con nivel de
refrigeracion hasta la humedad adecuado,
L preparacion de extractos. ) conservando lo mejor

posible las muestras.




("Secado y fragmentacién

METODOLOGiA Lavado a chorro 1.Secado en horno a wuna

temperatura entre 45 - 50 °C (Muestral) 2.Secado a
través de una prensa biologica (Muestra 2). 3.Secado
en mvernadero (Muestra 3):Secada en horno (muestra

2 a) v la otra a temperatura ambiente (Muestra 2 b)

\
[ . ’7 . .
Preparacién y alistamiento de los extractos

236 ¢ de hojas secas, 200 g de tallos, 439g de
raiz, referente al Buchon de agua y 78 g de

Lenteja de agua. Solvente CH40: CH2CI2
I:1. Extracaén por Método Soxhlet.
Rotaevaporadores  equipos EYELA vy

Heidolph a 71 mbar, 134 rpm y 35.2°C.
\_ _/

Fuente: Autoras, 2017 - . i \/Z
Flaboracion de protocolo para la

obtencion de extractos organicos en
las plantas macrofitas  (Eichhornmia
_crassipes y Lemna gibba) )




METODOLOGIA

Conservacion de cepas ATCC

Donadas y escogidas teniendo en cuenta
gue son de origen animal y patégenos en
animales de produccion. También se
incluyeron cepas control ATCC.

Se realizaron 10 viales por cepa en BHI,
adicionando glicerol al 10%, y congelando
los viales a -80°C.

S\

Fotogratias tomadas por las autoras, 2017




METODOLOGIA

PANEL DE CEPAS
. PROCEDENCIA LUGAR DE
CODIGO BACTERIA (ANIMAL) PROCEDENCIA
REC 581-H E. Coli AVIAR INCUBACOL
MC2 E. coli K88 PORCINO CEPARIUM U.C.M.C
ME3 Salmonella spp EQUINO CEPARIUM U.C.M.C
MB4 Staphylococcus aureus BOVINO MUESTRA DIRECTA
C1 S. aureus 35556 CONTROL ATCC CEPARIUM U.C.M.C
C2 E. coli 35218 CONTROL ATCC CEPARIUM U.C.M.C
C3 S. epidermidis 12228 CONTROL ATCC CEPARIUM U.C.M.C
Sensibihdad Difusion en Concentracion
. Controles de | . s
Actividad . con b B S i agar Minima
antibacteriana antibiéticos y (perforacién : Inhibitoria
: solventes.
comerciales en agar) (CMI)



Orozco (2004). Es de
gran importancia la
recolecciony
Relseclon de. a.planta
a estuglingn
mejoraemadfcblﬁsmo y
pesd'G& A& Becie,
se conservarian
mejor los
compuestos a extraer

Los extractos ya concentrados en
viales ambar para guardarlos de
la luz, se pueden guardar en
refrigeracion de 4-8 °C hasta 4
meses sin perder sus
caracteristicas antibacterianas.

En bolsas negras de basura
limpias se depositan los
especimenes, rotulado con
el nombre del material
colectado, datos
% geograficos del sitio de
origen, fecha, hora.

Si el procesamiento no se
realiza de inmediato se
conserva el material en un sitio
refrigerado y con poca luz, se
recomienda el procesamiento
" antes de 48 horas, evitando la
perdida metabolitos.

Si el material vegetal es menor a
10 kg se debe realizar un secado
en prensa bilégica las primeras 72
horas y seguir con el secado en
horno segun protocolo. Si es mayor
a 10 kg se debe realizar un secado
en invernadero de 72 a 168 horas,
si se necesita de mas rapidez se
debe a las 72 horas puede realizar
un secado en horno segun
protocolo.

Protocolo para la obtencion de extractos organicos en
las plantas macroéfitas (Eichhornia crassipes y Lemna

gibba).

RESULTADOS
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Lemna gibba,
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Los extractos ya concentrados en
viales dmbar para guardarlos de la
luz, se pueden guardar en
refrigeracion de 4-8 °C hasta 4
meses sin perder sus
caracteristicas antibacterianas.

realiza el proceso de
rotaevaporacion,
programado a 71
mbar, 134 romy
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Control de crecimiento

Tabla 7. Control de crecimiento de la cepas control ATCC y cepas patdgenas

Microorganismo Tiempo de incubacion Crecimiento
C1: S. aureus 35556 24-28 horas +
C2: E. coli 35218 24-28 horas +
C3: S. epidermidis 12228 24-28 horas +
REC 581-H: E. Coll 24-28 horas +
MC2: E. coli K88 24-28 horas +
ME3: Salmonella spp 24-28 horas +
MB4. Staphylococcus aureus 24-28 horas +

RESULTADOS




E col Amikacina Amr? ' | Cefotaxim | Gentamicin | Ceftriaxona Cephazolin
(AK) (AMP) a( CTX) a (CN) (CRO) (KZ)

