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RESUMEN

Los antibidticos empleados en el tratamiento de enfermedades en animales de
produccion, se han vuelto ineficaces por la resistencia bacteria. Se quiere aprovechar
biodiversidad de Colombia en flora, con el fin de desarrollar alternativas para combatir
la resistencia bacteriana. El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad
antibacteriana de los extractos de organicos de las plantas macroéficas Eichhornia
crassipes (Buchén de agua) y Lemna gibba (Lenteja de agua), sobre
microorganismos patdégenos de origen animal Escherichia coli K88, Salmonella spp,
Staphylococcus aureus, aislada en bovinos, cepa donada por incubacol y Escherichia

coli en aves. Los controles fueron Staphylococcus aureus ATCC 35556, Escherichia



coli ATCC 35218, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. La metodologia incluy6
el establecimiento del protocolo de secado del material vegetal, la extraccion de los
metabolitos, identificacidon de las cepas bacterianas utilizando pruebas bioquimicas y
determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos en concentraciones de
2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pug/ml, 250 ug/mly 100 pg/ml. Se realizaron pruebas de
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en microplaca y pruebas de difusion radial en
agar. Los resultados evidenciaron que las cepas fueron sensibles a los extractos de
Lemna gibba y Eichhornia crassipes, en particular las cepas de Staphylococcus. Se
concluye que los extractos de Lemna gibba y Eichhornia crassipes, tienen actividad
antibacteriana frente a bacterias patdgenas en veterinaria. A futuro, se espera
determinar el compuesto que realiza la accién y probarlo de nuevo con las mismas
cepas para proponerlo como una alternativa de tratamiento, aprovechando la

biodiversidad en flora colombiana.

Palabras claves: Extractos organicos, antibacteriano, metabolitos, plantas

macrofitas.



INTRODUCCION

Uno de los principales problemas con el tratamiento de microorganismos patdégenos
de origen animal, es la multiresistencia a los antibidticos convencionales
implementados en la produccion ganadera en el pais, generando grandes pérdidas

econdmicas y la resistencia bacteriana en la poblacion humana.

La Organizacion Mundial de la Salud, OMS, considera esta situacion como una
problematica de salud publica, debido a la falta de control, ya que no existe una
reglamentacion oficial sobre limites maximos en residuos de medicamentos
veterinarios que puedan estar presentes en estos alimentos. En Colombia, aunque el
ICA regula y controla limites maximos del Codex Alimentarius, no hay cobertura
adecuada sobre el particular (1). Por esta razon, es necesario buscar nuevas
alternativas antibiéticas de origen natural para el tratamiento de enfermedades
bacterianas que afecten el sector ganadero y de esta manera, disminuir los residuos
de medicamentos nocivos para la salud que proviene de los alimentos carnicos y

derivados.

Con relacion a las plantas macrdfitas seleccionadas para este estudio, el Buchon de
agua (Eichhornia crassipes) y la Lenteja de agua (Lemna gibba), son variedades que
crecen sin control en cuerpos de agua y causan una disminucion en la captacion de
oxigeno. Estudios previos han demostrado que estas plantas presentan actividad
fitorremediadora y capacidad antibacteriana (2). Se sabe que presentan gran
variedad de sustancias, producto del metabolismo secundario como respuesta a un
estimulo, consideradas como una alternativa a los tratamientos con antibioticos
convencionales. Esta propiedad es una alternativa a los productos comerciales que
se encuentran en el mercado y que por el uso indiscriminado los hace ineficaces,
debido a que las bacterias presentan mecanismos de resistencia que cada vez son

mas preocupantes para la salud de la poblacion.

Adicionalmente, una amplia gama de medicamentos veterinarios y de pesticidas son

usados indiscriminadamente en los sistemas de produccién agropecuaria, ha dejado
16



residuos en los alimentos, causando un aumento en la resistencia bacteriana a ciertos
farmacos de diferente naturaleza. Esta problematica, obliga a los investigadores a
buscar nuevas alternativas para el engorde y productividad del ganado y para los
tratamientos de patégenos bacterianos que disminuyan las tasas de multirresistencia,
bajen el nivel de residuos en los productos céarnicos y otros derivados que consume el

hombre y asi, disminuir el riesgo en la salud publica (1).

En Colombia, las enfermedades infecciosas constituyen una de las principales causas
de morbilidad y mortalidad en animales, generando asi, grandes pérdidas econémicas
a nivel mundial. Por ejemplo, la mastitis, es una problematica muy comdn que afecta
la produccion lechera (3), la cual ha venido en aumento por la resistencia bacteriana.
La Universidad Nacional de Colombia, determin6 que el uso de antibiéticos como la
ampicilina sulbactam, amoxicilina, acido clavulinico, gentamicina y Nitrofurantoina ya
presentan un porcentaje de resistencia que oscila entre 7,7% y 12,5%, en humanos y
que estan asociados al consumo de alimentos con residuos de antibiéticos o por

contacto directo con animales de produccion (4).

A pesar de la antigiedad de las regulaciones internacionales existentes relacionadas
con alimentos, Colombia no cuenta con una politica integral de inocuidad de alimentos
gue garantice la ausencia o baja presencia de sustancias antibioticas. Si bien, hay
algunos controles por parte del ICA, quien aplica los criterios y limites maximos del
Codex Alimentarius, en algunos casos las normas norteamericanas y europeas,
especificamente con relacién a aditivos, residuos de plaguicidas y medicamentos de
uso veterinario en los alimentos, falta una reglamentacion oficial que determine los
limites maximos de residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos. Sin
embargo, no existe un seguimiento riguroso sobre la calidad de los medicamentos
veterinarios y agroquimicos en Colombia, probablemente debido al debilitamiento
institucional de entidades como el Instituto Colombiano de Investigacion Agropecuaria
(ICA) (1, 2, 5).
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El presente proyecto tuvo como objetivo la busqueda de metabolitos a partir de las
plantas macrofitas como Lemna gibba y Eichhornia crassipes, con posible actividad
antibacteriana sobre bacterias patdégenas en animales. Se espera hacer un aporte a
la solucién de este problema que va en constante progreso y que esti causando la
resistencia a los antibiéticos de uso convencional en animales, con consecuencias por

ingesta en humanos.
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1. OBJETIVOS.

1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos organicos de las plantas
Buchon de agua Eichhornia crassipes y Lenteja de agua Lemna gibba frente a

bacterias patdégenas de importancia en animales de produccion.

1.2. ESPECIFICOS

e Establecer el protocolo para la obtencidn de extractos organicos en las plantas
macrofitas (Eichhornia crassipes y Lemna gibba).
e Comparar la actividad antibacteriana de los extractos frente a los patdégenos

aislados.
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2. ANTECEDENTES

Los microorganismos patdgenos resistentes a los agentes antimicrobianos cada
vez van aumentando, las investigaciones realizadas se han enfocado en
determinar cuantitativamente la relacion entre la dosis aplicada y el efecto de los
antibidticos suministrados individualmente o combinados, para conocer
especificamente en que cantidad y como debe ser suministrada. Sin embargo,
todos los sistemas bioldégicos muestran la extrema complejidad y controversia
sobre la metodologia e interpretacion de los resultados derivados de la
combinacién de antibiéticos, otros compuestos antimicrobianos como infusiones
herbales provenientes de plantas, iones metalicos, nanoparticulas, endolisinas y
principalmente bacteriocinas son utilizados como posibles tratamientos para la

multirresistencia de los microorganismos (6).

El sector ganadero, se ha visto afectado por la multirresistencia adquirida por
microorganismos a los antibioticos convencionales, teniendo como consecuencias
la incapacidad de tratar infecciones aumentando la mortalidad de los animales,
aumento del tiempo y gravedad de una enfermedad, e inseguridad alimentaria. La
FAO present6 el plan de accién sobre la resistencia a los antimicrobianos 2016-
2020. Se trata de una iniciativa que busca reducir el avance de la resistencia a los
antimicrobianos en los sistemas agricolas, ya que representan una grave

amenaza para la salud publica y la produccion sostenible de alimentos (7).

En Colombia, el estudio realizado por Ramirez y colaboradores, sobre la
prevalencia de mastitis en Antioquia, segun la Federaciéon Internacional de
Lecheria, cita que la mastitis, puede ser de origen infeccioso, traumatico o toxico,
y esta sujeta a ciertos factores como la edad, raza nimero de partos y periodo de
lactancia del animal y que cada vez aumenta las pérdidas econdmicas en este

sector (8).

Con relacion a la produccion porcicola, la colibacilosis en lechones, que es otra

enfermedad que afecta el sector ganadero, debido a que causa diarrea en los
20



cerdos recién nacidos y postdestetados, también genera grandes pérdidas a nivel
mundial, por tal motivo emplean antibiéticos 0 medicamentos de origen artificial,
gue son promotores de crecimiento (9). Sobre la produccion avicola, el pollo y el
huevo son de los principales productos que se consumen en la canasta familiar, y
también una de las causas de salmonelosis en humanos, por lo tanto, es
considerada una zoonosis. Igualmente, se han encontrado residuos de ciertos
farmacos utilizados en estos animales, situacion que contribuye a la

multirresistencia.

La Universidad de Caldas junto con la Universidad Nacional, en el 2008, realiz6
un estudio sobre la presencia de residuos quimicos en los alimentos de origen
animal. Estos investigadores resaltan que, en Colombia, los conocimientos sobre
residualidad quimica en alimentos son escasos, y que, ademas, se estan haciendo
esfuerzos para superar este problema en los sectores gubernamentales,
académicos y de investigacion, con el fin de llevar al pais a una situacion favorable
respecto a la inocuidad alimentaria (1). En ese mismo afio, la Revista Colombiana
de Ciencias Pecuarias, hace alusion a los residuos de farmacos en alimentos de
origen animal, que son considerados como un factor de riesgo en la salud publica
y como limitante en el desarrollo econémico de cualquier pais. Estas razones junto
con el avance de metodologias analiticas cada vez mas sensibles, han hecho que
los requisitos de sanidad e inocuidad exigidos en los alimentos sean cada vez mas

estrictos, especialmente cuando el destino de los productos es la exportacion (10).

Con relacién a las plantas medicinales, su uso es muy alto en paises que se
encuentran en via de desarrollo, actualmente méas del 80% de la poblacién a nivel
mundial sigue empleando productos naturales para el cuidado de la salud segun
la OMS. En Pakistan, se estima que un 80% de las personas dependen de ellos
para curarse, un 40% en China y en paises tecnolégicamente avanzados como
los Estados Unidos, utilizan habitualmente las plantas medicinales para combatir
ciertos problemas de salud. En Japén son utilizadas con frecuencia para fines
medicinales, mas que el uso de medicamentos convencionales (11). En zootecnia
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y en medicina veterinaria, son utilizadas como antiinflamatorios, antibacterianos,
antifangicos, antiparasitarios, entre otros, debido a que contienen fitocomplejos
que a su vez actuan en sinergismos entre ellos. La fitoterapia también es
empleada en lItalia, no s6lo en los animales de compaiia, sino también en los

animales de interés zootécnico.

Respecto al tema de las plantas macrofitas, se encontrd, que se ha identificado
gran variedad de flora, en rios y lagunas conocidas por ser maleza acuatica
flotante, debido a que presentan un rapido crecimiento y reproduccion, entre ellas
esta, Eichhornia crassipes; Erythrina crista-galli; Gaillardia megapotamica var,
Lemna minor y L. Lemnaceae (12). Estudios recientes, hablan de las propiedades
antimicrobianas de este tipo de plantas. A continuacion, se relacionan algunos de

los estudios.

Respecto a la actividad antimicrobiana de extractos provenientes de la planta
especifica de interés para el estudio, Eichhornia crassipes, en el afio 2010 fue
publicado en la India, un estudio sobre el efecto antimicrobiano a través de la
extraccibn metandlica sobre bacterias: Bacillus subtilis, Streptococcus
faecalis, Escherichia coli y Staphylococcus aureus; levaduras, Candida albicans y
actividad antialgal en Chlorella vulgaris, evidenciando la inhibicion de los
microorganismos empleados y esto fue debido a la presencia de alcaloides y

derivados de ésteres del 4cido ftalato (etilhexilo, metil-dioctilo y dioctil ftalato) (13).

En cuanto a estudios sobre la actividad antibacteriana de extractos obtenidos de
plantas del género Lemna, es importante mencionar una investigacion realizada
en Turquia, publicada en el 2010, donde se evaluaron las actividades
antioxidantes, antirradical, antimicrobiana y anticandidal de la planta, mediante
diferentes métodos in vitro, teniendo un efecto inhibitorio contra Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus warneri, Citrobacter

freundii, Citrobacter koseri, Neisseria lactamica, Neisseria sicca, Micrococcus
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luteus, Bacillus cereus, Streptococcus pneumoniae, Candida parapsilosis y
Candida glabrata (14).

Para ese mismo afio en Colombia, el Centro de Investigaciones Odontologicas
(ClIO), realizé un estudio donde evaluaron la actividad antibacteriana de los
extractos de dos especies de la familia Rubiaceae: Isertia laevis y Elaeagia utilis,
siendo recolectadas en Cundinamarca, emplearon hojas de la especie Elaeagia
utilis, mostrando actividad biolégica del aceite esencial sobre S. mutans, del
extracto etandlico, obtenido por fraccionamiento liquido/liquido, tuvo actividad
sobre cepas relacionadas con la caries dental (Streptococcus mutans ATCC
25175, S. sobrinus y L. acidophilus 903 ATCC 4365). Por medio de técnicas
guimicas  cualitativas  determinaron la  presencia de  terpenos,
sesquiterpenlactonas y fenoles en ambos extractos, siendo las responsables de

la actividad antibacteriana (15).

