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RESUMEN

Se evalud la antibiosis de las secreciones laticiferas de plantas nativas amazodnicas
(Artocarpus altilis “pan de arbol”, Couma macrocarpa “leche caspi”, Croton lechleri
“sangre de grado”, Ficus insipida “o0jé” y Maquira coriacea “capinuri”, frente a cepas
intrahospitalarias de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, mediante la
técnica de los pocillos, en la cual a las secreciones laticiferas que mostraron actividad
se les determind la CIM y CBM mediante la técnica de macrodiluciéon en tubo.
Ninguna de las secreciones laticiferas mostraron actividad frente a las cepas de
Pseudomonas aeruginosa; dos de las secreciones laticiferas mostraron actividad
frente a las cepas de Staphylococcus aureus; siendo el latex de Croton lechleri el que
mostrd mayor actividad frente a estas cepas bacterianas con una CIM = 15.63 mg/ml
seguido del latex de Couma macrocarpa con una CIM = 62.5 mg/ml. Estos resultados
muestran que, de las plantas estudiadas, solo Croton lechleri y Couma macrocarpa

producen antibiosis sobre Staphylococcus aureus.

Palabras claves:

Antibiosis, secrecidn laticifera, cepas bacterianas, concentracion inhibitoria minima

(CIM), concentracion bactericida minima (CBM).

Xi



I INTRODUCCION

En la actualidad, las infecciones intrahospitalarias se han convertido en un problema
para aquellos que laboran y frecuentan un hospital puesto que, con el transcurrir del
tiempo muchos microorganismos han adquirido un alto grado de resistencia a los
medicamentos que se usaban para su control®®, tal es el caso de Staphylococcus
aureusy Pseudomonas aeruginosa, que se han adaptado y evolucionado de tal forma,
gue su resistencia a los farmacos convencionales es muy alta, para las personas que
son de bajos recursos econémicos les es imposible acceder a los farmacos que cada
vez, van incrementado su accién frente a estas bacterias y por ende también

incrementan su precio.

En el Perd, como en otros paises en vias de desarrollo, las plantas medicinales
representan aun la principal herramienta terapéutica en medicina tradicional. La
flora peruana ofrece grandes posibilidades para el descubrimiento de nuevos
compuestos con actividad antibacteriana. Se calcula que el Peru posee unas 25 000
especies de plantas conocidas, con 17 144 especies de plantas con flores

Angiospermas y Gimnospermas) de las cuales 5 354 (31,3%) son especies nativas.?
(Angiosp y p ) ) p

De este modo surge como una alternativa el uso de plantas medicinales que si bien
se usan de modo empirico; muchas de ellas tienen efecto antimicrobiano y son
capaces de controlar e inhibir la accion de dichas bacterias en nuestro organismo. La

Amazonia Peruana es un area que posee la mayor diversidad del mundo, en la que



existe una poblacion vegetal poseedora de potenciales capacidades
antimicrobianas.2* Por tal motivo en el presente trabajo nos planteamos los

siguientes objetivos:

1.1. Objetivo general:

Evaluar la antibiosis de las secreciones laticiferas de plantas nativas amazdnicas

frente a Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

1.2. Objetivos especificos:

e Determinar la existencia de capacidad antibacteriana cualitativa de la secrecidn
laticifera de cinco especies de plantas nativas amazdnicas frente a Pseudomonas

aeruginosa y Staphylococcus aureus.

e De aquellos recursos laticiferos con capacidad antibacteriana demostrada,
determinar su concentracion inhibitoria minima (CIM) y su concentracién

bactericida minima (CBM).

e Determinar la secrecién laticifera mas eficaz frente a las cepas de Pseudomonas

aeruginosa y Staphylococcus aureus en estudio.



. REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES DE LAS ESPECIES VEGETALES

2.1.1. Artocarpus altilis

a) CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Hamamelidae

Orden| : Urticales

Familia : Moraceae

Género : Artocarpus

Especie : Artocarpus altilis

N. comun : “pan del arbol”, “pandisho”, “arbol del pan”

b) DISTRIBUCION

Es originario de las islas de Java y Sumatra, islas del Pacifico sur, cultivada en las islas
del archipiélago asidtico y regiones tropicales del mundo. En el Peru se encuentra en

selva alta y baja.



Figura 1. Distribucion mundial de Artocarpus altilis

c) HABITAT

Cultivada; por lo general prospera en suelos aluviales.33

d) CARACTERISTICAS

Arboles de hasta 20 m, ramitas crasas. Hojas pinnatilobadas, 20-45 x 15-30 cm,
pubérulas en ambas caras. Espigas estaminadas densas, obovadas, 25-40 cm de largo,
flores pistiladas en cabezuelas. Sincarpos carnosos, globosos, hasta 30 cm de

didmetro, superficie muriculada, pulpa fibrosa.??

e). USOS

Se utilizan el fruto, las hojas, la raiz y el Iatex. Las semillas se usan como alimento para
humanos y para cerdos; el latex es utilizado para curar hernias. Se le ha dado usos

con fines de antiasmatico, antidiarreico, tratamiento de conjuntivitis, diabetes,



antihelmintico, otitis, eliminacién de verrugas, y tratamiento de la hipertension

arterial 10

Figura 2. Artocarpus altilis

2.1.2. Couma macrocarpa

a).  CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino : Plantae

Divisién : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Asteridae

Orden : Gentianales

Familia : Apocynaceae

Género : Couma

Especie : Couma macrocarpa

N. comun : “leche caspi”, “leche huayo”



b).  DISTRIBUCION

Couma macrocarpa es nativa de América Central y Sudamérica Esta especie se

distribuye desde el sur de Guatemala hasta la cuenca amazédnica.

-

r
e ‘e

Figura 3. Distribucién en el Perui de Couma macrocarpa

c). HABITAT

En bosque primario.33 Es una especie esciofita, caracteristica de bosques primarios,

en suelos arcillosos a limosos, fértiles, bien drenados, con pedregosidad baja.

d).  CARACTERISTICAS

Arboles de hasta 30 m, caducifolios; ramitas glabras, con medula amplia. Hojas
usualmente agrupadas en el apice de las ramitas, ampliamente lanceoladas (ovadas
en individuos juveniles), 12-28 x 6-18 cm, 4pice acuminado, base obtusa, glabras en
ambas caras, venas secundarias 16-20 pares, venacion terciaria conspicua, peciolos

1-1.5 cm de largo. Paniculas subterminales, eje central 5-5.5 cm de largo, globulos


http://es.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica_Central
http://es.wikipedia.org/wiki/Sudam%C3%A9rica

calicinos 3-4 mm de largo, corola 15-17 mm de largo, rosada o lila. Bayas globosas,
amarillentas, ca. 5x4 cm, con mesocarpo dulce, semillas 3-4. Frutos comestibles y

l4tex potable.33

e) FENOLOGIA, POLINIZACION Y DISPERSION

Registros de floracion durante la estacidn seca, entre Agosto-Octubre y fructificacion
desde fines de ésta a la estacidn de lluvias, entre Octubre-Febrero. La polinizacién en
la familia Apocynaceae es efectuada por mariposas y a veces abejas. Se reporta que
en la dispersidon de esta especie participan especies de primates, dentro de ellos

Saguinus mystax, Saguinus fuscicollis, Callicebus cupreus, etc.

f).  USOS

Es un frutal nativo poco estudiado, muy apreciado localmente en zonas de la
Amazonia baja del Peru por sus frutos muy dulces y de tamano relativamente grande.
Aparte de su posibilidad como frutal, el |atex se usa para fabricar chicle; Brasil exporta
anualmente 5,000 toneladas de este producto.’® Es empleado para combatir la
diarrea causada por amebas contra irritaciones de la piel y contra el asma. Los
indigenas de Amazonas y Vaupés usan el latex cocido para suturar el ombligo de los

nifios recién nacidos.??



Figura 4. Couma macrocarpa

2.1.3. Croton lechleri

a). CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Rosidae

Orden : Euphorbiales
Familia : Euphorbiaceae
Género : Croton

Especie : Croton lechleri

n u

N. comun : “sangre de grado”, “sangre de dragon”



b).  DISTRIBUCION

En América tropical u sub tropical. En el Peru se encuentra en los departamentos de
Loreto: Llachapa, rio Napo; Indiana, rio Amazonas, Padre cocha y Moman, rio Nanay,
San Martin; Huanuco; Cerro de Pasco: Oxapampa, Satipo, Puerto Bermudez,

Iscozacin, Villa Rica; Junin, Chanchamayo; Cuzco y Puno.

c). HABITAT

En tierra firme, sobre suelos arcillosos, principalmente en las depresiones de las
quebradas y actualmente en cultivo. Se le observa en ambitos con pluviosidad
elevada y constante, pero también en zonas con una estacion seca marcada. Es una
especie heliéfita, de crecimiento rdpido, caracteristica en bosques secundarios
pioneros y zonas con alteracién humana, en suelos de textura y niveles de acidez

variados, de baja fertilidad, bien drenados, con pedregosidad baja a media.

d). CARACTERISTICAS

Arboles de hasta 30 m con tricomas estrellados. Hojas codiformes, (10) 15-30 x (6)
13-20 cm, apice cuspidado, base cordada con glandulas, palmatinervias. Espigas
terminales o subterminales, 20 - 30 cm de largo; estigmas 2 veces divididos. Capsulas