C2. E. coli 35218 28 [ 0mm 28mm 20mm 28mm 24mm

MC2. E coli K38 32 Omm 32mm 10mm 30 mm 23mm

REC 581-H E. Coli 13 Omm 34 mm 18 mm 30mm 24mm

P P SO Sulfatrimetropin | Cephazolin
mikacin | imipenem etraciclina n (SXT) (kz)
Salmonella a (AK) (IMP) (TE)

2‘:}Ep3. Salmonella 17 mm 26mm 18mm 30mm 23mm
Staphylococcus Teicoplanin (TEC) | Gentamicina (CN) | Clindamicina (DA) Rifampicina (RRR)
C1. 5 aureus 35556 14 mm 15 mm 24 mm 34 mm
C3. S. gpidemmidis 12228 15mm 30mm 21 mm 40 mm
MB4 Staphylococcus
SUFRUS 22 mm 24 mm 24 mm 26 mm

Famiglietti (2014). La sobre expresion de la B-lactamasa Ampc, presentes de forma
natural 6 la adquisicion por plasmidos.

La resistencia presentada por MC2 (F. coliK88) Y REC 581-H (£. coll) frente a los
sensidiscos de gentamicina y amikacina respectivamente, se presenta como una

discordancia

RESULTADOS




Halos de Inhiblcién dal Malos de inhibiciédn del
extracto de Hoja en extracto de Tallo en
Enterobacterias Enterobacterias

BRI L LT
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C2: E. col 35218. REC 581-H: E. coli. MC2: E. coli K88. ME3: Salmonelffa spp

La mayoria de los extractos mostro
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IZ] Halos de inhibicién del Halos de lnhibicién del Torresycol:»:lboradores (2016). los e.Xtractos
extracto de Hoja en oxtracts e oo en de Lemna gibba por el método de Kirby-

Staphylococcus staphylococcus Bauer, frente a la cepa de . aureus mostréd
un halo de 6.5 mm.

VALOR EN MM

La raiz presenta mejor actividad frente a
bacterias que pertenecen al género
Halos de inhibicién del H Halos de inhibicién del extracto Staphylococcus, con un halo de 10 a 14

~ de Lenma gibbo ( lenteja de agua)
extracto de Raiz en B min.

Staphy’ococcus staphylococcus
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VALDR EN MM

Cristian y colaboradores (2017).
Extracto de hoja de la misma planta,

-
-
F' =

c3

frente a Staphylococcus hay un halo de

1000 pe/mi p SO0 jag/my

6 a 12,5 mm, en las

C1: S. agureus 35556. C3: S. epidermidis 12228. MBA4: Staphylococcus aureus.
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CMI Enterobacterias CMI Enterobacterias
Extracto De Hoja Extracto De Raiz

Las muestra Smpby]()coccus aureus 35556 A'TCC

ﬁl res {na yor CMI de 31 ? r%g/ml 62,5
= = ococc rese ayor
3 ' %, ' ' ' ' P fi)g lébp trgl gn 0s extractos de
= = os i eren s eX actos en.
£ '. '. '. g Ojd td o IdlZ ci eﬂ:a a respectivamente.
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g REC 581-H 5 REC 581-1 mE3 re enteja de agua tiene un de 15,
“ g/mi) H1 m CMI (ug/mi) H2 w (ug/r M (ug/or T2 62“g/m1.
CMI Enterobacterias | o] cmi Enterobacterias Gulgin I. Y colaboradores
Extracto De Lenteja Extracto De Tallo (2010).Lemna gibba, tiene Capacidad

REC 5B1-H

antioxidante, antirradical y
'I 'I 'l 'I antimicrobiana, también posee

compuestos fenadlicos y flavonoides

Concentracion (ug/ml)
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Extracto De Hoja Extracto De Tallo

C2: E coli 35218. REC 581-H: E. coli. MC2: E. coli K83. ME3: Salmonella spp : ' I
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Se debe estudiar mas a fondo, que
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. C1: S. aureus 35556. C3: S. epidermidis 12228. MB4: S. aureus
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CONCLUSIONES

Se establece un Protocolo para la obtencion de extractos organicos en las plantas macrofitas y se comprueba la actividad
antibacteriana de las plantas Eichhornia crassipes y Lemna gibba.

Todos los extractos evaluados presentaron cierto grado de actividad antimicrobiana, el cual varié dentro del grupo de
cepas Staphylococcus y el grupo de cepas de Enterobacterias.

Se evidencié mayor sensibilidad en las pruebas realizadas con Staphylococcus, especialmente en la cepa C1 por los dos
métodos de evaluacion de la actividad antimicrobiana con los mayores halos de inhibicion y los CMI mas bajos de
31,25 pg/ml a 62,5 ug/ml en lo extractos de Eichhornia crassipesy 15, 62 en el extracto de Lemna gibba, lo que

permite pensar que de este extracto puede llegar a ser una alternativa viable para el tratamiento de esta enfermedad
en bovinos

Dentro de las cepas de Enterobacterias se mostré un comportamiento similar en la actividad antibacteriana de los extractos,

lo que puede indicar que Eichhornia crassipes 'y Lemna gibba comparten ciertos fitoquimicos con actividad antibacteriana,
que también podrian ser utilizados para este grupo de bacterias.
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