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RESUMEN

En el Area de Productos Naturales de la Carrera de Ciencias Quimicas como en el
Area de Microbiologia del Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas
(IIFB), con la finalidad de buscar alternativas para el control del crecimiento de
microorganismos, se investigd la actividad antibacteriana y antifngica de plantas
del género Baccharis, utilizando extractos no polares y polares, de las especies
Baccharis latifolia, Baccharis genistelloides, Baccharis obtusifolia, Baccharis
papillosa, Baccharis santelicis, sobre cepas ATCC de microorganismos

fitopatdgenos y patdgenos humanos.

Para bacterias, cuando se utilizé 2 mg de extracto, la Escherichia coli 25922 ATCC
fue sensible al extracto no polar R3, mientras que Staphylococcus aureus 25923
ATCC presenta sensibilidad al extracto no polar R5. Los extractos polares B1, B2,
B3, B4, B5, B6, R4, S1C, S2C, S3P, S3C fueron activos a Escherichia coli 25922
ATCC. Staphylococcus aureus 25923 ATCC presentd sensibilidad al extracto polar
B2. Pseudomona aeruginosa 27853 ATCC fue sensible al extracto polar S1P y S3P.

Frente a Aspergillus niger y Phytophthora palmivora, el extracto de B. latifolia,
acuoso S2 y el extracto fendlico de polaridad media S20 tienen actividad inhibitoria
a 50 mg/mL. Frente a Aspergillus niger el extracto de B. latifolia etandlico E20 a 50

mg/mL y con 20 mg/mL para Phytophthora palmivora.

Sobre Candida albicans, cuando se utiliz6 1mg del extracto acuoso S2 y 0,5 mg de
extracto etanolico E20, de Baccharis latifolia, se observa inhibicion del crecimiento.
El extracto fendlico de polaridad media S20 presenta actividad fungistaticaa 1 mg y

por debajo de 0,5 mg el extracto etandlico E20.

Baccharis genistelloides tiene actividad fungistatica frente a Candida albicans a 1
mg tanto para el extracto polar acuoso S1 (La Paz) como para el extracto S3
(Cochabamba).

Por lo tanto, se observa que los extractos de Baccharis presentan un efecto inhibidor

frente a fitopatdgenos y patdgenos humanos.



ABSTRACT

In the Area de Productos Naturales, to the Carrera de Ciencias Quimicas and Area of
Microbiology to the Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas (IIFB), the
research goal was to find alternatives for controlling the growth of microoganism.
Thus antibacterial and antifungal activity was determined from plants of the genus
Baccharis, using non-polar and polar extracts, of Baccharis latifolia, Bacharis
genistelloides, Baccharis obtusifolia, Baccharis papillosa, Baccharis santelicis

species on ATCC strains of microorganism phytopathogens and human pathogens.

For bacteria when used 2 mg of extract, Escherichia coli ATCC 25922 was sensitive
to extract nonpolar R3, while Staphylococcus aureus ATCC 25923 has sensibility to
extract nonpolar R5. The polar extracts B1, B2, B3, B4, B5, B6, R4, S1C, S2C, S3P,
S3C were active against Escherichia coli ATCC 25922. Staphylococcus aureus
ATCC 25923 was sensitive to the polar extract B2. Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 was sensitive to S1P and S3P polar extract.

When used 50 mg/mL extract for Aspergillus niger and Phytophthora palmivora
have inhibitory activity B. latifolia aqueous polar extract S2 and the phenolic extract
of medium polarity S20. Only against Aspergillus niger ethanol extract E20 to 50
mg/mL and with 20 mg/mL for Phytophthora palmivora.

On Candida albicans when using 1 mg aqueous extract S2 and 0,5 mg of ethanol
E20 extract of Baccharis latifolia, growth inhibition was observed. The phenolic
extract of medium polarity S20 has fungistatic activity at 1 mg and below 0,5 mg of

ethanol extract E20.

Baccharis genistelloides has fungistatic activity against Candida albicans at 1 mg
for both the polar aqueous extract S1 (La Paz) to the S3 extract (Cochabamba).