4x5mm.33



e). FENOLOGIA

Registros de floracion durante la estacién seca (Mayo-Septiembre) y frutos a las

postrimerias de ésta, en Septiembre-Octubre.

f).  USOS

El latex se usa como cicatrizante, externo e interno. La savia, que es rojiza y
semitraslucida, es medicinal y se emplea localmente como cicatrizante de ulceras,
antiséptico vaginal, cicatrizante, contraceptivo, afecciones dérmicas, anemia, cancer,
diarrea, extraccion dental, faringo-amigdalitis, fiebre, gonorrea, hemorroides,
leucorrea, paludismo, tumor, Ulceras estomacales e intestinales. Un alcaloide,
Taspina, esta presente en ella y tiene activas propiedades cicatrizantes. Se ha
confirmado mediante estudios fitoquimicos la presencia de principios activos
antibacterianos; antraquinonas, alcaloides de tipo aporfina, piridona, indol y agentes
antitumorales. Actualmente algunas compaiiias farmacéuticas han promovido la
plantacion de esta especie en las zonas de Puerto Inca (Dpto. de Hudnuco) y en los

alrededores de lquitos para la obtencidn regular de savia con fines industriales.?
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2.1.4. Ficus insipida

a). CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino : Plantae
Divisién : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Hamamelidae
Orden : Urticales
Familia : Moraceae
Género : Ficus

Especie : Ficus insipida

N.Comdn “ojé”, “doctor ojé”



b).  DISTRIBUCION

Es una especie de amplia distribucidén en el Neotrdpico, desde América Central hasta
la regidn Andina de América del Sur, asi como en toda la cuenca alta del Amazonas.
En el Peru abarca los departamentos de Amazonas, Cusco, Loreto, Madre de Dios,

San Martin y Ucayali.

Figura 6. Distribucion de Ficus insipida

c). HABITAT

En tierra firme o planicie inundable, varzea, siempre en bosques perturbados o en
claros de bosques primarios.33 Se le observa en dmbitos con pluviosidad elevada y
constante, aunque también en zonas con una estacidn seca marcada; es una especie
heliéfita, caracteristica en bosques secundarios, en la cercania de caminos y también
en zonas riberefias, en suelos de textura variable, usualmente fértiles, a veces

temporalmente inundables y con alta pedregosidad.
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d). CARACTERISTICAS

Arboles terrestres de hasta 40 m; ramitas glabras o diminutamente pubérulas. Hojas
oblongas o elipticas, (9) 16-27 x (3) 6-11 cm, dpice acuminado a obtuso, base
subobtusa a redondeada, haz glabra, lisa o escabrida, envés glabro o hirtulo, venas
secundarias (10) 18-25 pares, estipulas glabras o pubérulas. Siconos axilares,
solitarios, pedunculo (4) 8-18 mm de largo, bracteas basales de 2,5 mm de largo,
receptaculo globoso, cuando seco 15-30 mm de didmetro diminutamente pubérulo,

ostiolo 2-3 mm de didmetro.33

e). FENOLOGIA, POLINIZACION Y DISPERSION

Produccidn de siconos a lo largo de todo el afio, pero mayormente a fines de la
estacion seca, entre Agosto-Octubre. En cuanto a la polinizacion, el género Ficus tiene
un sistema sofisticado que permite la polinizacién de las diminutas flores que se
encuentran tapizando el interior de la inflorescencia sicono o higo.!” Esta
inflorescencia nunca se abre, y tal como en la “Higuera comun” (Ficus carica) tiene

el aspecto de un fruto; posee un pequefio orificio apical u ostiolo.

Al interior del sicono existen flores masculinas y femeninas, algunas de las ultimas
rudimentarizadas; las flores masculinas estan dispuestas hacia la zona apical.
Pequenas avispas femeninas del género Blastophaga y otros géneros relacionados
ingresan al sicono por el ostiolo, acarreando polen externo. Dado que el ostiolo es

muy estrecho, estas avispas pierden sus alas al ingresar. Luego deambulan por el
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interior en busca de flores femeninas o estériles en las cuales ovipositan, haciendo

asi posible la fecundacidn de pistilos con polen externo.

Los huevos ovipositados se desarrollan dentro de las flores y se nutren de ellas. Luego
de unas semanas emerge de ellos una primera camada de avispas; los machos
fecundan a las hembras de esa camada en el interior del sicono. Ellos perforan luego
un pequefio orificio en la pared del sicono, creando la via que permitird la salida de

las hembras fecundadas y cargadas de polen hacia otros higos.

En lo que respecta a la dispersidn, las especies del género Ficus han sido reconocidas
desde hace mucho tiempo como fuentes muy importantes de alimento para los
animales frugivoros del bosque tropical. Estudios realizados para la especie
Costarricense Ficus cotinifolia muestran que un solo arbol puede producir cerca de
100,000 siconos y que ellos perduran por pocos dias en la copa el arbol por la intensa
frugivoria que generan. En el estudio mencionado, el 95% de los siconos fue removido
en solamente tres dias por gran cantidad de animales frugivoros. El contenido de
proteina de los siconos es cercano al 5% y el de carbohidratos 60%. Las especies
depredadoras de los siconos, tales como Loros, removieron cerca del 80%, y un
porcentaje menor, cercano al 15%, fue tomado por verdaderos dispersadores de las
semillas, aves de mediano tamano tales como “pirangas” Piranga ludoviciana,
“bolseros” Icterus galbula, “trégones” Trogon melanocephalus, “mosqueros”

Megarhynchus pitangua; también los “coatis”, Nasua nasua. Adicionalmente siconos
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caidos al suelo fueron consumidos por los Venados, Mazama americana y Pecaries,

Tayassu spp., quienes también los dispersan sin dafio sustancial a las semillas.

Varias especies del género Ficus adoptan comportamiento estrangulador, aunque
este no es el caso de Ficus insipida. Las semillas de las especies estranguladoras
suelen ser dispersadas por aves o animales arboricolas que las depositan en las ramas
o tronco de otros arboles. Alli crecen inicialmente como epifitas, emitiendo muchas
raices, y cuando avanza su desarrollo estrangulan al arbol hospedero con ellas y lo

matan por constriccion.

f). uUsos

° Medicinal: El [atex blanquecino que produce la corteza del ojé tiene multiples
propiedades: se le utiliza como purgante, antihelmintico, antirreumatico,
hematopoyético, depurativo de la sangre y para el dolor de muelas, picadura de
hormiga, mordedura de serpiente y contra la temible uta. Las hojas de esta especie
se utiliza como antiemético, antipirético, febrifugo y antianémico. Los frutos son

buenos estimuladores de la memoria.

° Toxico: El latex consumido en exceso puede intoxicar.?
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Figura 7. Ficus insipida

2.1.5. Magquira coriacea

a).  CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Género
Especie

N. Comun

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Hamamelidae
Urticales
Moraceae
Maquira
Maquira coriacea

omu

“capinuri”, “capinuri del bajo arbol”

16



b) DISTRIBUCION

Se encuentra distribuida en zonas neotropicales presentes principalmente en la parte
norte de América del Sur, muy comun en la cuenca amazdnica, del Orinoco y la
cuenca alta del rio Paraguay. Prefiere los bosques de llanuras aluviales inundables.

En Peru se encuentran en los departamentos de Loreto y Madre de Dios.

Figura 8. Mapa de distribucién mundial de Maquira coriacea

C).  HABITAT

En tierra firme, bosque primario, en planicie inundable, virzea o igapd.3® Se le observa
en ambitos con pluviosidad elevada y constante; es una especie con tendencia escidfita,
presente en zonas de bosque secundario tardio y bosque primario, en suelos arcillosos
a limosos con tendencia acida, en areas temporalmente inundables por aguas claras
(Varzeas”).
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d). CARACTERISTICAS

Arboles dioicos de hasta 50 m con raices tablares; ramitas pubérulas. Hojas elipticas a
lanceoladas, generalmente ensanchadas hacia el apice, asimétricas, (2.5) 6-16 x (1) 2.5-
6 cm, dpice acuminado, base aguda a obtusa, haz glabrada, envés disperso pubérulo,
venas secundarias 13-18 pares. Inflorescencias estaminadas en grupos de 1-6, globosas
a subglobosas, 4-10 mm de diametro, sésiles o con pedunculo hasta 5 mm de largo,
involucro con brécteas en 3-6 series, flores libres; inflorescencias pistiladas solitarias o
pareadas, subsésiles o con pedunculo de hasta 1,5 mm de largo, involucro con bracteas
en 3-4 series, flores solitarias. Infrutescencias con perianto frutal elipsoide a

subgloboso, 15 mm de largo, disperso amarillo- pubérulo.3?

e).  FENOLOGIA, POLINIZACION Y DISPERSION.

Registros de floracidn durante la estacidn seca, en el mes de agosto. En el ambito de
Jenaro Herrera (73°45’W, 4°55’S, 140 msnm; 2690 mm precipitacion total anual), se
reporta que los arboles femeninos de esta especie tienen fructificacion abundante y
prolongada mayormente entre Diciembre-Mayo, pero pueden presentar dos picos de

fructificacién en algunos afos.