En el afilo 2011, la revista Journal of Environmental Management, publicé una
investigacion sobre el uso de Lemna minor como posible tratamiento para eliminar
patégenos como Escherichia coli y Enterococos. Los investigadores utilizaron un
sistema cubierto de Lenteja de agua a gran escala, el cual redujo el nUmero de
colonias, pero no las elimino totalmente (16). En ese mismo afio en Colombia, en
la Universidad Tecnologica de Pereira, por medio de encuestas seleccionaron
plantas medicinales para el desarrollo de su estudio, entre ellas estén, cidron
(Aloysia triphylla), malva (Malva sylvestris), toronjil (Melissa officinalis), perejil
(Petroselinum sativum) y ortiga (Urtica dioica), de estas plantas obtuvieron los
extractos, utilizando como solventes, n-hexano, diclorometano y metanol. Los
investigadores evaluaron la actividad antibacteriana frente a Bacillus subtilis,
Candida albicans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus, usando la metodologia de perforacion en
placa de agar, pero ninguno de los extractos presentd actividad significativa a las

concentraciones evaluadas (250-4000 mg/L) (17).
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Posteriormente en el 2012, en la india, fue reportado los fitoquimicos presentes
en Eichhornia crassipes para determinar la actividad antimicrobiana de
Micrococcus luteus, Rhodospirillum rubrum y Monoscus ruber por el método de
difusion en disco, los autores recalcan haber utilizado la planta fresca y de ella,
las hojas y los brotes, la cual presentaron alcaloides, flavonoides, fenoles,
esteroles, terpenoides, antoquinonas y proteinas, que tienen una gran actividad
inhibitoria para este tipo de microorganismos (18). En ese mismo afo en
Argentina, seleccionaron para su estudio plantas de uso medicinal, Acacia
bonariensis; Baccharis articulata; Blepharocalyx salicifolius; Castela tweedii;
Eichhornia azurea; Eichhornia crassipes; Erythrina crista-galli; Gaillardia
megapotamica var. scabiosoides; Hydrocotyle bonariensis; Ludwigia peploides;
Pistia stratiotes; Phytolacca dioica; Porlieria microphylla; Senna scabriuscula;
Schinus fasciculatus; Typha latifolia, y evaluaron la actividad antibacteriana de los
extractos vegetales metandlico, hidroalcohdlico y acuoso, por el método de
difusion en medio sélido, empleando cepas bacterianas estandarizadas para
verificar la sensibilidad a dichos extractos. Los resultados que obtuvieron,
muestran la actividad antibacteriana in vitro de los extractos obtenidos de la
mayoria de las especies analizadas en especial sobre, Sthaphylococcus aureus

meticilino resistente (12).

En diciembre de ese mismo afio, en México, publican que Lemna gibba, es una
planta recomendada para estudios de contaminacion se describen los patrones
electroforéticos monodimensionales y bidimensionales de las proteinas solubles
totales de L. gibba en ausencia y presencia de boro en forma de HsBOs, en
concentraciones de 0 a 500 ppm. Los resultados indican las diferencias en la
expresion proteinica de L. gibba dependiendo de la concentracion de exposicion
al boro. (19). En ese mismo afio, Palma Silva y colaboradores, en Brasil,
estudiaron la posibilidad del uso de Eichhornia crassipes, en la retirada de
nutrientes en lagos eutrofizados, los resultados que obtuvieron confirman la

capacidad de esta especie en acumular nutrientes rapidamente, actuando como
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un gran potencial en fitorremediacion de lagos eutrofizados en regiones

subtropicales (20).

En el 2014, la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca realiz6 una
investigacion el cual evalu6, mediante difusibn en disco, la actividad
antimicrobiana del extracto de hojas de anamu frente a ocho cepas bacterianas,
reportando sensibilidad; Staphylococcus aureus, Providencia rettgeri y

Pseudomonas aeruginosa frente a Petiveria alliacea (21).

En 2016, Ecuador, analizaron el efecto antimicrobiano de doce plantas
medicinales, Lippia citriodora K, Ambrosia artemisifolia L, Taraxacum officinale
Weber, Ageratum conyzoides L, Piper carpunya, Borago officinalis L, Coriandrum
sativum L, Melissa officinalis L, Cymbopogon citratus S, Artemisia absinthium L,
Momordica charantia L y Moringa oleifera Lam, utilizaron las hojas y por medio
de la técnica de difusion en agar, se evaluo la actividad frente a Staphyloccocus
aureus, Escherichia coli, P. aeruginosa y Candida albicans. Los resultados
evidenciaron que casi todos los extractos, a excepcion de los de L. citriodora y A.
conyzoides, exhibieron una accioén bactericida. T. officinale, no present6 actividad

frente a la levadura (22).

En la literatura se encuentran disponibles diversos articulos referentes a la
actividad antibacteriana de extractos obtenidos a partir de plantas medicinales, en
el 2017, la revista nova publica una investigacion sobre la actividad antimicrobiana
de Bauhinia sp., Sambucus nigra, Eichhornia crassipes y Taraxacum officinale
frente a Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae, Providencia rettgeri, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y candida albicans, en los
ensayos de susceptibilidad antimicrobiana se encontraron que los extractos
presentaban diversos grados de inhibicion frente a los microrganismos de estudio,
siendo el mas eficaz los extractos de los tallos de T. officinale (23). Gracias a la

realizacion de estudios por parte de la universidad Colegio Mayor de
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Cundinamarca y teniendo en cuenta las referencias estudiadas, fue posible el

planteamiento de esta investigacion y la seleccidn de las plantas evaluadas.
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3. MARCO TEORICO.

3.1 ENFERMEDADES INFECCIOSAS EN ANIMALES DE PRODUCCION

Las enfermedades infecciosas son causadas por agentes patdégenos (bacterias, virus,
protozoos, hongos) o sus productos téxicos. Estas enfermedades pueden transmitirse
desde de una persona infectada, un animal o un reservorio hasta un hospedador
susceptible, directa o indirectamente a través de un agente intermedio (animal, vector
o0 medio ambiente inanimado) (24). Se conoce como animales de produccion, a
cualquier especie animal que se utilice para la obtencion de productos destinados a
la alimentacion, vestido, fuerza y diversion. Los animales que se incluirdn en este
trabajo son los dedicados a la produccion avicola (aves), porcina (cerdos) y bovina
(vacas) (25).

Las enfermedades en animales de produccion generan grandes pérdidas anualmente
a las industrias especializadas en estas areas. Para el productor, es importante
conocer las principales enfermedades en estos animales, sus sintomas, signos y
etiologia siendo importantes para el diagndstico y correcto tratamiento. El ganadero
gue cuida sus animales y los productos que obtiene de ellos, toma como primera
opcion, hacer tratamientos agresivos con farmacos para evitar la pérdida econémica,
sin considerar que estos farmacos van en la carne y los productos derivados que
tienen como destino final la alimentacion humana. Son muy pocos los ganaderos que
buscan alternativas a los farmacos tradicionales, pues preocupa mas la pérdida en

dinero que las consecuencias de sus tratamientos para la poblacion que lo consume.

Algunas de las enfermedades que sufren los animales de produccién, se describen a

continuacion:
3.1.1Mastitis bovina.

Es la inflamacion de la glandula mamaria, en la mayoria de los casos como
consecuencia de infecciones causadas por distintos microorganismos, especialmente
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bacterias; Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativos,
Streptococcus agalactiae y Streptococcus uberis, también es causada por
traumatismos, lesiones e irritaciones de origen quimico. La reaccién inflamatoria es un
mecanismo de proteccidn que sirve para: eliminar a los microorganismos, neutralizar
sus toxinas y ayudar a reparar al tejido productor de leche para que la glandula
mamaria vuelva a funcionar normalmente. La via de entrada principal de los agentes
patdgenos es a través del orificio del pezdn y so6lo en algunos casos llega a la ubre es
via hematogena. Después de la invasién bacteriana se produce: congestion capilar,
edematizacion del tejido secretor y obstruccion de los conductos intralobulares.
También existe alteracion de la permeabilidad capilar que produce cambios en la

composicion de la leche (26).
3.1.2 Colibacilosis.

Es una de las enfermedades entéricas con mayor grado de afectacién en la produccion
porcina y ocasiona grandes pérdidas econdmicas. Se presenta con sintomas de
diarrea tipo secretorio, la cual se observa en los neonatos, lechones jovenes y
destetados. Entre los factores que influyen en los brotes de la enfermedad se
encuentran: la deficiencia de higiene en los ambientes de cria, suministro deficiente
de calostro, tratamiento inapropiado, la resistencia bacteriana, el hacinamiento de las
jaulas volviendo a los brotes un foco de infeccion amplio entre las jaulas de maternidad

donde se encuentra la poblacién vulnerable a esta enfermedad (27).
3.1.3 Infecciones en aves.

Estos animales se ven afectados por diversas infecciones en especial causadas por
E. coli. Se han reportado, Onfalitis (infeccion del ombligo), Salpingitis (inflamacion del
oviducto), Peritonitis, Enterocolitis entre otras causando gran mortandad en estos
animales, y salmonella, también es considerado uno de los principales factores que

causa salmonelosis en humanos que es transmitida por estos animales (28).

28



3.1.4 Agentes etiologicos
Escherichia coli
Taxonomia

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobateriales

Familia: Enterobacteriaceae

Género: Escherichia
Especie: E. coli
(Escherich, 1885)

Bacilo Gram negativo, aerobio facultativo, no esporulado, mévil, perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae. Las cepas de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)
serotipos F4 (K88); F5 (K99); F6 (987P) y F41 son los agentes etioldgicos conocidos
de la colibacilosis, también hay otro serotipos que causan gran mortalidad y otras

afectaciones en aves (27).
Salmonella
Taxonomia

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobateriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: samonella
(Lignieres 1900)
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Bacilos gram negativo que pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Hasta la fecha
se han identificado mas de 2500 serotipos diferentes en dos especies, es una bacteria
omnipresente y resistente que puede sobrevivir durante varias semanas en un
ambiente seco y varios meses en agua, también es resistentes a los antimicrobianos

gue afectan a la cadena alimentaria (29).
Staphylococcus aureus
Taxonomia

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: staphylococcus
Especie: S. aureus
(Rosenbach 1884)

Bacteria anaerobia, cocos gram positivo, capaz de producir coagulasa y catalasa. Esta
ampliamente distribuida por todo el mundo y puede producir una amplia gama de
enfermedades que van desde infecciones cutaneas y de las mucosas a otras
como foliculitis, forunculosis o conjuntivitis. En algunos casos pueden llegar a producir
enfermedades de riesgo vital como celulitis, abscesos profundos, osteomielitis,

meningitis, sepsis, endocarditis 0 neumonia, en algunos casos mastitis (30).
Staphylococcus epidermidis
Taxonomia

Dominio: Bacteria

Filo: Firmicutes
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Clase: cocci
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: staphylococcus
Especie: S. epidermidis
(Winslow y Winslow 1908, Evans 1916)

Coco gram positivo, no movil, catalasa positivo, coagulasa negativo y anaerobio
facultativo que puede crecer mediante la respiracion aerébica o por fermentacion.
Causa dermatitis en aves y genera biopeliculas que disminuyen la actividad del
metabolismo, en combinacion con el deterioro de la difusion de los antibiéticos, hace

gue sea dificil para los antibioticos combatir con eficacia este tipo de infeccién (31).
3.2 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA Y RESISTENCIA MICROBIANA

Los antibidticos son compuestos 0 sustancias ya sea de origen biolégico o sintético
con la capacidad de matar a un microorganismo inhibiendo su crecimiento (32). La
resistencia a los antimicrobianos (RAM) se produce cuando los microorganismos
(bacterias, hongos, virus y pardsitos) sufren cambios al verse expuestos a los
antimicrobianos  (antibiéticos,  antifungicos, antiviricos, antipalidicos o
antihelminticos). Como resultado, los medicamentos se vuelven ineficaces y las
infecciones persisten en el organismo, incrementando el riesgo de propagacion.
Segun la OMS, estan apareciendo nuevos mecanismos de resistencia a nivel mundial
y ponen en peligro nuestra capacidad para tratar enfermedades infecciosas comunes,
con el consiguiente aumento de la discapacidad, muertes, y prolongacién de la
enfermedad (33). Por tal motivo cada antimicrobiano tiene un punto de accion
especifico, algunos actian sobre bacterias Gram positivas, otros en Gram negativas
y hoy en dia, gracias a la tecnologia existen agentes que actian en ambos tipos de
bacteria siendo conocidos como agentes de amplio espectro, en el presente estudio

se tomaron sensidiscos impregnados de antibioticos, suministrados por la universidad
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para identificar que antibiotico seria Gtil para implementarlo como control positivo (ver
Tabla 1)

Tabla 1. Control de antibidticos sintéticos.

ANTIBIOTICO EMPLEADOS EN ENTEROBACTERIAS 55 D'ame”ols (mm) CLSI RS
Ampicilina (AMP) 10 ug/disco 17 14-16 13

Amikacina (AK) 30ug/disco 17 15-16 14

Cefotaxima (CTX) 30ug/disco 26 23-25 22

Gentamicina (CN) 30ug/disco 15 13-14 12

Sensibles Ceftriaxona (CRO) 30ug/disco 18 15-17 14
Tetraciclina (TE) 30ug/disco 15 - 11

imipinem (IMP) 10 ug/disco 23 20-22 19

Cephazolin (KZ) 30ug/disco 23 - 19

Sulfatrimetropinn (SXT) 25ug/disco 16 11-15 10

S(2) [ R(s)

ANTIBIOTICOS EMPLEADOS PARA Staphylococcus

Teicoplanin (TEC) 30ug/disco 14 11-13 10

) Gentamicina (CN) 30ug/disco 15 13-14 12
Sensibles Clindamicina (DA) 2 ug/disco 21 15-20 14
Rifampicina (RRR) 8 ug/disco 20 17-19 16

Linezolid (LZD) 30ug/disco 21 - 20

3.3PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos, se realiza
principalmente por técnicas de dilucion o de difusion. Las técnicas de dilucién
proporcionan resultados cuantitativos (concentracion minima inhibitoria, CMI) y las de

difusién, cualitativos (sensible, intermedio, resistente) (34).