Therefore the plants of the genus Baccharis extracts have an inhibitory effect

against phytopathogen and human pathogens.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

Dado el continuo crecimiento de la poblacion humana, se requiere incrementar la
produccion de alimentos. Una forma de conseguir este objetivo es la reduccion de
las pérdidas en cultivos agricolas provocadas por organismos causantes de
enfermedades y plagas (insectos, bacterias y hongos patdégenos de vegetales). Uno
de los métodos que mas se utilizan para contrarrestar estos males es el uso de
agroguimicos. Estos productos desempefian un papel muy importante en la
reduccion de los dafios econdmicos en los cultivos. Sin embargo, la toxicidad
elevada de algunos de ellos, su persistencia en el medio y su mal uso han llevado a

un replanteamiento de las estrategias de control de plagas.*?

A nivel mundial los fitopatogenos originan pérdidas que ascienden a miles de
millones de dolares al afio. El dafio que ocasionan no soélo se refiere a las pérdidas
de produccién econdmica, sino también a las pérdidas en la produccion bioldgica,
es decir a la alteracion que existe en el crecimiento y desarrollo de las plantas
hospedantes atacadas por estos microorganismos. De los diversos microorganismos
fitopatdgenos que atacan a las plantas, los hongos son el grupo que mas
enfermedades ocasiona y por lo tanto sobre el que mas investigacion se ha
realizado. Se sabe que mas de 8,000 especies de hongos pueden causar

enfermedades en las plantas.>*

Todas las plantas pueden ser infectadas y dafiadas por méas de una especie de hongo
fitopatdgeno y una especie de hongo puede atacar a mas de una especie de planta.
Algunos géneros y especies presentan una gran capacidad de adaptacion y se
encuentran ampliamente distribuidos, mientras que otros presentan caracteristicas
de adaptacion mas limitadas o bien son sumamente especializados, lo cual restringe
su distribucion. La cantidad de estudios e investigaciones en algunos grupos
depende en gran parte de la importancia economica de los cultivos o plantas que

dafian.>”’



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Por otro lado, también existe un marcado incremento de la frecuencia y gravedad de
las infecciones bacterianas y micoticas tanto en pacientes humanos como animales.
Estas infecciones pueden deberse a alteraciones inmunol6gicas asociadas con
quimioterapia anticancerigena, transplantes, nutricion parenteral, uso de antibioticos
de amplio espectro, sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y aparicion
de diferentes formas de patologias clinicas clasicas y de nuevas infecciones
bacterianas y fangicas, lo que ha ocasionado un mayor empleo de antimicrobianos,
motivando el desarrollo de investigaciones para la obtencion y formulacion de

nuevas moléculas.®*?

El consumo de antimicrobianos altera la flora microbiana del paciente, favorece la
resistencia y predispone al desarrollo de infecciones por patdgenos oportunistas,
donde, en el caso de bacterias la P. aeruginosa es de los mas comunes, que resulta
resistente a la mayoria de los antimicrobianos utilizados en la préactica clinica.
También, existen medicamentos como Anfotericina B, Fluconazol o Fluorocitosina
y otros antimicoticos, pero las tasas de fracasos en determinadas patologias son
superiores al 50%, hecho en el que acttan diversos factores como las enfermedades
subyacentes a las micosis que padecen los pacientes. Los problemas de seguridad y
toxicidad de los farmacos antifungicos o la aparicion de resistencias, motiva el
desarrollo de nuevos antifingicos que aporten ventajas apreciables respecto a los

actuales farmacos.**°

Consecuentemente existen dificultades en encontrar nuevos antimicrobianos, dada
la diversidad de especies potenciales destinatarias, ademas la presencia de maltiples
dianas, la inestabilidad genética entre el grupo de patdgenos, asi como la reducida
selectividad en el mecanismo de accién del antimicrobiano, unas no poseen amplio
espectro de accion, otras no son selectivas para el microorganismo siendo toxicas
para el huésped y muchos acttian solo deteniendo el proceso y no como biocida,
produciendo recurrencia. A esto se suma la aparicion de cepas resistentes a
antimicrobianos de uso clinico, que es uno de los problemas mas dificiles de

solucionar.*®’
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2. MARCO TEORICO
2.1. FITOPATOGENOS

El desarrollo de la enfermedad es el resultado de su interaccidn con las plantas, segun
una secuencia de etapas denominadas patogénesis. Algunas de estas etapas, cruciales

para el establecimiento de tal patogénesis son:

Union a la superficie de la planta.

Germinacion sobre dicha superficie y formacion de estructuras de infeccion.

Penetracion en el huésped.

Colonizacion de los tejidos del huésped.