La polinizacion es posiblemente efectuada por abejas pequenas. Aves, mamiferos y

roedores comen los frutos y posiblemente participan en la dispersion de esta especie.
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f). UsosS
Latex: Recién sacado del arbol es aplicado como antiinfamatorio en luxaciones y
hernias. La mitad de una cucharada de latex diluido con la mitad de agua tibia se toma

por las mafianas como tratamiento postparto, para la cura de las hernias y para

disminuir los descensos vaginales.!

-

Figura 9. Maquira coriacea
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2.2. ESPECIES BACTERIANAS

2.2.1. Género Staphylococcus

a). CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino : Bacteria

Filo : Firmicutes

Clase : Bacilli

Familia : Staphylococcaceae
Género : Staphylococcus
Especies : Staphylococcus aureus

b) CARACTERISTICAS GENERALES

Staphylococcus es un género de gran importancia en patologia humana,
constituyendo una de las causas mas comunes de infecciones supurativas localizadas.
Este género recibe su nombre por el aspecto de racimos de uvas que presentan estos

microorganismos cuando se desarrollan en medios sélidos.

Aunque los estafilococos tienen una marcada tendencia a formar racimos (del griego
staphyle, racimo de uvas), también se pueden observar células solas, en pares o en
cadenas cortas. Los estafilococos tienen una estructura gram positiva tipica en cuanto
a su pared celular. Al igual que todos los cocos médicamente importantes, son no
flagelados, no mdviles y no forman esporas. Los estafilococos se desarrollan mejor
en condiciones aerdbicas, pero son anaerobios facultativos. En contraste con los
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estreptococos, los estafilococos producen catalasa. Mds de una docena de especies

de estafilococos colonizan a los seres humanos.?®

La especie S. aureus una de las mas importantes bacterias patdgena para el hombre,
siendo capaz de destruir directamente los tejidos o provocar enfermedades a través
de las toxinas que produce. Poseen una enzima, la coagulasa, que los diferencia del
resto de las especies del género; esta tiene la facultad de reaccionar con el
fibrinégeno dando lugar a un codgulo de fibrina. Poseen igualmente una
desoxirribonucleasa (DNasa) que es una nucleasa extracelular que despolimeriza el
ADN. A esta enzima se la denomina termonucleasa por ser termoresistente. Otras
especies son comunes en la flora cutdnea, pero producen enfermedades de baja
intensidad, en forma tipica en asociacidén con alguna intervencién mecanica en el

hospedador, como la implantacién de un catéter permanente.

c). CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

S. aureus es un coco inmoévil grampositivo cuyo didmetro varia de 0,5 a 1,5 um, que
se divide en mdas de tres planos para formar grupos de células irregulares semejantes
a racimos de uvas. En extendidos de pus o liquidos, los cocos aparecen solos, en
pares, en cadenas cortas pero semejantes a racimos. Unas pocas cepas producen una
capsula o capa de mucosa que incrementa la virulencia del microorganismo y no

originan esporas.
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Los estafilococos son bacterias facultativos. Tiene actividad metabdlica tanto
oxidativa como fermentativa. Son relativamente resistentes al calor. Aunque su
temperatura dptima de crecimiento es de 36 + 1 2C, pueden desarrollarse también a
45 °C y hasta soportan temperaturas de 60 2C durante media hora presentan una
buena tolerancia a la desecacion y son mas resistentes que otras bacterias a ciertos

desinfectantes como cloruro de mercurio y fenol.*3

d). CULTIVOS

Los estafilococos crecen rapidamente en casi todos los medios bacteriolégicos bajo
condiciones aerobias o microaerofilicas. Se desarrollan con mas rapidez a una
temperatura de 37°C pero forman pigmento mejor a temperatura ambiente (20 a

25°C).18

En los cultivos en desarrollo, las células de S. aureus son uniformemente
grampositivas y de tamaio regular, y se unen en racimos con la precision de bolas de
billar. En cultivos mas viejos, en lesiones en vias de resolucidén y en la presencia de
ciertos antibidticos, es frecuente que las células demuestren una mayor variabilidad

en tamafio y que muchas pierdan su grampositividad.2®

Se desarrollan bien en cultivos como TSB y agar sangre. Pueden crecer en medios que
contengan cloruro sodico al 10 % y esta propiedad de tolerancia a la sal se usa para

preparar medios de aislamiento. Entre ellos pueden usarse agar Chapman con
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manitol y Cloruro de sodio al 7.55, agar feniletanol o agar Columbia. También pueden
crecer en medios sintéticos que contengan aminoacidos y vitaminas. Para su
desarrollo en condiciones de aerobiosis requieren uracilo y una fuente de carbono

fermentable.

Las colonias de estafilococos son circulares, de 2 a 8 mm de diametro, convexas,
desde translucidas a opacas, grises-blanquecinas, amarillas o naranjas. Cuando se
cultivan en medios enriquecidos, la produccion de pigmento es Optima,

particularmente cuando se dejan las placas a temperatura ambiente de 20a 24 ¢ C.

La pigmentacién en agar sangre es mas frecuente en S. aureus, cuyas colonias son
amarillo dorado. La prueba mas utilizada para distinguir S. aureus de otros
estafilococos es la produccion de coagulasa, que existe bajo dos formas, libre y ligada.
Las cepas pueden dividirse por fagotipia, no asi las de los estafilococos coagulasa
negativa, ya que en la actualidad no existen procedimientos estandarizados de

fagotipados para los mismos.

e). HABITAT

Es la especie de mayor interés en patologia humana, estd ampliamente repartida,

como comensal, en mucosas, especialmente en nasofaringe y la piel.
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En la cavidad bucal, se encuentra en cantidades normalmente pequenas, bien como
resultado de un efecto inhibidor de la saliva o por el de otras bacterias presentes.
Aun asi, S. aureus y se aisla con cierta frecuencia de placas dentales, especialmente

en las asociadas a implantes, y en la saliva de individuos sanos.

f). PATOGENICIDAD

Los estafilococos, son miembros de la microflora normal de la piel humana y del
sistema respiratorio y digestivo. Alrededor de 20 a 50% de los seres humanos son
portadores nasales de S. aureus. Los estafilococos también se detectan con

regularidad en ropa, ropa de cama y otros fémites en ambientes humanos.

La capacidad patégena de una determinada cepa de S. aureus es el efecto combinado
de factores extracelulares y toxinas junto con las propiedades invasivas de la cepa.
En un extremo de la gama de la enfermedad estd la intoxicacién alimentaria
estafilocécica, que se atribuye Unicamente a la ingestién de la enterotoxina
preelaborada; en el otro extremo estan la bacteriemia estafilocdcica y los abscesos

diseminados en todos los 6rganos.3

Las infecciones estafilocdcicas se inician habitualmente tras su penetracién por las
glandulas sebaceas, los foliculos pilosos o a través de lesiones cutdneas, ocasionando
supuracion. La formacién de abscesos, lesiones caracteristicas de estos

microorganismos, se debe a la necrosis de los tejidos profundos causada por la
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multiplicacion bacteriana, y a la formacidn, en el caso de S. aureus, de una pared de
fibrina como resultado de su actividad coagulasa. En el caso de infecciones graves:
desde la dermis, las bacterias invaden los ganglios linfaticos y, difundiendo por la via

hematica, producen septicemias e infecciones metastasicas.

La patogenicidad de S. aureus va ligada a componentes estructurales, toxinas y

enzimas, también influyen factores predisponentes del hospedador.

g). COMPONENTES ESTRUCTURALES

e Mureina. Induce a los monocitos a producir pirégenos enddgenos, estimula la
quimiotaxis de los polimorfonucleares, activa el complemento, determina la
aparicion de cuerpos opsonicos y tiene, en general, una actividad similar a las
endotoxinas, y asi produce leucopenia, trombocitopenia y un sindrome de shock

séptico.

e Acidos teicoicos (Polisacarido A). Inducen formacién de anticuerpos opsonizantes,
intervienen en la adhesion a las cubiertas de fibronectina de las células del
hospedador, intensifican la activacién del complemento y causan reacciones de
hipersensibilidad inmediata cuando se inyectan por via intradérmica e los seres

humanos.
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e Capsula. Presente solo en algunas cepas. Es de naturaleza polisacarido, como
cualquier elemento capsular, estd dotada de actividad antifagocitaria por sus

propiedades antiopsdnicas.

¢ Proteina A. Situada superficialmente en la pared celular, puede, en algunos casos,
liberarse al exterior. Habitualmente, su capacidad patogénica va ligada a su unién a
la porcién Fc de las inmunoglobulinas G (excepto IgG3); de esta forma, bloquea la
fagocitosis al no poder unirse dicha porcién a los receptores que para la misma

poseen las células fagociticas.