3.3.1Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Determina la minima concentracion antimicrobiana, que inhibe el crecimiento
macroscopicamente de un microorganismo posteriormente de un periodo de
incubacion. Se ha establecido como “Gold Standard” frente a otros métodos que

también evalla la susceptibilidad antimicrobiana (35).
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3.3.2 Microdilucién en caldo

Método practico, cuyos resultados pueden ser comparables con el método de dilucion
en agar el cual es considerado de referencia. Se emplea una microplaca de multiples
pocillos (o placa microtiter) que contienen concentraciones crecientes de varios
antimicrobianos, es inoculada con una suspension en un caldo de la bacteria a
estudiar. Tras 24 horas de incubacion a 37°C, se determina la CMI como la menor
concentracion de antimicrobiano que inhibe un crecimiento y es comparada con
controles y rangos de referencia logrando asi determinar la sensibilidad o resistencia
a estos (35, 36).

3.3.3 Métodos de difusion

Clinical Laboratory Standard institute (CLSI antes NCCLS) recomienda este método
para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antibidticos y otras
sustancias con actividad antimicrobiana. Esta técnica estd basada en el método
originalmente descrito por Bauer et al., (método de Kirby-Bauer). El método se basa
en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una cepa
bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en la superficie de una placa de agar
con un medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria a
ensayar, y sobre el cual se ha depositado discos de papel impregnados con
concentraciones conocidas del antimicrobiano o se ha sembrado en pozo con una

cantidad conocida de la sustancia (35,37).

3.4 ESPECIES VEGETALES

3.4.1 Eichhornia crassipes

Perteneciente a la familia Pontederiaceae y es conocida de forma comdn como:
jacinto de agua, violeta de agua, y Buchén de agua entre otros. Considerada como
maleza y conocida por su efecto antagonista con los microorganismos y su

competicidn con plantas nativas. Se desarrolla mejor en suelos con pH acido, neutro
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o alcalino, su parte subterranea crece con vigor en soportes con textura arenosa,
franca o arcillosa, éstos se pueden mantener generalmente himedos o empapados
(38).

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de Eichhornia crassipes: A Planta entera, B Raiz, C

hoja, D tallo. Fuente: Autores 2017.

Taxonomia

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Commelinales
Familia: Pontederiaceae
Género: Eichhornia

Especie: Eichhornia crassipes (solms 1883)

Descripcién botanica

Tabla 2. Descripcion técnica de Eichhornia crassipes.

Tamafio Muy variable en tamafio, normalmente alrededor de 30 cm. Puede formar mayas de

plantas grandes y flotantes

Tallo R_educido,_ es_tqlonifero, aunque un tallo horizontal (rizoma) alargado conecta a
diferentes individuos.
Formando una roseta basal, los peciolos largos y cilindricos en las plantas fijas al
sustrato de 3 a 60 cm de largo, y cortos, globosos en la plantas flotantes, las laminas

Hojas de las hojas casi circulares o mas anchas que largas de 2.5a 16 cmde largoy 3 a 12
cm de ancho, 4pice truncado, redondeado, ligeramente obtuso, base truncada algo
cordada.

Raiz Fibrosa, comunmente coloreada

Tomado de: Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (39).
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Distribucion geografica

Es originaria de Amazonas, ampliamente distribuida en zonas subtropicales y

tropicales. También se ha encontrado en América del norte, Asia y Africa (40).
Impacto ecoldgico

Esta planta genera graves problemas en cuerpos de agua por su rapido crecimiento;
cubre totalmente la superficie de los cuerpos de agua y no permite el ingreso de la
radiacion solar y el intercambio gaseoso de la masa de agua con la atmédsfera,
procesos fisico-quimicos y biéticos que permiten los equilibrios en biodiversidad en
la columna de agua. Se ha estudiado principalmente su crecimiento y capacidad de
asimilacion de nutrientes, es ampliamente empleado en tratamientos de aguas
residuales o efluentes industriales, fertilizante, forraje y ornamental, sirve como

alimento de carpas (41).

3.4.2 Lemna gibba

También llamada Lenteja de agua por su parecido al grano de Lenteja que se
consume en todo el mundo, es una planta macrofita, de libre flotacion en lagunas y
rios, es de crecimiento rapido a comparacién de otras plantas, forma una gran
alfombra verde. La abundancia de esta planta es causante de que las especies
fotosintetizadoras (algas, fitoplancton) no se desarrollen adecuadamente, puesto que
actlia como un paraguas al impedir que los rayos solares no lleguen a las zonas mas
profundas (42,43).

Figura 2. Planta Lemna gibba. Fuente: Autores 2017.
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Taxonomia

Reino: Plantae
Divisidn: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Alismatales
Familia: Araceae
Subfamilia: Lemnoiceae
Tribu: Lemneae
Género: Lemna

Especie: Lemna gibba
Descripcion botanica

Tabla 3. Descripcion técnica de Lemna gibba.

Tamafio La caracteristica mas sobresaliente de esta planta es su pequefio tamafio lo cual dificulta
la diferenciacién morfologica varia entre 1 y 15mm.
Raiz Hasta 15 cm de larga; vaina de la raiz sin alas; caliptra de la raiz redondeada o
puntiaguda.
Flor Rodeada por una hojuela utricular, con una apertura estrecha en el extremo distal.

Tomado de: flora de Colombia. Universidad nacional (44).

Distribucion geografica

Tiene distribucién cosmopolita, habita en regiones templadas y calidas, asi como en
regiones tropicales y subtropicales, crecen flotando en aguas dulces, de lento
movimiento alrededor del mundo, excepto en las regiones mas frias. En Colombia se
encuentra restringida a los Andes del centro de Colombia (altiplano cundiboyacense),
entre 2250 y 2650 m de altitud (44). Se ha encontrado como nativa de paises

latinoamericanos (45).

36




Impacto ecoldgico

Las plantas pertenecientes al género Lemna, presenta un gran interés desde el punto
de vista evolutivo, ecoldgico y ambiental por sus interacciones con otras especies ya
gue su rapido crecimiento le permite competir exitosamente. Estudiada en el
tratamiento de aguas residuales, en la absorciobn de contaminantes, como
complemento alimenticio para animales domeésticos y para utilizarla en bioensayos

con el fin de determinar el efecto negativo de sustancias toxicas en el agua (46).
3.5 Sustancias Fitoquimicas

Las plantas presentan una gran variedad de metabolitos entre ellos, terpenoides, son
inhibidores de crecimiento mas abundantes que han sido identificados en las plantas
superiores; son conocidos por su potencial alelopatico contra malezas y plantas de
cultivo. entre este grupo se encuentran los monoterpenos, ya que son los principales
componentes de los aceites esenciales de los vegetales, por otro lado se encuentran
los flavonoides, siendo encargados de la degradacion , los taninos, pueden ser
hidrolizables o condensados, tienen efectos inhibitorios debido a su capacidad para
unirse a proteinas; Los taninos condensados, se originan de la polimerizacion
oxidativa de las catequinas, inhiben las bacterias nitrificantes en suelos forestales y
reducen el ritmo de descomposicion de la materia organica, el cual es importante para
los ciclos de circulacion de minerales en el suelo. Lipidos y acidos grasos, tanto de
plantas terrestres como acuaticas que son inhibitorios de crecimiento vegetal. Se
pueden citar, entre otros, los acidos linoleicos, miristico, palmiticos, laurico e

hidroxiestearico, y su rol en alelopatia no esta completamente investigado (47).
3.6 Extractos Vegetales

Se reconoce que las plantas producen mas de 100.000 productos naturales de bajo
peso molecular, también conocidos como metabolitos secundarios, que se

diferencian de los primarios, en que no son esenciales para la vida del organismo, y
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los cuales han sido estudiados en busca de funciones particulares que puedan ser

aplicadas en la industria farmacologica.

A la fecha han sido reportados muchos casos en los que se les atribuye a
determinados compuestos de origen vegetal una accion antimicrobiana; los aceites
esenciales, mezclas de compuestos naturales volatiles, que ademas de antifungicos
y antibacterianos, también se han reportado como antiinflamatorios,
antiespasmaodicos y relajantes en humanos y animales. Asi mismo, compuestos
particulares son reconocidos por sus actividades bioldgicas, entre ellos las catequinas
presentes en el té verde (Camellia sinensis), que ejercen actividad frente a Vibrio
cholereae, Streptococcus mutans entre otros microorganismos, el mentol que se
obtiene de la menta (Menta piperita), la capsaicina del chile (Capsicumm annuum),
ambos compuestos fendlicos simples, y los taninos presente en el eucalipto
(Eucalyptus globulus) quienes también puede inhibir bacterias y hongos. Para la
obtencion de dichos extractos y a la vez que se encuentren puros se requiere realizar
extraccion, percolacion, filtracion, dialisis, precipitacion, cromatografia, destilacion,

secado, molienda (48).
3.7 Métodos De Extraccion de Metabolitos

Los extractos consisten en la fraccion no volatil de los principios activos, es decir,
aquellos que por no ser volatilizables o ser inestables con la temperatura, no se
pueden obtener mediante destilacion, sino que se obtienen mediante diversas
técnicas, entre los procesos de extraccion de los diferentes fitoquimicos, se destacan
las nuevas tecnologias de extraccion entre las que se encuentra la extraccion en
fluidos supercriticos. Pero todavia a menudo se utilizan otros procesos extractivos
mas convencionales, como el arrastre de vapor, extraccion por solucion y la

extraccién por centrifugacion

Extraccion por soluciéon, Precisa una mayor inversion que la extraccion por arrastre

de vapor, generando un gran rendimiento, ademas de obtenerse la gran mayoria de
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los compuestos presentes en la matriz herbacea: volatiles, grasas, ceras, pigmentos,

etc.

La extraccion sélido — liquido, se emplea una muestra sélida, se pulverizay se extraen
los analitos mediante un disolvente en el que sean muy solubles se emplean
disolventes con amplio rango de polaridad con el fin de atrapar gran cantidad de
compuestos organicos, Se suele hacer con agitacion, temperatura o ultrasonidos para

una mayor eficacia.

Extraccion liquido — liquido, Consiste en extraer los analitos de una muestra liquida
mediante un disolvente inmiscible en ella, como puede ser una fase acuosa con un
disolvente organico no miscible. EI pH es fundamental para conseguir buen

rendimiento.

Extraccién por centrifugacion, Los extractos y aceites obtenidos por este proceso
tienen caracteristicas aromaticas superiores a las conseguidas por extraccién por
arrastre de vapor. Al no ser un proceso térmico, sus propiedades son mas estables,
por los antioxidantes naturales presentes. Aun asi, la friccion interna de la materia
prima provoca un aumento de temperatura no controlable que puede implicar una

degradacion térmica y un oscurecimiento del extracto.

Extracciéon en fase sélida Se emplean columnas o cartuchos capaces de retener el

analito, que se extrae posteriormente con un pequefio volumen de disolvente (49).

Para la eleccion del disolvente se debe tener en cuenta la selectividad, estabilidad,
inercia quimica, temperatura de ebullicibn no demasiado elevada para permitir su
eliminacién total, ni demasiado baja para evitar las pérdidas; seguridad de
manipulacion (si es posible no téxico ni inflamable). Los disolventes mas utilizados
son los hidrocarburos alifaticos: éter de petréleo, hexano, y también propano o butano
liquido (a presion). Aungue el benceno es un buen disolvente, su toxicidad limita cada
vez mas su utilizacion. Igualmente, se ha recurrido a disolventes halogenados y al
etanol. También se utilizan otros solventes como soluciones 4cidas o alcalinas para
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la extraccion selectiva de algunos compuestos, sin embargo se debe tener precaucion
con el pH de las mezclas para prevenir hidrdlisis o reordenamiento de compuestos
sensibles (50).

3.7.1 Método Soxhlet.

En este procedimiento, la muestra solida finamente pulverizada se coloca en un
cartucho de material poroso que se sitla en la camara del extractor soxhlet (ver figura
7). Se calienta el disolvente extractante, situado en el matraz, se condensan sus
vapores gue caen, gota a gota, sobre el cartucho que contiene la muestra, extrayendo
los analitos solubles. Cuando el nivel del disolvente condensado en la camara alcanza
la parte superior del sifén lateral, el disolvente, con los analitos disueltos, asciende por
el sifon y retorna al matraz de ebullicion. Este proceso se repite hasta que se completa

la extraccion de los analitos de la muestra y se concentran en el disolvente (51).

Flujo de agua
Deedal con muestra

Sohsente

[S Manta de calentamient:

Figura 3. Dispositivo de extraccion soxhlet. Fuente (51)

3.7.2 Rotavapor.

Se realiza con un equipo llamado rotaevaporador, disefiado para concentrar el
extracto y evaporar solventes organicos. Incluyen un sistema de rotaciéon de la
muestra, control de revoluciones y un bafo termorregulador para mantener la muestra
a una temperatura controlada; esta compuesto por un brazo mecanico utilizado para
subir o bajar el matraz donde va la muestra, el cual llega hasta un recipiente donde se
encuentra un agua destilada y desionizada ( ver Figura 4). Tiene un condensador en
espiral y un controlador de temperatura (52).
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Figura 4. Rotaevaporador de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Fuente:
Autores 2017.
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4. DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de investigacion

El presente estudio es cuantitativo descriptivo.

Universo

Plantas macrofitas y bacterias obtenidas por donacion y recoleccion.

Poblacion

Extractos vegetales, bacterias aisladas o donadas de animales enfermos.

Muestra

e Plantas macrofitas de la especies E. crassipes y L. gibba.

e Bacterias patdgenas aisladas o donadas de animales produccién (Ver tabla 5)

4.2 Hipotesis

“Los extractos de E. crassipes y L. gibba presentan actividad antibacteriana frente a

un panel de bacterias patégenas en animales de produccién.”
4.3 Variables e Indicadores

En el presente estudio, para el cumplimiento de los objetivos se tuvo en cuenta

diferentes parametros (Ver Tabla 4).
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Tabla 4. Objetivos, variables, indicadores y resultados esperados

OBJETIVOS

Variable
independiente

Variable
dependiente

Indicador

Resultado
esperado

Establecer el protocolo
para la obtencién de
extractos organicos en
las plantas macrofitas

Especimenes de
plantas E.
crassipesy L.
gibba en
condiciones
aceptables segun
criterios de
escogencia.