En un principio, la reaccion de la planta ante el agente que ocasiona su enfermedad se
concentra en la zona enferma y es de naturaleza quimica e invisible. Sin embargo,
poco tiempo después la reaccion se difunde y se producen cambios histologicos que se
hacen notorios y constituyen los sintomas de la enfermedad, las células y los tejidos
afectados de las plantas enfermas cominmente se debilitan o destruyen a causa de los
agentes que ocasionan la enfermedad (Anexo A). La capacidad que tienen esas céelulas
y tejidos para llevar a cabo sus funciones normales disminuye o se anula por
completo; como resultado, la planta muere o merma su crecimiento. Los tipos de
células o tejidos que son infectados determinan el tipo de funcién fisiol6gica de la
planta que sera afectada. Asi, la infeccion de la raiz (por ejemplo, la pudricion),

dificulta la absorcion del agua y de los nutrientes del suelo.*"**%!

Las enfermedades de las plantas se clasifican en:
a) Enfermedades infecciosas de las plantas
1. Enfermedades ocasionadas por hongos
2. Enfermedades ocasionadas por procariontes (bacterias y micoplasmas)

3. Enfermedades ocasionadas por plantas superiores parasitas
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4. Enfermedades ocasionadas por virus y viroides
5. Enfermedades ocasionadas por nematodos

6. Enfermedades ocasionadas por protozoarios

b) Enfermedades no infecciosas de las plantas debidas a:
1. Temperaturas muy altas 0 muy bajas
Falta o0 exceso de humedad en el suelo
Falta o exceso de luz

Falta de oxigeno

2

3

4

5. Contaminacion atmosfeérica
6. Deficiencia de nutrientes

7. Toxicidad mineral

8. Acidez o alcalinidad del suelo (pH)
9. Toxicidad de los plaguicidas

10. Practicas agricolas inadecuadas

Para los millones de personas que habitan la Tierra y cuya existencia depende de los
productos vegetales, las enfermedades de las plantas pueden marcar la diferencia entre
una vida normal y una vida acosada por el hambre o incluso conducir a la muerte por
inanicion, provocar que los agricultores sufran pérdidas econdmicas que varian desde
porcentajes minimos hasta pérdidas de un cien por ciento. Las pérdidas ocasionadas
por las enfermedades de las plantas varia de acuerdo a la especie de planta o los
productos que se obtienen de ella, asi como al agente patdgeno, la localidad, el medio
ambiente, las medidas de control practicadas, etc., o con base en la combinacién de
todos estos factores, propiciar el aumento en el precio de los productos y destruir la
belleza del medio ambiente al dafar a las plantas en las ciudades como en el campo y
bosques. Las enfermedades de las plantas reducen la variedad de plantas que pueden
desarrollarse en una determinada zona geografica al destruir a todas las plantas de

ciertas especies que son muy susceptibles a una enfermedad en particular.'®
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2.1.1. BACTERIAS FITOPATOGENAS

Se conocen méas de 10° especies de bacterias, la cuales en su mayoria son
saprofitas, llevan a cabo importantes funciones en la eliminacion de residuos
vegetales, animales, industriales y contaminantes del ambiente. Algunas tienen la
capacidad de utilizar la luz o ciertos compuestos inorganicos como fuentes de
energia para la biosintesis (bacterias autotrofas) también hay bacterias asociadas de
maultiples formas con organismos superiores, como las fijadores de nitrégeno en las

leguminosas y las habitantes del tracto digestivo de los rumiantes.®"%

MARCHITAMIENTO
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TIZON EN FRUTO

— PUDRICION DEL FRUTO

MARCHITAMIENTO

T

PUDRICION DE LA RAIZ

Figura 1. Esquema en el que se muestra la interferencia que sobre los vegetales ocasionan

algunos tipos comunes de enfermedades.

Las bacterias fitopatdogenas ocasionan manchas y tizones foliares, pudriciones
blandas de frutos, raices y 6rganos almacenados, marchitamientos, crecimientos

excesivos, sarnas, cancros, etc. (Figuras 1 y 2). Cualquiera de estos tipos de
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sintomas puede ser producido por las bacterias patdgenas de varios géneros y cada
género contiene algunos patdgenos capaces de producir diferentes tipos de

enfermedades.® "8

a) Erwinia. Causa la pudricion suave de muchos cultivos, el tizon de fuego de las

rosaceas y la marchites de Stewart en el maiz. Bacilos gram negativos

b) Pseudomonas. Causa cancros en arboles y manchas foliares en numerosos
cultivos o crecimientos excesivos o proliferacion de los 6rganos Bacilos gram
negativos

c) Xanthomonas. Causa tizones foliares y lesiones necréticas en frutos de muchos
cultivos, la pudricion negra de cruciferas y el cancro de los citricos. Bacilos

gram negativos.

d) Clavibacter, causa entre otras enfermedades cancros en tomate. Bacilos gram

positivos

e) Agrobacterium. Causa la agalla de la corona en muchas plantas dicotiledoneas.