» Coagulasa ligada o factor de agrupamiento. Es una proteina que interactua con el
fragmento D del fibrinégeno, originando una cubierta de fibrina alrededor de una o
varias unidades de estafilococos. De esta forma, se agregan unas bacterias con otras

guedando protegidas de la fagocitosis.

h). TOXINAS

Las toxinas a, B, y y & son exotoxinas que lesionan membranas celulares,
especialmente de hematies, por lo que son conocidas como hemolisinas. En algunos
casos se desconoce su mecanismo de accidn y sus repercusiones patogénicas, ya que
muchos datos se han obtenido a partir de ensayos in vitro o in vivo en animales de

experimentacion.
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e Toxina a. es una proteina heterogénea que ejerce accidon sobre una amplia gama
de membranas celulares eucariotas. La toxina a es una hemolisina potente. Es la
responsable de la B hemdlisis en los cultivos. No actia sobre hematies humanos, pero
si sobre los de algunos animales, hemolizdndolos. Ademas, es citotdxica para
leucocitos y fibroblastos. Cuando se inyecta por via intradérmica, causa necrosis de
la piel o dermonecrosis. Inoculada por via intravenosa, es letal para los animales de
experimentacién, produciendo fibrilacion ventricular, agregacion plaquetaria y
espasmos de musculatura lisa. Es la hemolisina que mas se ha relacionado con la
patogenicidad humana. Sin embargo, se desconoce la forma exacta de su mecanismo
de accién pareciendo que se integra en regiones hidrofobias de las membranas

celulares alterando su integridad.

¢ Toxina 8. Su efecto citotdxico se ejerce degradando la esfingomielina, actuando en
mayor o menor intensidad sobre los hematies, los leucocitos, los macréfagos y los
fibroblastos, dependiendo del contenido de esta sustancia y su distribucion
superficial. Refuerza la p hemdlisis de la toxina a en los medios de cultivo sélidos con

sangre, si después de una incubacién a 36 2 + 19C se hace otra posterior a 42 C.

e Toxina y. Su mecanismo de accidn es desconocido, es citotdxica para hematies de

diversos animales (incluso del hombre), para leucocitos y linfoblastos.
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e Toxina 6. Degrada la fosfatidilserina y ejerce un efecto detergente sobre las
superficies celulares. Como la toxina a, es dermonecrdtica: Ejerce un efecto
citotoxico sobre hematies, macrofagos, leucocitos y plaquetas. En el ileon de conejo
inhibe la absorcién de agua y estimula la produccidn intracelular de AMPc (adenosin
monofosfato ciclico), con lo que aumenta la liberacion de agua y electrolisis a la luz

intestinal, pudiendo ser la responsable de diarreas agudas.

e Leucocidinas. Son distintas de las hemolisinas. Estan formadas por dos proteinas
electroforéticas distintas: F (rdpida) y S (lenta). Tiene accién sobre leucocitos
polimorfonucleares y macréfagos, lesionando sus membranas y alterando de forma
letal su permeabilidad. Esta toxina es un factor de virulencia importante en las

infecciones extrahospitalarias por S. aureus resistentes a la meticilina.

» Exofoliatina. Responsable del sindrome estafilocécico de la piel escaldada (SEPE).
Rompe las uniones celulares por estructuras de membrana, del estrato granuloso

mas superficial de la epidermis, provocando la separacién y desaparicidon del mismo.

e Toxina 1 del sindrome de shock toxico. Esta proteina (TSST-1) origina por
mecanismos no bien conocidos, un cuadro de shock grave. Parece suprimir la sintesis
de IgM, inducir la produccién de interleucina 1 y factor de necrosis tumoral por los
macrofagos y aumentar la susceptibilidad del hospedador a las endotoxinas

bacterianas.
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* Enterotoxinas. Causan gastroenteritis. Son proteinas relativamente termoestables,
gue parecen actuar sobre el centro del vémito y aumentar el peristaltismo intestinal

bien por inhibicidn simpatica o por una accidn irritante gastrointestinal directa.

i). ENZIMAS
e Catalasa. La descomposicidén del agua oxigenada en agua y oxigeno molecular, por
la catalasa, podria interferir en la destruccion intrafagocitica mediada por radicales

toxicos de oxigeno.

¢ Coagulasa libre. Es un profermento que en presencia de protrombina, o un cofactor
del plasma de conejo (coagulase reacting factor, CRF), o ambos, transforma el

fibrindgeno en fibrina, determinando la formacidn de codgulos intravenosos.

¢ Hialuronidasa. Aumenta el poder invasivo de los estafilococos al hidrolizar el acido

hialurénico, mucopolisacarido constituyente fundamental de los tejidos.

e Estafilocinasa. Actla sobre la fibrina por activacion de una profibrinolisina,
destruyendo los coagulos de fibrina y pudiendo, al menos tedricamente, facilitar la

formacion de microtrombos y las metdstasis sépticas.

e Lipasas. Tales como fosfolipasas esterasas, capaces de metabolizar las grasas

cutaneas.

29



* Nucleasas. Hidrolizan el ADN de las células eucariotas, por lo que podrian contribuir

a las lesiones tisulares.

Produce una amplia gama de sustancias capaces de justificar su virulencia. Sin
embargo, no todas las cepas tienen el mismo potencial de patogenicidad y en las que
se aislan de procesos infecciosos no estdn presentes todos los factores que se han
mencionado. Estas sustancias y componentes estructurales son antigénicas en mayor
o menor grado, pero rara vez se produciran anticuerpos neutralizantes de todos los
efectos biolégicos, aunque a veces individualmente puede producirse una
neutralizacion especifica (por ejemplo anticuerpos frente a la exfoliatina). Asi pues,
aunque en el suero de los pacientes se detecten algunos anticuerpos (por ejemplo,
frente a los acidos teicoicos), tras pequefias infecciones de piel o mucosas, en
bacteremias prolongadas o en focos secundarios infecciosos, su valor pronéstico es
muy relativo. Parece que la defensa frente a las infecciones estafilocécicas es
esencialmente celular, siendo la fagocitosis el factor mas importante. En cualquier
caso, como S. aureus forma parte de la microbiologia normal del hospedador, son
necesarias algunas condiciones para que se convierta en patégeno. Estas pueden

reunirse en tres grupos:

e Trastornos de la barrera cutdneo-mucosa. Es el caso de los traumatismos, los
cuerpos extrafios, las intervenciones quirurgicas, las quemaduras, y cualquier

situacion que altere la continuidad de esta barrera.
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e Defectos de la fagocitosis. Se da en la quimiotaxis, tanto congénitos como
adquiridos, también en los mecanismos bactericidas intraleucocitarios o en la

opsonizacién.

e Trastornos generales de los mecanismos de defensa. Como en los casos de
neoplasias, administracion de corticoides o adiccidn a drogas, entre otros.

Mencién especial merecen los diabéticos, no solo porque se colonizan mas
facilmente, sino también por el estado hiperosmolar que determina alteraciones

funcionales leucocitarias.

k). EPIDEMIOLOGIA

S. aureus forma parte de la flora normal del ser humano. El sitio mas frecuente de
colonizacidn es la zona anterior de las vias nasales, aunque también puede colonizar
la piel (en particular si estd lesionada), la vagina, las axilas, el perineo y la bucofaringe.
Se sabe que 25 a 50 % de los sujetos sanos pueden estar colonizados por S. aureus de
manera persistente o transitoria. La frecuencia de colonizaciéon es mayor entre los
diabéticos insulinodependientes, los sujetos infectados por el VIH, los usuarios de
drogas inyectables, los pacientes sometidos a hemodialisis y los individuos con
lesiones cutdneas. Los sitios de colonizacion actian como reservorios de cepas para

futuras infecciones por S. aureus y las personas colonizadas estan expuestas a un
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mayor riesgo de nuevas infecciones (por la especie colonizadora) que las personas no

infectadas.?®

En general, S. aureus es una causa importante de infecciones nosocomiales. Es la
causa mas frecuente de infeccién en las incisiones quirdrgicas. Los aislados
nosocomiales son cada vez mas resistentes a multiples farmacos. A nivel comunitario,
S. aureus sigue siendo una causa importante de infecciones cutdneas y de partes
blandas, de infecciones respiratorias y (en las personas que consumen drogas
inyectables) de endocarditis infecciosa. El nUmero de infecciones de tipo comunitario
por estafilococos se ha incrementado al aumentar los pacientes sometidos a

infusiones terapéuticas domiciliarias.

Varios informes han descrito infecciones comunitarias (en medios tanto rurales como
urbanos) causadas por S. aureus resistente a meticilina (MRSA) en sujetos sin
exposicidn previa de tipo médico. A diferencia de las cepas de MRSA de origen
nosocomial, estos microorganismos aislados en la comunidad han seguido siendo
sensibles a muchos antibidticos no betalactamicos. Un aspecto preocupante ha sido
la aparente capacidad que poseen las cepas comunitarias de MRSA para causar
cuadros graves en personas inmunocompetentes; tal facultad quizd dependa de la
presencia de diferentes genes toxigenos en estas especies, y también del empleo de
agentes betalactdmicos como tratamiento empirico de los pacientes infectados por
ellas. Casi todas las personas que terminan por padecer infecciones por S. aureus lo

hacen a partir de sus propias cepas colonizadoras.
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Sin embargo, S. aureus también puede adquirirse de otras personas o por exposicion
ambiental. Por lo general, la transmisién se origina en una colonizacidn transitoria de
las manos del personal sanitario, que asi transfieren estas cepas de un paciente a
otro. También se ha sefalado la propagacién de estafilococos en aerosoles
procedentes de las secreciones respiratorias o nasales de individuos intensamente

colonizados.18

2.2.2. Género Pseudomonas

a). CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino : Bacteria

Filo : Proteobacteria

Clase : Gamma Proteobacteria
Familia : Pseudomonadaceae
Género : Pseudomonas

Especies : P. aeruginosa

b) CARACTERISTICAS GENERALES
Las Pseudomonas son bacilos gramnegativos, méviles y aerobios, algunos de los
cuales producen pigmentos hidrosolubles. Tienen una amplia distribucidén en el suelo,
el agua, las plantas y los animales. Pseudomonas aeruginosa a menudo estd presente
en pequeias cantidades en la microflora intestinal normal y en la piel del ser humano
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y es el principal microorganismo patdgeno del grupo. Otras Pseudomonas pocas
veces producen enfermedad. La clasificacién de las Pseudomonas se basa en la

homologia de rRNA/DNA y en las caracteristicas de cultivo comunes.?