Obtencion del
protocolo para la
obtencién de
extractos organicos
en las plantas

Obtencion del
protocolo para la
obtencién de
extractos
orgénicos en las

Protocolo para la
obtencioén de
extractos organicos

(Eichhornia crassipes Tipo de extraccion macrofitas plantas macrofitas en las ngntas
rassipes y P (Eichhornia (Eichhornia macréfitas
Lemna gibba). y uso de solventes . . (Eichhornia
de amplia crassipes y Lemna crassipes y Lemna -
' gibba). gibba). crassipes y Lemna
polaridad gibba).
Partes de la planta
tallo, raiz, hoja
Actividad
antibacteriana de los
Tipo y naturaleza Sensibilidad, _ extractos y
del resistencia v CMI fitoquimicos de E.
microorganismo de Iosy crassipes y L. gibba
. Actlwdgd Fitoquimicos con en Iqs patogenos de
Comparar la actividad L antibacteriana, - importancia
) . Concentracion, L actividad N
antibacteriana de los Sensibilidad o veterinaria,

extractos frente a los
patégenos aislados.

calidad vy tipo de
fitoquimicos en los
extractos,

Solventes
utilizados

resistencia de los
patégenos a los
extractos obtenidos

antibacteriana
frente a las cepas
control y
patégenas en
animales de
produccion.

econémica en la
produccién animal,
CMI de cada
extracto segun
patégeno y
eficiencia en accién
antibacteriana frente
al microorganismo.

4.4 Técnicay procedimientos

Se describen los procedimientos y técnicas que se realizaron para llevar a cabo la

determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos obtenidos a partir de las

especies vegetales Eichhornia crassipes y Lemna gibba.
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METODOLOGIA

I

1. RECOLECCION Y CLASIFICACION DEL MATERIAL VEGETAL, SELECCION, IDENTIFICACION Y
MANTENIMIENTO DE CEPAS BACTERIANAS.

CEPAS CONTROL
C1. 5 oureus 35556
C2. £ coli 35218
C3. 5. epidermidis 12228
CEPAS PATOGENAS
REC S81-H. £ Col
MC2. £ coli KBS
MES, Saimonelio spp

MB4. stophylococcus cureus
L im’""ﬁlifcféé”l
. .
Eichhornia crassipes Lemna iqmbaa
|
:

Secado, método soxhlet, rotagvaporacion.

\

3. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD I o

Difusion en i
agar (pozos) Microplaca

Figura 5. Esquema general de las técnicas y procedimientos. Se observan las técnicas que

se utilizaron de acuerdo a los objetivos propuestos.

4.4.1 Recoleccién y clasificacion del material vegetal

Las especies de plantas macrofitas (Eichhornia crassipes) y (Lemna gibba) se

recolectaron en la vereda Chicaque, de la laguna seca, ubicada a hora y media de la

ciudad de Bogota. La recoleccioén se realizé por las integrantes del grupo CEPARIUM.

En la toma del material vegetal, se tuvo en cuenta los siguientes parametros; la planta

no debe presentar manchas, quemaduras, invasion por hongos, bacterias o parasitos
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en las hojas, tallos y raiz. Posteriormente se tomaron los datos geograficos del sitio,
las muestras fueron transportadas y conservadas en bolsas de basura limpias
evitando la exposicion a la luz, deshidratacion y contaminacion, conservando el nivel
de humedad adecuado hasta su procesamiento, las bolsas se marcaron con su
respectivo contenido e informacién. (Ver Anexo 1. Permiso de recoleccion del material

vegetal para investigacion).

Una muestra de cada espécimen se identific6 por medio de sus caracteristicas
morfoldgicas, segun la descripcion botanica. Las muestras se conservaron en

refrigeracion hasta la preparacion de extractos.

Figura 6.Laguna Chicaque. A. laguna Chicaque. B. Buchén de agua (Eichhornia Crassipes),
C. Lenteja de agua (Lemna gibba). Fuente: Autores 2017.

4.4.2 Obtencion de extractos vegetales
Secado y fragmentacién

Para el lavado y secado del material vegetal, se tomaron las muestras completas de
cada espécimeny se lavaron a chorro. Posteriormente se separan las partes vegetales
del Buchén de agua en raiz, tallo y hoja y de la Lenteja de agua se deja intacta debido

a su tamarfio.
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Se realizaron diferentes procesos de secado:

1. Secado en horno a una temperatura entre 45 — 50 °C (Muestral)
2. Secado através de una prensa biolégica (Muestra 2).

3. Secado en invernadero (Muestra 3).

Antes de pasar al proceso de secado, se pesO cada una de las muestra para
compararlas después de 72 horas, se fragmento en tres partes hoja, tallo y raiz de
Eichhornia crassipes (“Buchon de agua”), Lemna gibba (“Lenteja de agua”) se deja

completa debido a su tamaiio.

La Muestra 2, secada en prensa, se dividié en dos partes, una para ser secada en
horno (muestra 2 a) y la otra a temperatura ambiente (Muestra 2 b), se realiz6 la
medicion de los pesos finales junto con la muestra Mx3 a los siete dias de iniciado el
secado. El tiempo que duré en la prensa fue de 72 a 94 horas y en el horno por de 72
a 94 horas también a una temperatura de 48°C y 50°C. Una vez secas, se vuelve a
fragmentar cada parte de la planta, obteniendo asi trozos mas pequefios del material

vegetal.
Preparacién y alistamiento de los extractos

Los extractos se prepararon con un peso aproximado 236 g de hojas secas, 200 g de
tallos, 4399 de raiz, referente al Buchén de agua y 78 g de Lenteja de agua. Como
solvente de extraccion, se utiliz6 una mezcla de CH40: CH2CI2 1:1 con el objeto de
obtener extractos que contengan metabolitos de diferente polaridad. La extraccion se
realiz6 por Método Soxhlet, teniendo tres ciclos de extraccion (ebullicion del solvente
y contacto con el material vegetal). Posteriormente se realiza la rota evaporacion con
el fin de obtener extractos libres de solventes, por medio de los equipos EYELA y
Heidolph a 71 mbar, 134 rpm y 35.2°C en los laboratorios de la Universidad de la

Sabanay la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.
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Figura 7. Extraccién. A. Primera extraccion, B Montaje de equipo y extraccién por método
Soxhlet, C. Rotaevaporador Heidolph, concentracion del extracto en vial ambar. Fuente:
Autoras 2017.

4.4.3. Elaboracién de protocolo para la obtencidén de extractos organicos en las

plantas macrofitas (Eichhornia crassipes y Lemna gibba).

Tomando como referencia los procesos realizados de Recoleccion y clasificacion del
material vegetal, Secado y fragmentacién, Preparacién y alistamiento de los extractos
junto con la bibliografia estudiada para el procesamiento de las plantas Eichhornia
crassipes y Lemna gibba, se realiza el protocolo escrito de todas las fases y

recomendaciones para la obtencion de los extractos organicos.
4.4.4 Conservacion de cepas

Las cepas fueron donadas y escogidas teniendo en cuenta que son de origen animal
y patégenos en animales de produccion. También se incluyeron cepas control ATCC.
(Ver Tabla 5)
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Tabla 5. 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 Stap;‘&"rzzzccus 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

Las hojas de vida de las cepas (ver anexos 4 al 10).

Se realizaron 10 viales por cepa en medio Brain Heart Infusion (BHI), adicionando
glicerol al 10%, y congelando los viales a -80°C. Se realizaron pases periddicos de las
bacterias en estudio, a medios de cultivo MacConkey para Enterobacterias y Agar

Sangre para Staphylococcus conservando la pureza de las cepas.
4.4.5 Actividad Antibacteriana

Los extractos fueron evaluados mediante bioensayos antimicrobianos para determinar

su potencial antibidtico.

Las pruebas In Vitro de actividad antibacteriana se realizaron por los métodos de

difusion en agar y microdilucion en placa para Concentracién Minima Inhibitoria CMI.
Sensibilidad con antibiéticos comerciales

Los antibiogramas se realizaron, utilizando el método de Kirby Bauer (53), segun guias
del Clinical & Laboratory Standard Institute CLSI (54). Se seleccionaron antibiéticos
entre los que se reporta sensibilidad para cada microorganismo, para comprobar las

caracteristicas de las cepas y su sensibilidad (55).

A partir de hisopos estériles impregnados de suspensiones bacterianas equivalentes

a 0.5 de McFarland (1 x 108 UFC/ml) de cada cepa, se inocula por siembra masiva
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en agar Mueller Hinton. Se aplicaron los discos de antibidticos correspondientes
para cada cepa (5 discos por caja) equidistantemente. Los medios se incubaron
a 37°C durante 24 horas (56).

Tabla 6. Controles de crecimiento y solventes.

Controles de crecimiento Controles de solvente

Inoculacién de suspension bacterianas 0.5 de Macfarlan, siembra masiva en agar Mueller
Hinton. Incubacion a 37°C durante 24 horas.

El crecimiento de la cepa en el agar se El solvente Dimetilsulfoxido (DMS) utilizado
interpreta como positivo. para la reconstitucion de los extractos se

comparé con agua destilada como control
Si no se observa crecimiento de colonias se negativo, evaluando el grado de afectacion en
interpreta como negativo el crecimiento microbiano (57)

Difusion en agar (perforacién en agar)

Se realizaron diluciones de los extractos a evaluar en dimetilsulfoxido teniendo como
concentraciones 1000 pg/ml, 500 ug/ml, 250 pg/mly 100 ug/ml. En placas de petri con
agar Mueller Hinton se realizaron perforaciones (pozos) con sacabocados estéril de
6mm de diametro. Cinco pozos para los estratos y dos para los controles. Cada pozo
fue sellado con 0,1 mL del mismo agar. A partir de colonias con 24 horas de
crecimiento y garantizando su pureza, se realizaron en tubos estandarizados con
solucion diluyente las suspensiones bacterianas equivalentes a 0.5 de McFarland (1
x 108 UFC/mI). Con hisopos estériles y sumergiéndolos se toma de las suspensiones
el inéculo correspondiente a cada cepa.se realiza siembra masiva en la superficie del
agar. En los pozos ya libres se procede a verter 100 uL de cada una de las
concentraciones de los extractos en estudio. Como control positivo se utiliz6 una
ampolla de Gentamicina Genfar ® 160 mg en 2,0 ml. Se realizaron diluciones seriadas
en dimetilsulfoxido hasta llegar a una concentracion de 10 ug en 1,0 ml. Como control
negativo se utilizé dimetilsulféxido. Se realiz6 incubacion de las placas durante 24
horas a 37°C. La lectura de las placas se realizé midiendo los halos de inhibicién (mm)

y comparandolos con el control positivo (58).
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Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Es método de referencia para el estudio de actividad antimicrobiana asi como CMI
segun protocolos de CLSI (57).

En microplacas de ELISA estériles de 96 pocillos. Se agreg6 caldo Mueller Hinton,
concentracion de los extractos e inéculo de cada microorganismo. En la primera
columna de pocillos, se agrego 200 ul de los extractos a una concentracion de 2000
ppm de cada extracto lo que equivale a 2000 ug/ml, en la segunda columna hasta la
fila 12 se agregd 100 ul de caldo Mueller Hinton, y segun protocolo se realizaron
diluciones 1:2 hasta la columna 10 de cada extracto (57). El in6culo se tomé del
colonias con 24 horas de crecimiento y garantizando su pureza, en tubos
estandarizados con solucién diluyente obteniéndose una suspension bacteriana de
0.5 de McFarland (1 x 108 UFC/mI). Se agregé 10 ul a cada columna desde la 1 hasta
11 fila E. Las columna 11 hasta la fila E se tomaron como control positivo agregando
caldo Mueller Hinton e inoculo y observandose el crecimiento microbiolégico y
tomandose como (Control positivo). La columna 12 se tomé como control negativo al
cual se le agrego solo caldo sin ningun in6culo el cual al no haber crecimiento se toma
como (Control Negativo). Se realiz6 incubacion de las microplacas durante 24 horas a
37 °C. La lectura de las microplacas se realizé por minima concentracion en la cual se

observa crecimiento y comparando con los controles positivo y negativo.
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5. RESULTADOS

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos.

5.1 Protocolo paralaobtencion de extractos organicos en las plantas macrofitas

(Eichhornia crassipes y Lemna gibba).

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

El espécimen recolectado no debe presentar manchas, quemaduras, invasion
por hongos, bacterias o parasitos en las hojas, tallos y raiz.

En bolsas negras de basura limpias se depositan los especimenes, evitando la
exposicion a la luz, deshidratacién y contaminacion, conservando el nivel de
humedad adecuado hasta su procesamiento. Debida mente marcada con el
nombre del material colectado, datos geograficos del sitio de origen, fecha,
hora.

Si el procesamiento no se realiza de inmediato se deben guardar el material
colectado en un sitio refrigerado y con poca exposicion a la luz, para evitar la
contaminacion y posible pudricion de los especimenes. Se recomienda el
procesamiento antes de 48 horas, evitando la perdida metabolitos.

Lavado a chorro de agua del material vegetal, procurando la limpieza
exhaustiva y eliminacién de contaminantes que puedan interferir en el producto
final.

Separaciéon de las partes vegetales de interés (hojas, tallo, raiz, etc) en
Eichhornia crassipes, se realiza mecanicamente arrancando cada parte de la
planta, no es necesario la utilizacion de objetos corto punzantes para este
proceso. Este proceso no se debe realizar en Lemna gibba por su tamafo.

Si adn se observan impurezas acompafiando el material vegetal en especial de
Lemna gibba se debe realizar un segundo lavado a chorro de agua, procurando
la mayor eliminacion de los contaminantes.

Si el material vegetal colectado 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 el material vegetal colectado es mayor a 10 kg se debe realizar un
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8)

9)

secado en invernadero de 72 a 168 horas, si se necesita de mas rapidez a las
72 horas puede realizar un secado en horno segun protocolo.