Pseudomonas es un género de especies capaces de utilizar un amplio rango de
compuestos, tanto organicos e inorganicos, y capaces de vivir bajo muy diversas
condiciones ambientales. Debido a esta caracteristica, estos microorganismos son
muy ubicuos, y podemos encontrarlos tanto en los ecosistemas terrestres como

acudticos y, son importantes como patdégenos de plantas, animales y humanos.

El género Pseudomonas es bien conocido por su versatilidad metabdlica y plasticidad
genética. Las especies de Pseudomonas en general, crecen rapidamente y presentan
gran habilidad para metabolizar una amplia variedad de substratos, incluyendo
compuestos organicos téxicos, como hidrocarburos alifaticos y aromaticos. Las cepas
de las especies de Pseudomonas son frecuentemente resistentes a antibidticos

desinfectantes, detergentes, metales pesados y solventes orgéanicos.!

c). CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Pseudomonas aeruginosa, es una bacteria acuatica, que puede atacar también al
hombre como oportunista y desencadenar inflamaciones del oido medio, infecciones
de heridas con formacién de un pus azul verdoso y en los individuos debilitados
puede provocar incluso bacteriemias.?® Es una bacteria flagelada con forma de

bastoncillo, que produce pigmentos fluorescentes de colores que pueden variar
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desde el rojo hasta el negro. Es gram negativo, es mas delgado y mas palido a la
tincidon que otras enterobacterias, y muestra una disposicién en bacterias

individuales, en pares y a veces en cadenas cortas.3

P. aeruginosa tiene una amplia distribucidén en la naturaleza y suele estar presente
en medios hiumedos en los hospitales. Puede colonizar al ser humano normal en

quien es un saproéfito. Causa enfermedades en personas con defensas anormales.?

P. aeruginosa, no requiere de medios enriquecidos para su cultivo y puede sobrevivir
y multiplicarse en un amplio intervalo de temperatura (20 a 42 °C) en casi cualquier
ambiente, lo que incluye entornos ricos en sales. El microorganismo utiliza
mecanismos productores de energia por oxidacidény altas concentraciones de oxidasa
de citocromo (positivo para oxidasa). Aunque es necesaria una atmodsfera aerdbica
para el crecimiento y metabolismo dptimos, casi todas las cepas crecen con lentitud

anaerdébicamente si hay nitrato como aceptor de electrones.?®

d), CULTIVO

Crece con facilidad en muchos medios de cultivo, se desarrolla a una temperatura
entre 10°Cy 42°C. Su temperatura dptima de crecimiento es de 35°C a 37°C. Se aislan
de muestras clinicas 70-90%. Producen hemdlisis, produce amoniaco como fuente de

nitréogeno y glucosa como Unica fuente de carbono y energia Oxidasa positiva.
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P. aeruginosa es a menudo identificada, de modo preliminar, por su apariencia
perlada y olor a uvas in vitro. La identificacién clinica definitiva de P. aeruginosa
frecuentemente incluye, tanto identificar la produccién de piocianina y fluoresceina
como determinar su habilidad de crecer a 42 °C. P. aeruginosa es capaz de crecer en
combustibles como querosene o gasdleo, ya que es un microorganismo capaz de
nutrirse a partir de hidrocarburos, causando estragos de corrosién microbiana, y

creando una gelatina oscura que a veces se identifica erréneamente con un alga.

P. aeruginosa en un cultivo puede producir multiples colonias de diferentes tipos.
También tiene diferentes actividades bioquimicas y enzimaticas y diferentes tipos de
susceptibilidad antimicrobiana. A veces no estd claro si los tipos de colonia
representan diferentes cepas de P. aeruginosa o si son variantes de la misma cepa.
Los cultivos de pacientes con fibrosis quistica a menudo generan microorganismos de
P. aeruginosa que forman colonias mucoides como resultado de la produccién
excesiva de alginato, un exopolisacdrido. En los pacientes con fibrosis quistica, el
exopolisacdrido al parecer proporciona la matriz para que los microorganismos vivan

en una biopelicula.3

e). HABITAT
P. aeruginosa es una bacteria muy extendida, y puede encontrarse en el agua, la
tierra, animales o plantas, ya que sus necesidades alimenticias son minimas, aunque

las enfermedades producidas por esta bacteria estan asociadas a su preferencia por
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los medios humedos. En los seres humanos puede encontrarse en las zonas mas

humedas del cuerpo, como son las axilas, los oidos y la zona alrededor del ano.

f). PATOGENICIDAD

Es un patégeno oportunista de individuos immunocomprometidos, P. aeruginosa
infecta los pulmones y las vias respiratorias, las vias urinarias, los tejidos, (heridas), y
también causa otras sepsis (infecciones generalizadas en el organismo. Pseudomonas
puede causar neumonias a grupos, lo que en ocasiones precisa ayuda mecanica para
superar dichas neumonias, siendo uno de los microorganismos que con mayor
frecuencia se han aislado en muchos estudios. La piocianina es un factor de virulencia
de la bacteria; sin embargo, las investigaciones indican que el acido salicilico puede
inhibir la produccion de piocianina. La fibrosis quistica esta también predispuesta a
la infeccion de los pulmones. P. aeruginosa puede también causar dermatitis,
ocasionada por disminucién del control de la calidad del agua de bebida. La causa
mas comun de altas fiebres en infecciones es P. aeruginosa. También ha estado
involucrado en foliculitis de tinas de agua caliente, en especial aquellas sin un control

higiénico continuo.

g). CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES
Capsula: Exopolisacdridos mucoide, adhesina, inhibe la accidn bactericida de los

antibiéticos, protege de la fagocitos, inhibe la actividad de neutrdfilos y linfocitos.

Pili: Adhesinas
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Lipopolisacdridos: Actividad endotoxina, es un antigeno que contiene Lipido A que

participa en varios efectos bioldgicos de la septicemia.

h). PIGMENTOS

Piocianina: (pigmento azul). Altera la funcién ciliar estimulando la respuesta
inflamatoria mediante el dafo tisular con la produccidon de radicales de oxigeno
toxico.

i). TOXINAS

e Exotoxina A: Inhibe la sintesis proteica en las células hepdticas, corazén, riiién,

pulmén y bazo. Inhibe la captacién de aminodacidos a nivel celular.

e (Citotoxina: Actla sobre la mayoria de las células eucariéticas, produciendo

desorden en las membranas y una baja de sus efectos bactericidas.

e Exotoxina B: Contribuye a la patogenicidad.

j)- ENZIMAS:

e Elastasa: Actua en las células de las paredes arteriales.

e Colagenasa: Produce infeccidn en la cérnea.

k). FACTORES PREDISPONENTES DEL HOSPEDERO

Hay factores del hospedero que influyen en el desarrollo de la infeccién como: el sitio

de depdsito del agente (piel, membranas mucosas, tracto respiratorio,
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gastrointestinal o urinario) y los mecanismos de defensa. Las sepsis por P. aeruginosa
pueden aparecer en muchos lugares anatémicos, incluyendo piel, tejido subcutaneo,
huesos, oidos, ojos, tracto urinario y valvulas cardiacas. La localizacién varia con la
puerta de entraday la vulnerabilidad del paciente. Entre las infecciones causadas por
este patdgeno se encuentran bacteremias, neumonias, meningitis y absceso cerebral,
infecciones urinarias e infecciones cutdneas como abscesos subcutaneos, vesiculas y
petequias, infecciones oftalmicas como las conjuntivitis y queratitis, infecciones
otorrinolaringoldgicas como otitis externa, otitis media y mastoiditis, infecciones del
aparato digestivo (diarreas), asi como, infecciones en quemaduras y heridas

traumaticas o quirurgicas.

Una de las misiones fundamentales del sistema inmunitario es la defensa contra las
infecciones. Las inmunodeficiencias primarias o secundarias, asi como el uso de
inmunosupresores, alteran la normal producciéon de anticuerpos y el funcionamiento
adecuado del mismo, aumentan la susceptibilidad a las sepsis. P. aeruginosa se
destaca por su elevada frecuencia de aislamiento y severidad en cuadros clinicos
producidos a pacientes inmunocomprometidos, ya que la mayoria de las infecciones
causadas por esta bacteria ocurren en pacientes hospitalizados con debilidad general

o depresién de la inmunidad.
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). EPIDEMIOLOGIA

P. aeruginosa es la causa frecuente de infecciones intrahospitalarias, que representa
el 11-13.8% de todas las que se producen en ese ambito. En las unidades de cuidados
intensivos (UCI) es responsable de un porcentaje aun mas alto de infecciones, con
tasas de 13.2-22.6%. Este microorganismo se identific6 como la segunda causa mds
comun de neumonia adquirida en la comunidad (NAC), neumonia asociada con la
atencion médica (NAAM) y neumonia asociada con el respirador (NAR), superada en
frecuencia por Staphylococcus aureus. En las UCI pedidtricas, P. aeruginosa es la
causa mas frecuente de neumonia intrahospitalaria (NI). Es un patégeno importante
en los pacientes quemados, cuya frecuencia de colonizacion aumenta
significativamente durante la primera semana de internacién. También es
responsable de un 6% de los casos de infecciones de la herida quirurgica, del 9% de

las IU intrahospitalarias y de hasta el 16.3% de las IU en las UCI.

Se informaron bacteriemias por P. geruginosa en el 4-6% de los casos, con tasas mas
altas (14-20%) en los pacientes quemados, internados en la UCl. También es un
patdgeno importante en personas con inmunodeficiencias primarias y adquiridas. Los
receptores de trasplantes de drganos sélidos y de médula dsea tienen tasas
aumentadas de bacteremia por P. geruginosa en comparacién con la poblacion
general hospitalaria, al igual que los pacientes con infeccidn por el VIH (tasas 10 veces
mas altas). P. aeruginosa es una causa importante de infeccién en los casos de

interrupciones de la barrera cutdnea, como en los pacientes quemados y en aquellos
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con necrdlisis epidérmica téxica. Ademas, esta bacteria suele aislarse de pacientes

con lesiones de pie diabético.

La vigilancia de los aislamientos de P. aeruginosa de pacientes internados mostré
tendencias crecientes de resistencia antimicrobiana. Los datos del 2003 demostraron
tasas de resistencia a imipenem (21.1%), fluoroquinolonas (29.5%) y cefalosporinas
de tercera generacion (31.9%) mas altas que las informadas entre 1998 y 2002. Los
aislamientos multirresistentes (MR) de P. aeruginosa son bastante comunes en las
UCI. Los programas de vigilancia indicaron que, entre 1997 y 2002, en el 10.4% de los
hemocultivos se aislé P. aeruginosa MR (resistencia a ceftazidima, piperacilina,
gentamicina y ciprofloxacina). Las tasas fueron mas elevadas en Europa vy
Latinoamérica en comparacién con América del Norte. Es motivo de preocupacion el
aislamiento frecuente de P. aeruginosa resistente a los carbapenémicos, una clase de
antibidticos indicados con frecuencia frente a la resistencia a las fluoroquinolonas y

a las cefalosporinas.®
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lIl.  MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y EQUIPOS

3.1.1. Material Bioldgico

Secreciones laticiferas

e Artocarpus altilis “pan de arbol” (latex)

e Couma macrocarpa “Leche caspi” (latex)
e Ficus insipida “ojé” (latex)

e Magquira coriacea “capinuri” (latex)

e Croton lechleri “sangre de grado” (latex)

Agentes bacterianos

e 10 Cepas de Pseudomonas aeruginosa

e 13 Cepas de Staphylococcus aureus

3.1.2. Medios de Cultivo

e Caldo Peptonado

e Agar Cetrimide

e Agar Manitol Salado

e Caldo Tripticasa de Soya
e Agar Tripticasa de Soya

e Agar Miller Hinton
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3.1.3. Soluciones y Reactivos

Acido sulfurico
Agua destilada
Alcohol de 70°
Alcohol industrial
Cloruro de bario

Cloruro de sodio

3.1.4. Equipos

Autoclave: FAMAREL

Balanza Analitica

Cabina de flujo laminar: LABCONCO
Criopreservador: SANYO

Estufa: MEMMERT

Horno esterilizador: MEMMERT
Refrigerador (Contaminados): COLDEX
Refrigerador (No Contaminados): MABE

Rotador

3.1.5. Otros

Algoddn

Asas bacterioldgicas

Frascos de vidrio: 200ml, 500ml y 1000ml
Guantes descartables

Hisopos estériles

Mandil

Mascarillas

Mecheros de alcohol
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e Micropipetas 100 uL y 1000 uL

e Pipetas volumétricas 1ml, 5mly 10 ml

e Placas de Petri

e Probetas graduadas 50ml, 100 ml, 200ml, 500ml
e Tubos de ensayo

e Tubos de acero inoxidable 5mm de diametro

e \ernier

3.2. METODOS

3.2.1. Area de Estudio

El presente estudio se realizé en la ciudad de Iquitos, provincia de Maynas,
departamento de Loreto. lquitos presenta una precipitacion media anual de 2100.5
mm, una temperatura media anual de 27.2 °C, y la humedad relativa media anual de
72.9%. La época de lluvias comprende los meses de noviembre a abril y los meses

mds secos se sitlan entre julio y agosto. 3*

Geograficamente se encuentra entre las coordenadas 3°49'40” latitud Sur y

72°22’39” longitud Oeste, con una altitud aproximada de 124.4 m.s.n.m.3*

Los ensayos microbioldgicos se llevaron a cabo en el laboratorio de la Unidad
Especializada de Microbiologia, del Centro de Investigaciones de Recursos Naturales
de la Amazonia Peruana— UNAP (CIRNA — UNAP), ubicado en el Psje. los Paujiles s/n
AA. HH. Nuevo San Lorenzo, distrito de San Juan Bautistas, Provincia de Maynas. La
obtencién de las secreciones laticiferas se realizd en el jardin botanico del CIRNA-
UNAP y en el Instituto de Medicina Tradicional IMET de Essalud, ubicada en calle
Jesus de Nazareth N°205 — Iquitos.
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3.2.2. Obtencion de Latex

Los diferentes tipos de latex se obtuvieron de las siguientes especies de arboles: Ficus
insipida “0jé” y Maquira coriacea “capinuri”; ubicados en las instalaciones de CIRNA-
UNAP y Artocarpus altilis “pandisho”, Couma macrocarpa “leche caspi” y Croton
lechleri “sangre de grado”; ubicados en las instalaciones del Instituto de Medicina

Tradicional (IMET).

La extraccion del latex se llevd a cabo por medio de un tratamiento sistematico de
"sangrado", que consistio en hacer un corte en forma de angulo a través de la corteza
profundizando hasta el cambium. Bajo condiciones asépticas, se colocé un frasco de
vidrio pequeno estéril al final del corte del arbol para recoger el latex (jugo lechoso),
que fluia lentamente de la herida del arbol. Se evalué 3 especimenes de cada especie
arbérea: Ficus insipida, Maquira coriacea, Artocarpus altilis, Croton lechleri, Couma
macrocarpa. Se obtuvo un total de 1000 ml de |atex de cada especie, requerido para

este estudio.

3.2.3. Deteccion de antibiosis

Esta etapa estuvo orientada a determinar si las secreciones laticiferas producian o no
antibiosis frente a las cepas bacterianas para este fin se empled el método de difusién

en agar, por la técnica del pocillo?” y como medio de cultivo agar Miiller Hinton (MH).®

3.2.4. Reactivacion de las Cepas Bacterianas

Las cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa fueron
proporcionadas por la unidad especializada de Microbiologia del Centro de
Investigacion de Recursos Naturales (CIRNA) de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana (UNAP); todas las cepas estaban almacenadas en un equipo

criopreservador a -70 °C, en caldo Tripticasa de soya (TSB) con 20% de glicerol. Se
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sembraron en tubos de ensayo conteniendo 4ml de Caldo Tripticasa de soya para su

reactivacion, y se incubaron a 37 °C por 24 horas.

3.2.5. Crecimiento en Medio Agar Soya Tripticasa (TSA)

A partir de los cultivos reactivados, se realizaron siembras en Medio TSA y se
incubaron a 37 °C por 24 horas, con el propdsito de obtener colonias aisladas de cada
cepa bacteriana de este modo se confirmd que se estaba trabajando con cultivos

puros.

3.2.6. Pruebas para confirmar la pureza de los cultivos de las especies

bacterianas en estudio.

3.2.6.1. Confirmacion de la pureza de cultivo de S. aureus

e Tincidon de Gram.

A los cultivos en proceso de evaluacion, se procedié a teiir segun la técnica de Gram,
debiéndose observar a las células de S. aureus en forma de racimos de uvas

coloreadas de azul o violeta.8

e Prueba de la Catalasa.

A los cultivos de S. aureus obtenidos se les realizé la prueba de la catalasa, para lo
cual se colocé una gota de perdxido de hidrogeno sobre un portaobjetos con ayuda
de una micropipeta y se procedié a realizar una suspensién de la bacteria en estudio.
El desprendimiento de burbujas procedentes de la emisidn de oxigeno indicé que la

prueba era positiva.!®
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e Prueba de la Coagulasa
Se realizé un cultivo de la cepa en 3 ml de Caldo Cerebro Corazén (BHI) y se incubd a
37°C por 24 h. Luego, se repico dicha cepa a un tubo conteniendo 0.4 ml de plasma
sanguineo, el cual fue incubado a 37°C por 24 h. La prueba se considerd como positiva

porque se pudo observar un coagulo dentro del tubo.®

3.2.6.2. Confirmacidn de la pureza de cultivo de P. aeruginosa

e Tincion de Gram.