Para el secado en horno, se debe empacar cada parte vegetal en papel kraft
debidamente marcado con el nombre del espécimen, parte vegetal y fecha en
gue se empaca. Sellado con cinta de enmascarar e introducir en horno de
secado de 72 a 96 horas si el material proviene de un secado en prensa
biolégica de 48°C a 50°C. Si primero se realizé un secado en invernadero el
secado en horno se realiza de 48 a 72 horas, 48°C y 50°C. Se debe revisar el
material vegetal durante este proceso, y eliminar aquel que pueda estar en un
proceso de contaminacién o finalizar el proceso si se considera que la biomasa
seca esta lista.

La biomasa seca por método mecénico se fragmenta y se guarda separada en
papel kraft o en su defecto papel peridédico para evitar la contaminacion.

Evitando temperaturas mayores a 18°C con alto porcentaje de humedad.

10)En quipo soxhlet se introduce el material vegetal junto con la mezcla de

disolventes metanol mas diclorometano solvente polar y apolar en proporcion
1:1. Y se procede a realizar tres ciclos de extraccion (ebulliciébn y contacto con

la biomasa seca en el equipo).

11)Posteriormente se realiza el proceso de rotaevaporacion, por medio de los

equipos de rotavaporacion programados a 71 mbar, 134 rpm y 35.2°C.

12) 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.
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5.2 Actividad antibacteriana
5.2.1 Determinacién de controles de calidad
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. Coli 24-28 horas +
MC2: E. coli K88 24-28 horas +
ME3: Salmonella spp 24-28 horas +
MB4: Staphylococcus aureus 24-28 horas +

(+) Crecimiento positivo, (-) Crecimiento negativo

Se observan en las Figura 8 y 9 como en la Tabla 7 que hubo presencia de crecimiento
de 24 a 28 horas de las cepas controles como de cepas a estudiar.

Figura 8. Controles de crecimiento de las cepas controles. C1 S. aureus (S.A) 35556, C2 E.
coli (E.C) 35218, C3 S. epidermidis (S.E) 12228. Fuente: Autoras 2017.
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Figura 9. Controles de crecimientos de las cepas patdégenas. Rec 581-H E. coli, (E.C) MC2
E. coli (E.C) k88, ME3 Salmonella (S) spp, MB4 S. aureus. (S.A) Fuente: Autores 2017.

Control de sensibilidad con antibidéticos sintéticos

A continuacién se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de sensibilidad con

antibidticos comerciales frente a las cepas estudio.

Tabla 8. Control de sensibilidad con antibiéticos sintéticos. Halos de inhibicion en mm
de los antibidticos sintéticos frente a cepas E. coli control (C.2:E. coli 35218) y
patdgenas (MC2: E. coli K88 y REC: 581-H E. coli).

C2. E. coli 35218 28 0 mm 28mm 20mm 28mm 24mm
MC2. E. coli K88 32 omm 32mm 10mm 30 mm 23mm
REC 581-H E. coli 13 omm 34 mm 18 mm 30mm 24mm
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Tabla 9. Control de sensibilidad con antibiéticos sintéticos. Halos de inhibicién en mm

de los antibiodticos sintéticos frente a Salmonella spp (ME3).

ME3. 30mm 23mm
Salmonella spp 17 mm 26mm 18mm 0mm

Tabla 10. Control de sensibilidad con antibiéticos sintéticos. Halos de inhibicién en
mm de los antibidticos sintéticos frente a cepas Staphylococcus control (C1: S. aureus
35556 y C3: S. epidermidis 12228) y patdgena (MB4: S. aureus).

C1. S. aureus 35556 15 mm 14 mm 24 mm 34 mm 32 mm
C3. S. epidermidis 33 mm
12228 15mm 30mm 21 mm 40 mm

MB4 28 mm
Staphylococcus 22 mm 24 mm 24 mm 26 mm

aureus

Figura 10. Control de sensibilidad con antibioticos sintéticos. A) C1. S. aureus 35556, B) C2.
E.coli 35218 C) C3. S. epidermidis 12228, D) REC 581-H. E.coli, E) MC2. E.coli K88 F) ME3.

Salmonella spp, G) MB4 S. aureus. Fuente: Autores 2017.
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Control positivo y negativo en cepas control y patégenas

Tabla 11. Comportamiento del control positivo y negativo por difusion en agar

(perforacion en agar).

Control positivo halo de inhibicion (mm) (Gentamicina)

C3 S.

C1lS.aureus | C2 E.coli . - . MC2 E. coli ME3 Salmonella MB4 S.
35556 35218 epidermidis | REC 581- H E. coli K88 Spp aureus
12228
8 mm 10mm 12mm 14mm 6mm 10mm 12mm

En latabla 11 como en las figuras 11y 12, se observa el diametro de los halos del control

positivo (Gentamicina) y se empleo como control negativo dimetilsulfoxido (DMS) en

cada una de las cepas utilizadas,el halo de inhibicion del control negativo en todas las

cepas es de O mm.

Figura 11. Cepas control. Control negativo con DMS (-), y control positivo con antibiotico

comercial Gentamicina 10 yg (+). A) C1: S. aureus 35556, control negativo (DMS), control

positivo (Gentamicina). B) C2: E. coli 35218, control negativo (DMS), control positivo
(Gentamicina). C) C3: S. epidermidis 12228, control negativo (DMS), control positivo

(Gentamicina).
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Figura 12. Cepas patdégenas. Control negativo con DMS (-), y control positivo con antibiético
comercial Gentamicina 10 ug (+). A) REC 581-H: E. coli, control negativo (DMS), control
positivo (Gentamicina). B) MC2: E. coli K88, control negativo (DMS), control positivo
(Gentamicina). C) MES3: Salmonella spp, control negativo (DMS), control positivo

(Gentamicina). D) MB4: S. aureus. Control negativo (DMS), control positivo (Gentamicina).
5.2.2 Método de difusion en agar.

Cepas control

C1. S. aureus 35556

Los extractos obtenidos de Eichhornia crassipes (“Buchdén de agua”), presentaron
actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus ATCC 35556 mediante difusién
en agar, en concentraciones de 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 ug/ml y el extracto de la
raiz llego hasta 100 ug/ml. El extracto de Lemna gibba (“Lenteja de agua”), presento
actividad hasta la concentracion de 500 ug/ml (ver Tabla 12, Figura 13 y 20).
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Figura 13. Actividad antibacteriana de Eichhornia crassipes y Lemna gibba. Frente a
C1:S.aureus ATCC 35556. Se evidencian halos de inhibicién A. Hoja. B. Tallo. C. Raiz. D.

Lenteja de agua. Fuente: Autoras 2017.

C2. E. coli 35218

Los extractos de Eichhornia crassipes (“Buchén de agua”), presentaron actividad
antibacteriana, en concentraciones de 1000 ug/ml, 500 pug/ml, 250 pg/ml, 100 pg/ml,
el extracto de la hoja no presento actividad. El extracto de Lemna gibba (“Lenteja de
agua”), presento actividad hasta la concentracién de 250 ug/ml (ver Tabla 13, Figura
14y 22)
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Figura 14. Actividad antibacteriana de Eichhornia crassipes y Lemna gibba. Frente a C2.E.coli
ATCC 35218. Se evidencian halos de inhibicién A. Hoja. B. Tallo. C. Raiz. D. Lenteja de agua.
Fuente: Autoras 2017.

C3. S. epidermidis 12228

Los extractos de Eichhornia crassipes (“Buchdn de agua”), y el extracto de Lemna
gibba (“Lenteja de agua”), presentaron actividad antibacteriana sobre Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 mediante difusién en agar, en concentraciones de 1000
Mg/ml, 500 pg/m, (ver Tabla 12, Figura 15y 20).

Figura 15. Actividad antibacteriana de Eichhornia crassipes y Lemna gibba. Frente a C3.
S.epidermidis ATCC 12228. Se evidencian halos de inhibicion A. Hoja. B. Tallo se omite el
pozo de la concentracion de 250 pg/ml, por presencia de contaminacién por estructura
levaduriforme, hay presencia de estructura fungica por contaminacion. C. Raiz. D. Lenteja de

agua. Fuente: Autoras 2017.
Cepas patégenas
REC 581-H E. coli.

Los extractos obtenidos de Eichhornia crassipes (“Buchdn de agua”) y Lemna gibba
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(“Lenteja de agua”), presentaron actividad antibacteriana sobre Escherichia coli REC
581-H mediante difusién en agar, en concentraciones de 1000 pg/ml, 500 ug/ml, 250
pug/ml, 100 pg/ml, (ver Tabla 13, Figura 16y 21).

Figura 16. Actividad antibacteriana de Eichhornia crassipes y Lemna gibba. Frente a REC
581-H: E. coli. Se evidencian halos de inhibicion A. Hoja. B. Tallo. C. Raiz. D. Lenteja de agua.
Fuente: Autoras 2017.

MC2 Escherichia coli K88.

Los extractos obtenidos de Eichhornia crassipes (“Buchén de agua”), tallo y raiz
presentaron actividad antibacteriana sobre Escherichia coli K88 mediante difusién en
agar, en concentraciones de 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 100 pg/ml. El extracto
de la hoja presento actividad hasta la concentracion 500 ug/ml. El extracto de Lemna
gibba (“Lenteja de agua”), presento actividad hasta la concentracién 250 pug/ml. (ver
Tabla 13, Figura 17 y 21).
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Figura 17. Actividad antibacteriana de Eichhornia crassipes y Lemna gibba. Frente a MC2: E.
coli K88. Se evidencian halos de inhibicion A. Hoja. B. Tallo. C. Raiz. D. Lenteja de agua.
Fuente: Autoras 2017.

ME3 Salmonella sp.

Los extractos de Eichhornia crassipes (“Buchdén de agua”), presentaron actividad
antibacteriana sobre Salmonella sp mediante difusion en agar, en concentraciones de
1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 ug/ml, 100 ug/ml. El extracto de Lemna gibba (“Lenteja de
agua”), presento actividad hasta la concentracion 250 ug/ml. (ver Tabla 13, Figura 18
y 21).
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Figura 18. Actividad antibacteriana de Eichhornia crassipes y Lemna gibba. Frente a ME3
Sallmonella sp. Se evidencian halos de inhibicion A. Hoja. B. Tallo. C. Raiz. D. Lenteja de

agua. Fuente: Autoras 2017.
MB4 Staphylococcus aureus

Los extractos de Eichhornia crassipes (“Buchon de agua”), presentaron actividad
antibacteriana sobre MB4 Staphylococcus aureus mediante difusion en agar, en
concentraciones de 1000 ug/ml, 500 pg/ml, 250 pug/ml, 100 ug/ml. El extracto de
Lemna gibba (“Lenteja de agua”), presento actividad hasta la concentracion 250
pug/ml. (ver Tabla 12, Figura 19 y 20).

Figura 19. Actividad antibacteriana de Eichhornia crassipes y Lemna gibba. Frente a MB4:
Staphylococcus aureus. Se evidencian halos de inhibicién A. Tallo, B. Raiz, C. Lenteja de agua.
Los extractos de hoja de Eichhornia crassipes presentaron contaminacion por estructuras

levaduriforme. Fuente: Autoras 2017.
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Tabla 12. Actividad antibacteriana sobre Cepas del genero Staphylococcus

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm) Staphylococcus

Extracto Cepa 1000 pg/mi 500 pg/ml 200 pg/ml 100 pg/mi
Hoja  de | C1S. aureus 35556 8 mm 6 mm No inhibicion No inhibicion
Eichhornia | C3 S. epidermidis 12228 8 mm 6 mm No inhibicion No inhibicién
crassipes MB4 Staphylococcus aureus 6 mm 2 mm No inhibicion No inhibicion
Tallo de | C1S. aureus 35556 8 mm 6 mm No inhibicion No inhibicién
Eichhornia | C3 S. epidermidis 12228 8 mm 6 mm No inhibicién No inhibicién
crassipes MB4 Staphylococcus aureus 8 mm 6 mm No inhibicion No inhibicién
Raiz de | C1 S. aureus 35556 14 mm 8 mm 8 mm No inhibicion
Eichhornia | C3 S. epidermidis 12228 10 mm 6 mm No inhibicién No inhibicién
crassipes MB4 Staphylococcus aureus 10 mm 6 mm No inhibicion No inhibicion

C1 S. aureus 35556 8 mm 6 mm No inhibicion No inhibicién
;ﬁ:ﬂga C3 S. epidermidis 12228 8 mm 6mm | Noinhibicion | No inhibicion

MB4 Staphylococcus aureus 6 mm 2mm No inhibicién No inhibicion
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C1: S. aureus 35556. C3: S. epidermidis 12228. MBA4: Staphylococcus aureus.
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Figura 20. Relacion del tamafio del halo en mm frente a las diferentes concentraciones de los
extractos, en cepas del genero Staphylococcus. A. Actividad antibacteriana de Extracto de hoja
de Eichhornia crassipes frente a cepas del genero Staphylococcus. B. Actividad antibacteriana
de Extracto de tallo de Eichhornia crassipes frente a cepas del genero Staphylococcus.C.
Actividad antibacteriana de Extracto de raiz de Eichhornia crassipes frente a cepas del genero
Staphylococcus. D. Actividad antibacteriana de Extracto de hoja de Lemna gibba frente a cepas

del genero Staphylococcus.

Tabla 13. Actividad antibacteriana sobre Cepas de Enterobacterias.

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm) Enterobacterias
Extracto Cepa 1000 pg/ml | 500 pg/mi 200 pg/mi 100 pg/mi
C2 E. coli 35218 ::ﬁibicién No inhibicién | No inhibicién | No inhibicion
Hoja de Eichhornia | REC 581-H E. coli 6 mm 4 mm 4 mm 4 mm
crassipes MC2 E. coli K88 4 mm 4mm | Noinhibicién | No inhibicién
ME3 Salmonella spp 4 mm 4 mm 4 mm No inhibicién
C2 E. coli 35218 6 mm 6 mm 6 mm 4 mm
Tallo de Eichhornia | REC 581-H E. coli 6 mm 4 mm 4 mm 4 mm
crassipes MC2 E. coli K88 6 mm 4 mm 4 mm 4 mm
ME3 Salmonella spp 6 mm 4 mm 4 mm 4 mm
C2 E. coli 35218 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm
Raiz de Eichhornia | REC 581-H E. coli 8 mm 6 mm 6 mm 4 mm
crassipes MC2 E. coli K88 6 mm 6 mm 4 mm 4 mm
ME3 Salmonella spp 6 mm 4 mm 4 mm 4 mm
C2 E. coli 35218 4 mm 4 mm 4 mm No inhibicion
) REC 581-H E. coli 4 mm 4 mm 4 mm 4 mm
Lemna gibba -
MC2 E. coli K88 4 mm 2 mm 2 mm 2 mm
ME3 Salmonella spp 6 mm 4 mm 4 mm No inhibicién
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C2: E. coli 35218. REC 581-H: E. coli. MC2: E. coli K88. ME3: Salmonella spp

Figura 21. Relacion del tamafio del halo frente a las diferentes concentraciones de los
extractos en cepas de Enterobacterias. A. Extracto de hoja Eichhornia crassipes B. Extracto
de tallo de Eichhornia crassipes. C. Extracto de raiz de Eichhornia crassipes D. Extracto de

hoja de Lemna gibba.
5.2.3 Método de dilucidon en microplaca

A continuacion las figura 23 a la 29 muestran la CMI de los extractos de Eichhornia

crassipes y Lemna gibba.
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Figura 22. Microdilucién en placa de extractos vs muestra S. aureus 35556 (C1), ensayo por

duplicado. Fuente: Autoras 2017.

La actividad antibacteriana del extracto de hoja por duplicado (H1, H2) frente a la
muestra se observa en la dilucion 1:64, en la cual la concentracion del extracto es de
31.25 pg/ml siendo la concentracion minima inhibitoria (CMI). La actividad
antibacteriana del extracto de tallo (T1) y (T2) se encuentra entre las diluciones 1:64
en una concentracién de 31.25 ug/ml y la dilucién 1:32 en una concentracién de 62.5
pMg/ml. Los extractos de raiz (R1; R2) presentaron actividad antibacteriana en la
dilucion 1:32 a una concentracion de 62.5ug/ml siendo esta la CMI. Los extractos de
Lenteja (L1, L2) presentan actividad antibacteriana frente a la muestra entre las
diluciones 1:128 y 1:64 respectivamente, en la cual la concentracion del extracto es
de entre 62,5ug/ml y 15.62ug/ml siendo la CMI.
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Figura 23. Microdilucion en placa de extractos vs muestra S. epidermidis 12228 (C2), ensayo

por duplicado. Fuente: Autoras 2017.

La actividad antibacteriana del extracto de hoja por duplicado (H1, H2) frente a la
muestra se observa en la dilucion 1:4, en la cual la concentracion del extracto es de
500 pg/ml siendo esta la concentracion minima inhibitoria (CMI). Los extractos de tallo
(T1, T2); Raiz (R1,R2) Y Lenteja de agua presentaron actividad antibacteriana en la

dilucién 1:8 a la concentracion de 250 ug/ml siendo esta la CMI.
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Figura 24. Microdilucion en placa de extractos vs muestra E. coli 35218 (C3), ensayo por

duplicado. Fuente: Autoras 2017.

La actividad antibacteriana del extracto de hoja por duplicado (H1, H2) frente a la
muestra se observa en la dilucion 1:16, en la cual la concentracion del extracto es de
125 pg/ml siendo esta la concentracion minima inhibitoria (CMI). La actividad
antibacteriana del extracto de tallo (T1) y (T2) se observa entre las diluciones 1:16 a
concentracion de 125 ug/ml y el la dilucion 1:32 a una concentracion de 62.5 ug/mil.
(R1; R2; L1; L2) Los extractos de raiz y Lenteja de agua respectivamente por
duplicado, frente a la muestra se observa en la dilucion 1:8 en la cual la concentracién

del extracto es de 250 ug/ml siendo esta la CMI.
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Figura 25. Microdilucién en placa de extractos vs muestra E. coli (REC 581-H), ensayo

por duplicado. Fuente: Autoras 2017.

La actividad antibacteriana de todos los extractos en la muestra, se observa hasta

la dilucién 1:8 en la cual la concentracion por extracto es de 250 pg/ml la cual se

establece como la concentracién minima inhibitoria.
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Figura 26. Microdilucion en placa de extractos vs muestra E. coli (MC2), ensayo por duplicado.

Fuente: Autoras 2017.
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La actividad antibacteriana de todos los extractos en la muestra se observa hasta la

dilucion 1:8 en la cual la concentracion por extracto es de 250 ug/ml la cual se
establece como la concentracion minima inhibitoria.

ME3
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Figura 27. Microdilucion en placa de extractos vs muestra Salmonella spp (ME3), ensayo por
duplicado. Fuente: Autoras 2017.

La actividad antibacteriana de todos los extractos en la muestra se observa hasta la

dilucién 1:8 en la cual la concentracién por extracto es de 250 ug/ml, estableciéndose
como la concentracion minima inhibitoria.
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Figura 28. Microdilucién en placa de extractos vs muestra S. aureus (MB4), ensayo por

duplicado. Fuente: Autoras 2017.

La actividad antibacteriana del extracto de hoja por duplicado (H1, H2) frente a la
muestra se observa en la dilucion 1:8, en la cual la concentracion del extracto es de
250 pg/ml siendo esta la concentracidn minima inhibitoria (CMI). La actividad
antibacteriana del extracto de tallo (T1, T2) y extracto de raiz (R1, R2) frente a la
muestra se observa en la dilucién 1: 16 concentracién de 125 pg/ml siendo esta su
CMI. Los extractos de Lenteja (L1, L2) presentan actividad antibacteriana frente a la
muestra en la dilucion 1:64 en la cual la concentracion del extracto es de 31.25 pg/ml

siendo esta la CMI.

71



Tabla 14. Concentracidon minima inhibitoria en ug/ml por duplicado, de los extractos

frente a las diferentes cepas bacterianas.

Extracto de partes vegetales del Buchén de agua CMI(pg/ml) Lenteja de agua | Control de
CMI(pg/ml) crecimiento

Bacteria Hoja Tallo Raiz Lenteja POS NEG

Ensayo Ensay | Ensayo 1l | Ensayo | Ensayol | Ensayo 2 | Ensayol | Ensayo 2

1 (H1) 02(H2) | (T1) 2(T2) (R1) (R2) (L1) (L2)
C1 S. aureus 31,25 31,25 31,25 62,5 62,5 62,5 15,62 15,62 + -
35556
C2 E. coli 35218 500 500 250 250 250 250 250 250 + -
C3 S. epidermidis | 125 125 125 250 250 250 250 250 + -
12228
REC 581-H E. coli | 250 250 250 250 250 250 250 250 + -
MC2 E. coli K88 250 250 250 250 250 250 250 250 + -
ME3 Salmonella 250 250 250 250 250 250 250 250 + -
Spp
MB4 S. aureus 250 250 125 125 125 125 31,25 31,25 + -

Crecimiento negativo (-); Crecimiento positivo (+).

CMI Enterobacterias CMI Enterobacterias
Extracto De Hoja Extracto De Raiz

REC 581-H MC2 ME3

REC 581-H MC2 ME3

Concentracion ug/ml)

= CMI (ug/ml) H1 m CMI (ug/ml) H2 = CMI(ug/mI)T1T = CMI (ug/ml) T2

CMI Enterobacterias EI CMI Enterobacterias
Extracto De Lenteja Extracto De Tallo

REC 581-H MC2 ME3

REC 581-H MC2 ME3

Concentracion {ug/ml)

= CMI (ug/mI}) R1 =™ CMI (ug/ml) R2 = CMI(ug/ml) L1 = CMI (ug/ml) L2

C2: E. coli 35218. REC 581-H: E. coli. MC2: E. coli K88. ME3: Salmonella spp

Figura 29. Concentraciones minimas inhibitorias del extracto de partes vegetales
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pertenecientes a Eichhornia crassipes y Lemna gibba frente a las muestras de
Enterobacterias. Fuente: Autoras 2017.

CMI Staphilococos CMI Staphilococos
Extracto De Hoja Extracto De Tallo

Cc3

ci1 MB4

w
(=]
=]

3]
=]
(=]

=]

— 'I L
ci C3

MB4

Concentracion [ug/ml)
[
=)
Concentracion [ug/ml)

= CMI (ug/ml)H1 = CMI {ug/ml) H2 = CMI(ug/ml) T ™ CMI (ug/ml) T2

CMI Staphilococos CMI Staphilococos
Extracto De Raiz Extracto De Lenteja

1 c3 1 c3

C MB4

MBA c

Concentracion {ug/ml)
Concentracion {ug/ml)

= CMI {ug/ml) R1 ™ CMI {ug/ml) R2 = CMI (ug/ml) L1 = CMI{ug/ml) T2

. C1: S. aureus 35556. C3: S. epidermidis 12228. MB4: S. aureus

Figura 30. Concentraciones minimas inhibitorias del extracto de partes vegetales
pertenecientes a Eichhornia crassipes y Lemna gibba frente a las muestras del genero
Staphylococcus.

73



6. DISCUSION

La resistencia bacteriana se ha convertido en una amenaza para la salud humana,
veterinaria y vegetal, afectando los alimentos y el ambiente. En 1998, es reconocida
por la Organizacion Mundial de la Salud, como una problematica de salud publica,
dando asi parametros para prevenir la diseminacion de microorganismos resistentes
a los antibioticos (59,60). La Universidad Nacional de Colombia, determind que el uso
de antimicrobianos en animales de produccion es uno de los factores determinantes
que contribuyen a la aparicion de resistencia bacteriana en humanos, indicando que
se pueden presentar residuos de dichos tratamientos en los alimentos que se derivan
de estos animales y no existe un reglamento, oficial sobre limites maximos en residuos

de medicamentos veterinarios que puedan estar presentes en estos productos (61).

La resistencia de interés veterinario, esta asociada a las perdidas ganaderas y a los
productos derivados de estos animales, es una de las areas mas importantes,
paralelamente junto con la resistencia clinica y agricola. Asi la OMS, en la Asamblea
Mundial de la Salud, en mayo del 2015, solicita la colaboracién de la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE), para combatir la resistencia a los antibioticos. La
FAO, en junio de 2015, adopta la Resolucibn 4 de 2015 sobre resistencia
antimicrobiana, la cual reconoce que es una amenaza grave para la salud publicay la

produccion sostenible de alimentos (60).

Las alternativas naturales, disminuyen los residuos toxicos de medicamentos nocivos
para la salud que provienen de los alimentos carnicos y derivados, lo que también
genera una reduccién en el consumo pasivo de antibiéticos en productos de origen
animal, lo que puede ser una de las causas en la aparicién de resistencia bacteriana
en humanos (58). Colombia, posee una gran biodiversidad de flora, esta ventaja
promueve la busqueda de nuevos compuestos naturales para el tratamiento
antibacteriano de bacterias resistentes a los antibioticos comercializados en la

actualidad.
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Los resultados obtenidos en este proyecto, demuestran que después de haberse
adaptado el protocolo, se observa que el origen de las plantas, la forma del secado,
la técnica de separacion (Soxhlet), y el disolvente seleccionado, intervienen en la
recoleccion y rendimiento de los compuestos extraidos, que presentan actividad frente
a un panel de bacterias y esto se pudo evidenciar mediante los métodos de difusion

en agar por perforacion y CMI por método de microdilucion en placa.

Por lo anterior, se acepta la hipotesis planteada: “Los extractos de E. crassipes y L.
gibba, presentan actividad antimicrobiana frente a un panel de bacterias patdgenas en

animales de produccion.”

En base a la literatura revisada, las condiciones mas adecuadas para la obtenciéon de
extractos de plantas, segun Orozco (2004), es de gran importancia la recoleccion y
seleccion de la planta a estudiar, segun ella, se considera que entre mejor estado
fisico y peso de la especie, se conservarian mejor los compuestos a extraer;
Referente a la forma de extraccion, ella expuso el material molido con el solvente por
15 minutos a 8 rpm considerando como tiempo suficiente y por medio del
rotaevaporador extrajo el compuesto analizar (62). A diferencia del protocolo que se
implementd, se determina que no es de gran importancia el tamafio de la planta, sino
la cantidad y conservacion, por lo tanto, se demuestra que con el extracto de Lemna
gibba, a pesar de no tener un gran tamafo y peso, la cantidad que se recolecto,
permiti6 obtener una mayor porcién de extracto, a comparacién del obtenido por

Eichhornia crassipes.

La manera de extraccion segun Henao y colaboradores (2009), compararon los
solventes etér con el de hexano en la extraccion de compuestos de la planta Lippia,
ambos muy apolares, se encuentra que la presencia de metabolitos es la misma, que
al implementar el método de extraccion (Soxhlet o Percolacién) no tiene influencia
sobre la composicion del extracto. Igualmente esto sucedié con los extractos

etandlicos obtenidos por dos métodos (lixiviacion y percolacion), donde no hubo
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diferencia en la composicion de metabolitos secundarios (63), y se expone que cada

vez se estd mejorando las técnicas para extraer compuestos vegetales.

Bethzabé, (2014), considera que entre mayor tiempo se deje el solvente junto con la
planta, mejor sera la captacion de los compuestos, y asi se garantiza una gran
concentracion de metabolitos (64), esto contradice lo planteado por Orozco, indicando
que el tiempo no es una variante en la captacion de compuestos fitoquimicos cuando
son expuestos al solvente. Cabe destacar, que al implementar solventes que atraen
compuestos de diferente polaridad, segun la revision bibliografica, se relaciona con la
obtencién de fitoquimicos como flavonoides, taninos, glicésidos, hidroquinonas que
son compuestos polares, los Carotenoides y esteroles pertenecen a los compuestos
apolares, siendo asi relacionados en la capacidad antibacteriana de los extractos
vegetales (63). Hay que tener en cuenta que las plantas recolectadas fueron de una
fuente natural no contaminada y la presencia de impurezas durante la extraccion,
posiblemente interfirieron de alguna manera en la efectividad de la actividad de los
extractos de Eichhornia crassipes y Lemna gibba, al ser enfrentados con cepas

bacterianas patégenas en animales.