A los cultivos en proceso de evaluacién, se procedi6 a tefiir segun la técnica de Gram,
en el cual se pudo observar a las células de P. aeruginosa en forma de bacilos

coloreados de rojo.®

e Prueba de la Oxidasa

Se utilizé tiras de papel de filtro impregnados con dicloruro de tetrametil-p-
fenilendiamino (reactivo para oxidasa) en dimetilsulféxido (DMSQ). El DMSO hizo que
las células sean permeables al reactivo. Se extrajo una colonia del medio en
crecimiento y se frotd en las tiras de papel. La aparicidon de un color azul purpura
dentro de los 30 segundos nos indicd que la prueba fue positiva (como suele ser el

caso de las Pseudomonas).1®

e Determinacion del tipo de Metabolismo frente a la glucosa

Las cepas se sembraron por picadura en dos tubos con el medio Ox/Fer o de Hugh &
Leifson; uno de los cuales (tubo de anaerobiosis), fue calentado en bafio maria a
100°C durante 10 min.; y luego enfriado. Posterior a la siembra, al tubo de
anaerobiosis se le adiciond 1ml de parafina estéril y ambos fueron incubados a 37°C

durante 24 h. La presencia de una coloracién amarilla en la superficie solo del tubo
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no calentado (aerobiosis), nos indicd que la bacteria posee metabolismo oxidativo

frente a la glucosa tal como suele suceder con las cepas de Pseudomonas aeruginosa.

18

e Produccidn de pigmentos

Se procedid a sembrar las cepas en Agar Cetrimide para lo cual se procedié a incubar
a 37°C por 24 h; pasado ese tiempo se pudo visualizar colonias pigmentadas de color
amarillo fosforescente; caracteristica que nos confirmd que efectivamente eran las

cepas de P. geruginosa.1®

e Crecimiento a 42 °C

Las cepas de Pseudomonas se sembraron en caldo soya tripticasa y se incubaron a
42°C por 24 h., condiciones bajo las cuales P. aeruginosa mostré crecimiento.®

3.2.7. Preparacion del indculo y prueba de sensibilidad

Las cepas en estudio fueron sembradas en agar tripticasa de soya (TSA) e incubadas
a 37°C por 24h para obtener cultivos jovenes. Luego se prepararon suspensiones
bacterianas en 5 ml de solucidn salina fisioldgica estéril hasta alcanzar una densidad

celular equivalente al estandar 0.5 del Nefeld6metro de McFarland (1.5 x 108 UFC/ml).

Se sumergié un hisopo estéril en la suspensién y se rotd varias veces presionando
firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del liquido para
remover el exceso de cultivo. Luego se procedié a inocular en toda la superficie de la
placa con agar Miiller Hinton, por el método de siembra en superficie. Se dejé secar
la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 min para que cualquier exceso de

humedad sea absorbido.

Luego se procedié a hacer los pocillos con una pinza de sacabocado previamente
esterilizado haciendo orificios de 6mm de didmetro, en cada pocillo se colocé 100 ul

de las secreciones laticiferas de las especies vegetales: Artocarpus altilis “pan de
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arbol”, Couma macrocarpa “leche caspi”, Ficus insipida “ojé”, Maquira coriacea

“capinuri” y Croton lechleri “sangre de grado”.

Las placas se incubaron a 37°C por 24h, al cabo del cual se evaluaron los resultados
mediante la lectura en milimetros (mm), del halo de inhibicién que generaron los
l[atex y con la ayuda de un Vernier. Se usé como control positivo un disco de cefepime
30ug para P. aeruginosa y a tetraciclina 30ug para S. aureus. Antibidticos

recomendados para este tipo de estudios.

El criterio que se utilizdé para analizar actividad antibacteriana fue determinar la
presencia o ausencia de halos de inhibicién producido por las secreciones laticiferas
frente a los microorganismos de prueba,3!3? a aquellos extractos que presentaron

actividad antibacteriana se les determind la concentracion inhibitoria minima.

3.2.8. Determinacion de la Concentracidn Inhibitoria Minima (CIM)

Se realizé por el método de macro dilucién en caldo, para lo cual se prepard cultivos
de 18 h, de las bacterias en estudio, en Agar Tripticasa de Soya. Luego se prepard una
suspensidon bacteriana en solucidn salina estéril a una turbidez equivalente al
estdndar 0.5 de la escala de McFarland (aproximadamente 1.5 x 108 UFC/ml). A
continuacion, se hizo una dilucién al 1/1000 (aproximadamente 1.5 x 10°® UFC/ml)
transfiriendo 100 pL (0.1 ml) de la suspensién bacteriana a 9.9 ml de caldo tripticasa

de soya (TSB).

Previo a esto se tenia listos 10 tubos con 1 ml de caldo tripticasa de soya para cada
prueba (tubo N°1 al tubo N°10). Por otro lado, se prepard una solucion madre del
extracto vegetal a una concentracion de 500 mg/ml. Se afiadié 1ml de la solucion
madre del extracto vegetal al tubo N°1 que contenia 1ml de Caldo Tripticasa de Soya
(la concentracion del latex de este tubo fue de 250mg/ml), se mezcld bien con la
ayuda de un vértex. A partir de este tubo, se prepararon diluciones seriadas, para lo

cual se tomd 1mly se transfirid al tubo N°2 (concentracidn del extracto = 125 mg/ml),
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después de mezclar bien el contenido, se transfirio 1ml al tercer tubo, del cual Ia
concentracion del extracto fue 62.5 mg/ml y asi sucesivamente hasta el tubo N° 10,
del cual se tomod y descartd 1 ml. De este modo, se obtendran diluciones dobles de
cada extracto desde 250 mg/ml hasta 0.49 mg/ml. A continuacidn, se afiadié a cada
tubo con la secrecion laticifera (Tubo N°1 al 10), 1ml del inéculo preparado de la cepa
que contenia aproximadamente 1.5 x 10° UFC/ml, esto dio un indculo final
aproximado de 7.5 x 10> UFC/ml y las concentraciones finales de las secreciones
laticiferas fueron desde 125 mg/ml hasta 0.24 mg/ml. Los tubos fueron incubados a
37 °C durante 18 horas y luego se procedio a calcular la CIM. Se consideré como la
concentracion minima a la que correspondia al tubo con menor concentracién del

extracto donde no hubo desarrollo bacteriano.

3.2.9. Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM)

A partir de cada uno de los tubos en los cuales no se observé desarrollo bacteriano,
en la determinacién de la CIM, se inoculd 0.1 ml en placas de Petri con Agar Tripticasa
de Soya y se aplico la técnica de siembra en superficie, las que se incubaron a 37°C
durante 18 horas. Para determinar la CBM, se conté el nimero de UFC en las placas,
la cual se consideré como la menor concentracién del extracto cuyo sub cultivo
produjo un nimero de colonias menor a 0.1% del inéculo original (7.5 x 10°UFC/ml)),

es decir se considerd la CBM al subcultivo que produjo menos de 75 colonias.

3.2.10. Analisis Estadistico

Los resultados se evaluaron mediante estadistica descriptiva. Se usaron los
programas MS Excel, Past v.2.09 y el software R 3.0.1 para los andlisis de las cepas

gue tuvieron reaccién positiva.
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Figura 10: Determinacion de la actividad antibacteriana de las secreciones

laticiferas
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IV. RESULTADOS

4.1. SUSCEPTIBILIDAD DE LAS CEPAS BACTERIANAS FRENTE A LAS SECRECIONES

LATICIFERAS

4.1.1 Susceptibilidad de las cepas de Pseudomonas aeruginosa frente a las

secreciones laticiferas mediante la técnica de los pocillos.

En cuanto a las pruebas de sensibilidad in vitro realizadas mediante la técnica del
pocillo, todos los latex en estudio no presentaron ninguna actividad antibacteriana
frente a las cepas de Pseudomonas aeruginosa, dado que no se observé ninguna
formacién de halo de inhibicién alrededor de los pocillos, permitiendo a la bacteria

desarrollarse libremente en la superficie del agar.

4.1.2 Susceptibilidad de las cepas de Staphylococcus aureus frente a los

latex mediante la técnica de los pocillos.

4.1.2.1. Analisis de efectividad

CUADRO N° 1: Medida del diametro del halo de inhibicion (mm) de las secreciones

laticiferas frente a las cepas de S. aureus

Couma Croton Ficus Maquira
Cepas TETRACICLINA  Artocarpus . L q
L macrocarpa lechleri insipida  coriacea
altilis

St1 20 - 25 13
St2 19.5 - 21 12
St3 22 - 39 16
St4 13.6 - 34 14
St5 21 - 18 13
Sté 20.5 - 20 15
St7 18.5 - 19 17
St8 225 - 28 14
St9 22 - 22 13
St 10 20 - 20 16
St11 19 - 38 17
St12 215 - 41 14
St13 225 - 24 14

Fuente: Datos obtenidos de tesis.
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Figura 11: Sensibilidad antimicrobiana de las secreciones laticiferas frente

Staphylococcus aureus.
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Fuente: Base de datos de tesis.