La capacidad de metanol y diclorometano, permite la captacion de compuestos de
diversa polaridad, Pérez, Isaza y acosta (2007), acuerdan que el metanol, es un
compuesto de mayor polaridad, por lo que permite que en el proceso de extraccion
puedan atraer metabolitos secundarios bioactivos, por otro lado la capacidad del el
diclorometano para retener compuestos polares es un poco menor. Retomando el
estudio por Bethzabé, (2014), describe que el rendimiento de diclorometano o
cualquier otro, es determinado por el tiempo y temperatura en que se encuentra en

contacto con la planta de estudio (64,65).

Segun reporta el estudio de Kumar y colaboradores (2014), Eichhornia crassipes,
tiene una accion citotoxica frente a células NCI-H322 asociadas al cancer de pulmén
y las T47D al cancer de mama, por la presencia de flavonoides ya que actdan
inhibiendo la expresiéon de p53 que puede llegar a la detencion de las células
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cancerosas en la fase G2-M del ciclo celular llegando a niveles casi indetectables en
lineas celulares del cancer (66), Asi como tiene efecto citotoxico por sus componentes,
se debe de tener en cuenta que las plantas en especial las macrdfitas se caracterizan
por absorber metales pesados llegando a ser toxicos, pero se debe tener en cuenta la
falta de estudios relacionados a la toxicidad de los extractos, sin embargo se han
encontrado grandes beneficios como es el caso del Buchon de agua que se

caracteriza por inhibir el efecto hepatotoxicos de ciertos medicamentos.

El trabajo realizado por Prieto (2016), resalta que Eichhornia crassipes y Lemna minor
son capaces de bioacomular Hg en poco tiempo y el cloruro en concentraciones a
15000 ppm siendo sustancias toxicas (67). Cabe destacar que las plantas fueron
obtenidas de fuentes contaminadas, a diferencia de las que se obtuvieron en el
presente estudio, la cuales se recolectaron de un lugar con minimo contacto humano
y contaminacion, pero falta indagar mas a fondo los efectos que podrian causar en el
ser humano al igual que la concentracién de metales pesados que podrian estar

acumulados en la biomasa.

A su vez otro estudio méas profundo realizado también por Kumar y Pandey (2013),
describen que los flavonoides tiene una actividad antimicrobiana frente a las
Enterobacterias, debido a que pueden intercalar o formar un enlace de hidrégeno con
el apilamiento de las bases de &cido nucleico y conducir a la inhibicién de la sintesis
de ADN, ARN Yy reducir la fluidez de la membrana de las células bacterianas (68).
Referente a lo que plantean los investigadores, se compar6é con los resultados
obtenidos siendo notorio la actividad que se presento en los patdégenos a estudio, hubo
un gran desempefio frente a las Enterobacterias pero solo en concentraciones
mayores a los 250 upg/ml, lo contrario sucede en las bacterias de género

Staphylococcus las que se presenta sensibilidad en pequefias concentraciones .

Referente a Lemna gibba, se ha descrito que tiene capacidad antioxidante, antirradical
y antimicrobiana, también posee compuestos fendlicos y flavonoides, los cuales se

identificaron como los responsables de la actividad antimicrobiana contra
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Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus warneri,
Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Neisseria lactamica, Neisseria sicca,
Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis y Streptococcus pneumoniae

entre otros (14).

La mayoria de los extractos mostré actividad antimicrobiana a diferentes
concentraciones frente al panel de bacterias, a excepcién del extracto de hoja frente
a la cepa C2 ( E. coli ATCC 35218), las recomendaciones para el control de calidad
en bacteriologia del instituto de salud publica de chile, determina que esto puede
deberse a una mayor resistencia de esta cepa a los componentes antimicrobianos del
extracto, la cual posee [(-lactamasa positiva codificada por plasmidos, TEM1 (no
BLEE), esto explica de igual manera la resistencia de la cepa ATCC frente a ampicilina
durante el ensayo de sensibilidad con antibiéticos comerciales (69). Ademas de esto,
se ha demostrado en otros estudios que el método de difusiébn en agar puede no
presentar halo de inhibicion, mientras que en la prueba de CMI se puede ver mejor la
actividad antibacteriana frente al compuesto en estudio como sucedid en la

investigacion de Rojas y colaboradores (70).

El grupo de cepas de Enterobacterias patdgenas, mostro de igual manera resistencia
a la ampicilina, lo que puede indicar una sobre expresion de la B-lactamasa Ampc,
presentes de forma natural en este género de bacterias. La sobreexpresiéon de (-
lactamasa esta descrita y relacionada a la resistencia a la ampicilina, antibiético del
grupo A, los cuales son usados de forma rutinaria en el tratamiento a Enterobacterias
como se menciona en Famiglietti (2014). De igual manera tienen la capacidad de
adquirir la B-lactamasa de plasmidos (71,72). En cuanto a la resistencia presentada
por MC2 (E. coli K88) Y REC 581-H (E. coli) frente a los sensidiscos de gentamicina
y amikacina respectivamente, se presenta como una discordancia debido a que ambos
son del grupo de los aminoglucésidos, y su resistencia se ve relacionada con -
lactamasas de espectro extendido (BLEE), la cual confiere resistencia a ambos
antibiéticos (72).Se considera que esta discordancia se debe a que las muestras son
aislados microbiolégicos y el nimero de pases durante este proceso pudo cambiar en
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cierta medida las caracteristicas de las cepas, durante el ensayo de sensibilidad con
antibidticos comerciales se realizaron dos pases de las cepas, lo cual pudo
relacionarse con este hecho, se establece por tal motivo que el resultado de estas
resistencias no es significativo. Se controla esta variable tomando un Unico pase de

los viales conservados anteriormente del panel de cepas para el resto de los ensayos.

Al separar las partes de Eichhornia crassipes, se obtuvo que la raiz presenta mejor
actividad frente a bacterias que pertenecen al género Staphylococcus, con un halo
de 10 a 14 mm, en el caso de las Enterobacterias, se observa que presenta un
comportamiento similar en los diferentes extractos con halos desde 6 a 4mm. En el
estudio de Cristian y colaboradores (2017), obtuvieron que el extracto obtenido de la
hoja de la misma planta, presento halo con un diametro de 6 a 12,5 mm en bacteria
del género Staphylococcus, en las Enterobacterias, el halo fue de 7 a 12,5 mm de
didmetro en concentraciones desde 1000ug/ml a 125 pg/ml, esto se puede deber a
diferentes variables entre el presente estudio y el anterior mencionado, como las
condiciones ambientales y el grado de contaminacion presenten en el lugar de donde
fueron recolectadas las plantas, asi como el método de recoleccién , la caracterizacion
taxondmica de la misma, las propiedades de la planta y la técnica empleada en la
extraccion de los fitocompuestos, aun asi se considera que los resultados obtenidos
concuerdan en cuanto a la mayor actividad antibacteriana del extracto frente a las

bacterias del genero Staphylococcus (23).

Por otro lado, los extractos de Lemna gibba, empleando la técnica de difusion en agar,
presentaron actividad a partir de concentraciones de 1000 ug/ml hasta la
concentracion de 500 ug/ml, en cepas pertenecientes al género Staphylococcus. En
las Enterobacterias, a partir de concentraciones de 1000 ug/ml, se observaron halos
de inhibicién hasta 250 ug/ml, la investigacion realizada por Torres y colaboradores
(2016), muestra que los extractos de Lemna gibba por el método de Kirby-Bauer,
frente a la cepa de E. coli, presento un halo en promedio de 5.5 mm y la cepa de S.
aureus mostro un halo de 6.5 mm, estos valores se encuentran similares a los que se
obtuvieron en el presente estudio, esto se puede relacionar por la similaridad en la
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metodologia de ambos estudios, asi como la relacion con posibles fitoquimicos

presentes en la planta (73).

La determinacion de CMI se establece como el “Gold Standard” frente a otros métodos
utilizados en sensibilidad antimicrobiana, debido a que es un método mas sensible,
cuantitativo y que se puede utilizar para la evaluacion frente a diferentes compuestos
y microorganismos (74). De igual manera la CLSI establece que las concentraciones
de antimicrobianos deben prepararse superiores o iguales a 1000 mg/l por el método
de dilucién en caldo, esta concentracion seria equivalente a 1000 ug/ml por método
microdilucién en placa, concentracion de la cual se parte para realizar las diluciones y
posterior evaluacion (36). La técnica de microdilucién en placa permite la utilizacion
de minimas cantidades de materiales siendo equivalente a la dilucion en tubo y los

resultados obtenidos fueron similares a los de difusion en agar.

Las muestras, control Staphylococcus aureus 35556 ATCC (C1), Staphylococcus
epidermidis 12228 ATCC (C3) y muestra patdgena de Staphylococcus aureus (MB4-
1) presentan la mayor CMI frente a los diferentes extractos en comparacion con las
Enterobacterias. Aun asi la actividad antimicrobiana de los extractos frente a las
muestras de Staphylococcus presenta una gran variacion dependiendo de cada cepa
en contraste con los datos de CMI de las Enterobacterias. Las muestra C1 presenta
la mayor sensibilidad con CMI respeto a las muestras C3 Y MB4-1, C1 Tiene CMI de
31.25 pyg/ml, 62,5 pg/ml, 62,5 uyg/mly 15, 62 ug/ml en los extractos de hoja, tallo, raiz
y lenteja de agua respectivamente. Asi mismo el menor CIM frente alguno de los
extractos lo presenta C1, frente a lenteja de agua con 15, 62ug/ml. Este resultado se
puede comparar con el estudio de Torres 2016, en los cuales Staphylococcus aureus
resulta ser mas sensible que otras bacterias frente al extracto de lenteja de agua con
un el menor CMI del estudio el cual esta entre 28.2 a 7.06 ug/ml, lo cual muestra una
actividad antibacteriana mayor de este tipo de extracto frente a la cepas de
Staphilococcus (73).
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Retomando lo mencionado al inicio de la discusion, estas plantas son estudiadas por
su capacidad de acumular en su biomasa metales pesados, en este estudio se
minimiza esta variable, siendo recolectdndolas a partir de ambiente que
aparentemente no se encuentra contaminado, segun Marrero y colaboradores (2009),
la diseminacion de metales pesados en sedimentos superficiales y aguas
subterraneas aun constituye un problema mundial y su solucion es un reto para el
saneamiento ambiental. Algunos metales pesados son nutrientes para las bacterias,
pero en concentraciones micro o milimolares resultan toxicos, ya que no son
biodegradables siendo asi una amenaza para todos los organismos (75). Se debe
estudiar mas a fondo, que interferencia puede crear estos metales en la utilizacion de
estos extractos como posibles farmacos naturales en veterinaria, ya que los metales
pesados tienen la capacidad de acumularse en los tejidos, llegando a generar un
problema de salud publica en el consumo de los productos derivados es estos
animales (23). Se recomienda en futuras investigaciones identificar los compuestos
pertenecientes a los extractos para determinar cual de ellos es el que presenta mejor
actividad antibacteriana y si esos difieren segun el habitat de la planta, ademas la

concentracion de metales pesados que pueden bioacomular.
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7. 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 evidenci6 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 pug/ml en lo extractos de
Eichhornia crassipes y 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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ANEXOS

Anexo 1. Permiso de recoleccion del material vegetal para investigacion

5

libertod y Orden
Republica de Colombia
de yD

AUTORIDAD NACIONAL DE LICENCIAS
AMBIENTALES
- ANLA —
RESOLUCION N° 00321
(29 de marzo de 2017 )

“Por la cual se otorga un Permiso Marco de Recoleccién de Especimenes de
Especies Silvestres de la Diversidad Biolégica con Fines de Investigacion
Cientifica No Comercial, y se toman otras determinaciones”

EL SUBDIRECTOR (E) DE INSTRUMENTOS, PERMISOS Y TRAMITES
AMBIENTALES DE LA AUTORIDAD NACIONAL DE LICENCIAS
AMBIENTALES — ANLA

En uso de las facultades conferidas en la Ley 99 de 1993, en el Decreto Ley 3573
del 27 de septiembre de 2011, el Decreto 1076 de 2015, la Resolucién 1349 de
2015y 0648 del 14 de junio del 2016, y

CONSIDERANDO:

Que mediante oficio radicado con numero 2016037252-1-000 del 11 de julio de
2016, la UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA, identificada con
NIT 800.144.829-9 y aprobacién del Ministerio de Educacion Nacional (SNIES)
? 1121 solicité ante esta Autoridad Permiso Marco de Recoleccion de Especimenes
; de Especies Silvestres de la Diversidad Biolégica con Fines de Investigacion
|

Cientifica no Comercial, para los programas académicos, las lineas de
investigaciéon, grupos de investigacion e investigadores descritos en el formato
unico nacional de solicitud.

Que mediante oficio radicado con el numero 2016042175-2-000 del 26 de julio de
2016, esta Autoridad requiri6 a la UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE
CUNDINAMARCA, informacién complementaria, con el fin de dar inicio al tramite
administrativo ambiental de Permiso Marco de Recoleccién de Especimenes de
Especies Silvestres de la Diversidad Bioldgica con Fines de Investigacion Cientifica
no Comercial.

Que a través de los oficios radicados con los numeros 2016037252-1-001 y
2016043384-1-000 del 29 de julio de 2016, la Universidad dio respuesta al oficio
referido en el parrafo anterior.

Que una vez revisada la documentacion radicada con numero 2016053469-2-000
del 29 de agosto de 2016, esta Autoridad solicité nuevamente a la UNIVERSIDAD
COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA complementar la informacion
presentada, la cual fue allegada con numero 2016062896-1-000 del 30 de
septiembre de 2016.

—_—
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Anexo 2. Hojas de vida de la Staphylococcus aureus ATCC 35556

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS — CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL — AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS

FICHA DE IDENTIFICACION

CODIGO 073

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE CARMEN ROSA GALLEGO
ENTIDAD A LA QUE PERTENECE SECRETARIA DE SALUD BOGOTA
DIRECCION Calle 13 No 32-69

TELEFONO 3649090

E-MAIL www.saludcapital.gov.co
FORMA DE ADQUISICION DONACION POR CONVENIO

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

MICROORGANISMO

Staphylococcus aureus ATCC 35556

GENERO

Staphylococcus

ORIGEN — HABITAT

Cepas confirmadas por Secretaria de Salud Bogota-Seccidon
Microbiologia

LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL AISLAMIENTO

Bogotd

FECHA / HORA DE AISLAMIENTO

2002

PROCEDIMIENTO INICIAL

Microorganismos a —70°C con subcultivo en Agar sangre

NIVEL DE SEGURIDAD

1

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO

-70°C y -180°C en nitrégeno liquido Caldo BHI con 10% de glicerol

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION

Aislamiento primario en A. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa

Baird Parker, Salado Manita.

FECHAS TIPO DE CONFIRMACION RESPONSABLE

Junio 2002 A. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa Ligia Consuelo Sanchez Leal
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Marzo 2003

Baird Parker, Salado Manita.

Elvira de Valderrama

Noviembre 2003

. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Agosto 2004

Baird Parker, Salado Manita.

Ligia Consuelo Sanchez Leal

junio 2005

. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Abril 2006

Baird Parker, Salado Manita.

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Febrero 2007

. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Diciembre 2008

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Octubre 2009

. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Agosto 2010

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Junio 2011

. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Noviembre 2011

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Junio 2012

. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Junio 2013

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sénchez Leal

Enero 2014

. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa

Ligia Consuelo Sénchez Leal

Agosto 2014

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

FIRMA RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
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DOCENTE RESPONSABLE COLECCION




Anexo 3. Hojas de vida de la Escherichia coli ATCC 35218

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS — CCM-UCMC

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA

FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO

CODIGO 002

LABORATORIO CENTRAL — AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE CARMEN ROSA GALLEGO
ENTIDAD A LA QUE PERTENECE SECRETARIA DE SALUD BOGOTA
DIRECCION Calle 13 No 32-69

TELEFONO 3649090

E-MAIL www.saludcapital.gov.co
FORMA DE ADQUISICION DONACION POR CONVENIO

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

MICROORGANISMO

Escherichia coli ATCC 35218

GENERO

Escherichia

ORIGEN — HABITAT

Cepa adquirida por Secretaria de Salud Bogota-Seccidon Microbiologia y
donada al CCM-UCMC

LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL AISLAMIENTO Bogotd

FECHA / HORA DE AISLAMIENTO 2002

PROCEDIMIENTO INICIAL Microorganismos a —70°C con subcultivo en Agar McConkey
NIVEL DE SEGURIDAD 1

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO -70°C y -180°C en nitrégeno liquido Caldo BHI con 10% de glicerol
PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION Aislamiento primario en Mac Conkey y EMB

TSI, LIA, Citrato, fenilalanina, urea, motilidad, RMVP, fermentacién de
carbohidratos, deaminacién de aminoacidos, reduccién de nitratos

Sistema rapido de identificacion CRYSTAL

FECHAS ‘ TIPO DE CONFIRMACION RESPONSABLE
Junio 2002 Sistema rdpido CRYSTAL Ligia Consuelo Sanchez Leal
Marzo 2003 Pruebas Bioquimicas en tubo Lucia Constanza Corrales
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Noviembre 2003

Sistema rapido CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Agosto 2004

Pruebas bioquimicas en Tubo

Ligia Consuelo Sanchez Leal

junio 2005

Pruebas bioquimicas en Tubo

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Abril 2006

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Febrero 2007

Pruebas bioquimicas en Tubo

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Diciembre 2008

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Octubre 2009

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Agosto 2010

Pruebas bioquimicas en Tubo

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Junio 2011

Pruebas bioquimicas en Tubo

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Abril 2012

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Enero 2013

Pruebas bioquimicas en Tubo

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Agosto 2013

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Enero 2014

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sénchez Leal

Agosto 2014

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sénchez Leal

FIRMA RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

94

DOCENTE RESPONSABLE COLECCION




Anexo 4. Hoja de vida de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS — CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL — AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

CODIGO 078

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE Representante IMPLEMEDICA LTDA
ENTIDAD A LA QUE PERTENECE IMPLEMEDICA LTDA

DIRECCION Cr 18 # 39 A-50

TELEFONO 2455922

E-MAIL www.implemedica.com
FORMA DE ADQUISICION COMPRA

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

MICROORGANISMO Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

GENERO Staphylococcus

ORIGEN — HABITAT Cepas confirmadas por IMPLEMEDICA LTDA

LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL AISLAMIENTO Bogotd

FECHA / HORA DE AISLAMIENTO 2005

PROCEDIMIENTO INICIAL Microorganismos a —70°C con subcultivo en Agar sangre

NIVEL DE SEGURIDAD 1

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO -70°C y -180°C en nitrégeno liquido Caldo BHI con 10% de glicerol

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION Aislamiento primario en A. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa
Baird Parker, Salado Manita.

FECHAS TIPO DE CONFIRMACION RESPONSABLE

Abril 2006 A. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa Ligia Consuelo Sanchez Leal
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Febrero 2007 Baird Parker, Salado Manita. Ligia Consuelo Sanchez Leal
Diciembre 2008 A. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa Ligia Consuelo Sanchez Leal
Octubre 2009 Sistema rapido BBL CRYSTAL Ligia Consuelo Sanchez Leal
Agosto 2010 A. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa Ligia Consuelo Sanchez Leal
Junio 2011 Sistema rapido BBL CRYSTAL Ligia Consuelo Sanchez Leal
Noviembre 2011 A. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa Ligia Consuelo Sanchez Leal
Mayo 2012 A. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa Ligia Consuelo Sanchez Leal
Junio 2013 Baird Parker, Salado Manita. Ligia Consuelo Sanchez Leal
Enero 2014 A. Sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa Ligia Consuelo Sanchez Leal
Agosto 2014 Sistema rdpido BBL CRYSTAL Ligia Consuelo Sanchez Leal

FIRMA RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD DOCENTE RESPONSABLE COLECCION
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Anexo 5. Hoja de vida de REC 581-H

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS — CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL — AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

CODIGO 119

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE INCUBACOL

ENTIDAD A LA QUE PERTENECE INCUBACOL

DIRECCION Cl 37 14-60

TELEFONO (57) 13382655

E-MAIL http://incubacol.com.co
FORMA DE ADQUISICION DONACION

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

MICROORGANISMO

Escherichia coli.

GENERO Escherichia

ORIGEN — HABITAT Cepas confirmadas por INCUBACOL
LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL AISLAMIENTO Bogotd

FECHA / HORA DE AISLAMIENTO 2017

PROCEDIMIENTO INICIAL

Microorganismos a —70°C con subcultivo en Agar sangre

NIVEL DE SEGURIDAD

1

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO

-70°C y -180°C en nitrégeno liquido Caldo BHI con 10% de glicerol

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION

Aislamiento primario en a. MacConkey

Pruebas bioquimicas

FECHAS TIPO DE CONFIRMACION RESPONSABLE




FIRMA RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD DOCENTE RESPONSABLE COLECCION
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Anexo 6. Hoja de vida de Escherichia coli K 88

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL — AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS

CODIGO 010

FICHA DE IDENTIFICACION

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE ANGELA LORA

ENTIDAD A LA QUE PERTENECE ICA

DIRECCION Carrera 41 #17-8
TELEFONO 3323700

E-MAIL WWW.ica.gov.co

FORMA DE ADQUISICION DONACION POR CONVENIO

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

MICROORGANISMO Escherichia coli k88

GENERO Escherichia

ORIGEN — HABITAT Cepas confirmadas por ICA

LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL AISLAMIENTO Bogotd

FECHA / HORA DE AISLAMIENTO 2002

PROCEDIMIENTO INICIAL Microorganismos a —70°C con subcultivo en Agar McConkey
NIVEL DE SEGURIDAD 1

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO -70°C y -180°C en nitrégeno liquido Caldo BHI con 10% de glicerol
PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION Pruebas bioguimicas en tubo y sistema rdpido BBL CRYSTAL

FECHAS ‘ TIPO DE CONFIRMACION RESPONSABLE

Junio 2000 Pruebas Bioquimicas en tubo Guillermina Ocampo
Noviembre 2001 Pruebas Bioquimicas en tubo Ruth Sanchez

Junio 2002 Sistema rapido BBL CRYSTAL Ligia Consuelo Sanchez Leal

Marzo 2003 Pruebas Bioquimicas en tubo Lucia Constanza Corrales
Noviembre 2003 Sistema rdpido BBL CRYSTAL Ligia Consuelo Sénchez Leal

Agosto 2004 Pruebas bioquimicas en Tubo Ligia Consuelo Sanchez Leal

junio 2005 Pruebas bioquimicas en Tubo Ligia Consuelo Sanchez Leal
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Abril 2006

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Febrero 2007

Pruebas bioquimicas en Tubo

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Diciembre 2008

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Octubre 2009

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Agosto 2010

Pruebas bioquimicas en Tubo

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Junio 2011

Pruebas bioquimicas en Tubo

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Junio 2012

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Junio 2013

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Enero 2014

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

Agosto 2014

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

FIRMA RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

DOCENTE RESPONSABLE COLECCION
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Anexo 7. Hoja de vida de salmonella spp

CODIGO 022

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS — CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL — AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE ANGELA LORA

ENTIDAD A LA QUE PERTENECE ICA

DIRECCION Carrera 41 #17-8
TELEFONO 3323700

E-MAIL WWW.ica.gov.co

FORMA DE ADQUISICION DONACION POR CONVENIO

MICROORGANISMO

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Salmonella spp

GENERO

Salmonella

ORIGEN — HABITAT

Cepas confirmadas por ICA. Lagos

LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL AISLAMIENTO Bogotd
FECHA / HORA DE AISLAMIENTO 2001
PROCEDIMIENTO INICIAL Microorganismos con subcultivo en Agar McConkey
NIVEL DE SEGURIDAD 1
CONSERVACION DEL MICROORGANISMO -70°C y -180°C en nitrégeno liquido Caldo BHI con 10% de glicerol
PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION Pruebas bioguimicas en tubo y sistema rdpido BBL CRYSTAL
FECHAS TIPO DE CONFIRMACION RESPONSABLE
Junio 2002 Sistema rdpido BBL CRYSTAL Ligia Consuelo Sanchez
Marzo 2003 Pruebas Bioquimicas en tubo Lucia Constanza Corrales
Noviembre 2003 Sistema rapido BBL CRYSTAL Ligia Consuelo Sanchez
Agosto 2004 Pruebas bioquimicas en Tubo Ligia Consuelo Sanchez
junio 2005 Pruebas bioquimicas en Tubo Ligia Consuelo Sanchez
Abril 2006 Sistema rdpido BBL CRYSTAL Ligia Consuelo Sanchez
Febrero 2007 Pruebas bioquimicas en Tubo Ligia Consuelo Sanchez
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Diciembre 2008

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez

Octubre 2009

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez

Agosto 2010

Pruebas bioquimicas en Tubo

Ligia Consuelo Sanchez

Junio 2011 Pruebas bioquimicas en Tubo Ligia Consuelo Sanchez
Junio 2012 Sistema rapido BBL CRYSTAL Ligia Consuelo Sanchez
Junio 2013 Sistema rapido BBL CRYSTAL Ligia Consuelo Sanchez
Enero 2014 Sistema rapido BBL CRYSTAL Ligia Consuelo Sanchez Leal

Agosto 2014

Sistema rapido BBL CRYSTAL

Ligia Consuelo Sanchez Leal

FIRMA RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
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Anexo 8. Hoja de vida de staphylococcus aureus

COLECCION DE CULTIVOS DE MICROORGANISMOS — CCM-UCMC
UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO CENTRAL — AREA CEPARIO

SISTEMA DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
FICHA DE IDENTIFICACION

CODIGO 119

DATOS DEL DEPOSITANTE

DEPOSITANTE MUESTRA DIRECTA
ENTIDAD A LA QUE PERTENECE MUESTRA DIRECTA
DIRECCION

TELEFONO

E-MAIL

FORMA DE ADQUISICION MUESTRA DIRECTA

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

MICROORGANISMO Staphylococcus aureus

GENERO Staphylococcus

ORIGEN — HABITAT Cepas confirmadas por CEPARIUM

LOCALIZACION GEOGRAFICA DEL AISLAMIENTO Cundinamarca

FECHA / HORA DE AISLAMIENTO 2017

PROCEDIMIENTO INICIAL Microorganismos a 22C en medio de transporte

NIVEL DE SEGURIDAD 1

CONSERVACION DEL MICROORGANISMO -70°C y -180°C en nitrégeno liquido Caldo BHI con 10% de glicerol

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION Aislamiento primario en A. sangre, Catalasa, Coagulasa, Dnasa
Pruebas bioquimicas

FECHAS TIPO DE CONFIRMACION RESPONSABLE
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FIRMA RESPONSABLES

DECANA FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD DOCENTE RESPONSABLE COLECCION
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Anexo 9. Prueba control del disolvente dimetilsulféxido.

Cl. Staphylococcus aureus ATCC

35556

C2 Escherichia coli ATCC 35218

C3 Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228

MC2 Escherichia coli K 88

ME3 salmonella spp
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Etanol: al 70 %

DMS: dimetilsulféxido

A.D: Agua destilada

Cada sensidisco esta impregnado con

60 ug de cada solucién

Todos los controles del solvente fueron equivalentes al control negativo con agua
destilada, no se obtuvo ningun grado de afectacion de DMS (dimetilsulfoxido) se

considera como inocuo para las bacterias a las cuales se les enfrento.
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