En las pruebas in vitro de sensibilidad realizadas mediante la técnica del pocillo de
éste estudio, Se observé que la secrecion laticifera de Couma macrocarpa “leche
caspi” y Croton lechleri “sangre de grado” fueron efectivas frente a las cepas de
Staphylococcus aureus en el que, Couma macrocarpa obtuvo el mayor promedio con
26.85 mm en su diametro de halo, seguido de Croton lechleri con 14.46mm de
diametro; sin embargo, los latex de Artocarpus altilis, Ficus insipida y Maquira

coriacea no presentaron sensibilidad antimicrobiana (Cuadro n°® 1) (Figura 11).
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CUADRO N° 2: Datos descriptivos de los halos de inhibicién del latex de Couma

macrocarpa frente a Staphylococcus aureus.

Datos descriptivos del halo de inhibicion que mostré Couma
macrocarpa y Croton lechleri frente a Staphylococcus aureus

LATEX (mm) en comparacion con el control +
VALOR VALOR
PROMEDIO DS MEDIANA
MAXIMO MINIMO
Couma
26.85 8.31 24 41 18
macrocarpa
Croton
. 14.46 1.61 14 17 12

lechleri

Control + 20.2 2.38 20.5 22.5 18.5

Fuente: Base de datos de tesis. DS = Desviacidn estandar

En el analisis realizado el |atex de Couma macrocarpa “leche caspi” mostré gran
actividad frente a las cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, lo cual se evidencid
con la formacién de halos de inhibicién; los cuales alcanzaron un promedio de 26.845
mm, con maximo de 41mm y un minimo de 18mm una DS de 8.31 y una mediana de
24. Seguido del latex de Croton lechleri “sangre de grado”, que mostré actividad
frente a las cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, con la formacién de halos
de inhibicidn; que alcanzaron un promedio de 14.46 mm, con maximo de 17mm y un

minimo de 12mm una DS de 1.61 y una mediana de 14. (Cuadro n°2).
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Figura 12: Dispersion de los halos de inhibicidn de las secreciones laticiferas
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Fuente: Base de Datos de tesis.

El modelo caja y bigote 423 indicé que los didametro de los halos de Croton lechleri
frente a las cepas de Staphylococcus aureus no estan dispersos, obteniéndose un
maximo de 17 mm y un minimo de 12 mm, mientras que Couma macrocarpa mostro

sus datos mas dispersos con un maximo de 41 mm y un minimo de 18 mm (Figura 12)
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4.1.3 Cdlculo de la CIM Y CBM para latex de las plantas que dieron resultados

positivos frente a las cepas de Staphylococcus aureus

CUADRO N’ 3: Concentracion inhibitoria minima (CIM) y concentracién bactericida

minima (CBM) de los latex frente a Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Secrecion
laticifera CIM CBM
(mg/ml) (mg/ml)
Croton
, 62.5 125
Lechleri
Couma
125 250
macrocarpa

Fuente: Base de datos de tesis.

El l1atex que tuvo la menor concentracidn inhibitoria y la menor concentraciéon
bactericida minima frente a las cepas de S. aureus fue Croton lechleri con una CIM de
62.5 mg/mly una CBM de 125 mg/ml; seguida por Couma macrocarpa con una CIM

DE 125 mg/ml y una CBM de 250 mg/ml.
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V. DISCUSION

El Perd cuenta con una gran variedad innumerables de plantas medicinales las cuales
han sido y siguen siendo empleadas en el tratamiento de diferentes enfermedades,
motivo por el cual su estudio se hace necesario. Justamente esto fue lo que motivo

la realizacion de este trabajo.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que:

El latex de Croton lechleri tuvo actividad frente a las cepas de Staphylococcus aureus,
mientras que frente a Pseudomonas aeruginosa no se observo actividad alguna; lo
cual coincide con lo reportado por Leon & Santiago (2007), quienes prepararon
peliculas de quitosano-alcohol polivinilico por radiacion gamma embebidas en
extractos hidroalcohdlico, alcohdlico y acuoso de sangre de grado (Croton lechleri), y
evaluaron sus propiedades antimicrobianas frente a cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Llegando a la
conclusién de que las peliculas, al igual que el latex de sangre de grado, tienen
actividad sélo frente a S. aureus. Por otro lado, Huapaya et al (2010), realizaron un
control microbiolégico de extractos de Croton lechleri, evaluando su actividad
antibacteriana frente a coliformes totales y coliformes fecales; para lo cual analizaron
50 muestras de Croton lechleri provenientes de Lima, San Martin, Huanuco y Ucayali.
Llegando a determinar una marcada actividad antibacteriana frente a Staphylococcus

aureus en extractos provenientes de Ucayali en diluciones de 50% y 100%.

Asi mismo, Corrales & Castillo (2013), evaluaron el potencial antibacteriano in vitro
de Croton lechleri frente a aislamientos bacterianos aerdbicos de pacientes con
Ulceras cutdneas del Sanatorio de Agua de Dios, Cundinamarca, Colombia, con el
objetivo de aislar e identificar los aislamientos bacterianos utilizando el sistema

automatizado BBL-CrystalTM. Para la evaluacion de la susceptibilidad
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antimicrobiana in vitro, realizaron pruebas de difusién en disco, dilucidn en agar y
difusién en pozo, métodos estandarizados por The Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI); usando como sustratos el extracto etandlico y de éter de petréleo
de Croton lechleri. Obtuvieron siete aislamientos bacterianos a partir de las ulceras
cutaneas de pacientes del sanatorio, el estudio también incluyé ensayos con cepas
de referencia ATCC: Staphylococcus aureus (ATCC) y de Escherichia coli (ATCC) como
control. En los ensayos de sensibilidad antimicrobiana in vitro, se concluye que los
extractos de Croton lechleri fueron efectivos frente a la mayoria de aislamientos
bacterianos del estudio, siendo el extracto etandlico el de mayor potencial
antibacteriano y la técnica de difusién en pozo la que presento mejor sensibilidad y

reproducibilidad.

El latex de Couma macrocarpa también mostré actividad frente a Staphylococcus
aureus mas no mostro actividad frente a Pseudomonas aeruginosa. Resultados con
los cuales no se pueden discutir ni aceptar puesto que no se encontré estudio alguno
realizado con esta planta especifica pero; el estudio fitoquimico de numerosas
especies de la familia Apocynaceae que es a la familia a la que pertenece, ha
conducido al aislamiento de metabolitos muy diversos, con una amplia variedad de
actividades  bioldgicas  especialmente  anticancerosa'?!?,  leishmanicida8,
antibacteriana?® y anti VIH (inhibidores de la transcriptasa reversa)?®3%; por lo cual
siendo Couma macrocarpa parte de esta familia y conteniendo en su composicion
muchos metabolitos similares puedo afirmar que efectivamente tiene actividad

frente a Staphylococcus aureus.
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VI. CONCLUSIONES

e Ninguna secrecidn laticifera usada en este estudio mostrd actividad frente a

Pseudomonas aeruginosa.

e Solo las secreciones laticiferas de Couma macrocarpa y Croton lechleri tuvieron

actividad frente Staphylococcus aureus.

e De las concentraciones inhibitorias y bactericidas minimas de los extractos con

actividad, Croton lechleri mostré valores menores frente a Staphylococcus aureus.

e Los resultados obtenidos en el presente estudio, estimulan a continuar las
investigaciones sobre diversos aspectos todavia desconocidos: actividad
antibacteriana de los componentes de la sangre de grado frente a Staphylococcus

aureus.

e El [atex de Couma macrocarpa y Croton lechleri mostraron que poseen actividad

frente a Staphylococcus aureus.
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VII.

RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer estudios fitoquimicos de Couma macrocarpa puesto que
mostro tener actividad frente a S. aureus, con el fin de validarla cientificamente
como antibacteriano; puesto que no se encontrd ningun estudio anterior que se

haya realizado en dicha planta con este fin.

Seguir haciendo estudios antibacterianos para otras plantas con respecto a P.
aeruginosa ya que la mayoria de estudios se observa actividad ante otras bacterias

pero pocas plantas muestran efectividad frente a esta bacteria.

Realizar mas investigaciones acerca de secreciones laticiferas de plantas
amazonicas contra bacterias debido a la escasez de informacion acerca de este

tema.

Continuar con este tipo de investigaciones ayuda a la creacion de nuevas

medicinas que contrarresten el efecto nocivo de las bacterias.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1: OBTENCION DE LOS LATEX

"EsSalud wver
¥AM: APOCYNACEAE
NC : Couma macrocarpa

¢, NV : Leche caspi f
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ANEXO 2: REACTIVACION DE LA MUESTRA

ANEXO 3: SIEMBRA EN AGAR MULLER HILTON PARA LA PRUEBA DE SENSIBILIDAD
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ANEXO 4: ANTIBIOGRAMA DE LOS LATEX FRENTE A Pseudomonas aeruginosa EN EL
CUAL NO SE OBSERVA LA PRESENCIA DE HALO.

ANEXO 5: HALO DE INHIBICION DEL LATEX DE Couma macrocarpa “leche caspi” y

Croton lechleri “sangre de grado” FRENTE A S. aureus
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ANEXO 6: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA - CIM

DE Couma macrocarpa

ANEXO 7: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MiNIMA - CIM

DE Croton lechleri
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ANEXO 8: SEMBRADO DEL INOCULO DEL TUBO EN EL CUAL NO HUBO CRECIMIENTO
BACTERIANO PARA LA DETERMINACION DE LA CBM

ANEXO 9: RECUENTO DE COLONIAS AISLADAS - CBM

Couma macrocarpa “leche caspi”
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