Crecimientos excesivos o proliferacion de los 6rganos Bacilos gram negativos

f) Xylella. Incluye solo a X. fastidiosa, causante de enfermedades en multiples

hospedantes. Bacilo gram negativo

g) Streptomyces s6lo producen sarnas o lesiones en los érganos subterraneos de

las plantas.

h) Rhizobium inducen la formacion de nodulos en las raices de las leguminosas

10
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1) Ralstonia es un genero con pocas especies, pero de gran importancia
econdmica por incluir a R. solanacearum, causante de marchites en numerosos

cultivos, sobre todo en areas tropicales y subtropicales. Bacilos gram negativos.
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Figura 2. Procariotas Fitopatdgenos
2.1.2. HONGOS FITOPATOGENOS

Las enfermedades causan anualmente a la agricultura mundial pérdidas del 10% de
la cosecha total. El grupo principal de organismos fitopatdgenos es el de los
hongos, de estos, actualmente se conocen mas de 8,000 especies que pueden

producir enfermedades. Se sabe que el 80% se presenta en forma esporadica y el
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20% en forma endémica, gracias a que la mayor parte de los hongos necesita de
condiciones especiales para su desarrollo. Los hongos que atacan a la parte aerea
destruyen el follaje causando manchas foliares y tizones. Los que atacan a las
raices retardan el desarrollo de la planta restandole vitalidad o causandole la
muerte. Los hongos son una de las principales causas de rendimientos bajos y

deterioro del producto.'®*"9

a) Phythophthora

Figura 3. Phythophthora palmivora en medio agar PDA.

Se tienen varias especies del hongo Phytophthora (Figura 3), los que afectan a
muchas especies de plantas: Cacao, Manzano, Frambuesa, Tomate, etc. Este hongo
vive en la tierra y cuando se dan las condiciones ideales, coloniza las raices y la
zona del cuello de las plantas. La causa principal que activa al patégeno es el
encharcamiento, el exceso de agua o por regar demasiado. Los sintomas que se
observan de manera general son:
a) Hojas amarillas que se marchitan, volviéndose a continuacién marrones.
La planta termina muriendo por la pudricion de raices y el cuello.
b) Puede aparecer zonas secas en tallos o troncos, con manchas oscuras en
el tejido debajo de éstas.
c) Elfollaje es escaso y clorético.

d) La planta se va secando hasta morir.

12
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Las especies de Phytophthora viven y se reproducen principalmente en el suelo y
por lo comun atacan las plantas susceptibles a nivel de la superficie del suelo o por
debajo de ella. Sin embargo, en algunas ocasiones las esporas del hongo son
diseminadas hacia la corteza dafiada de una rama o bien hacia los frutos que se
localizan a poca altura, de ahi que produzcan infecciones en esos érganos. El
hongo ataca a las raices, también puede atacar y destruir a las plantulas antes o
después de haber emergido del suelo (produciendo asi los sintomas del
ahogamiento) y en algunos casos, ataca y produce la pudricién parcial o completa

de algunos frutos, como tomate, pimiento, cacao, citricos, etc.

Se utilizan varios fungicidas sistémicos como el Metalaxyl, Fosetyl Al, Ethazol y
Propamocarb, los cuales se emplean para tratar semillas y suelos o se aplican como
inmersiones de trasplante 0 como aspersiones, 0 bien utilizando agua de riego. En
el caso de algunos cultivos como la fresa, la pudricion de la raiz por Phytophthora
se ha logrado controlar eficazmente fumigando los suelos con una mezcla de

Bromuro de Metilo y Cloropicrina.®”'*?

2.2. MICROORGANISMOS PATOGENOS HUMANOS.

Dentro de la amplia gama de bacterias también ocupan un lugar preponderante las
causantes de enfermedades tanto en animales (ANEXO B) como en el hombre (cdlera,
tuberculosis, tétano), los animales (antrax, mastitis, diarreas) (Anexo C). Finalmente
hay otras utilizadas en procesos industriales (Industria Lactea) e investigaciones

biotecnoldgicas (Ingenieria genética) que generan beneficios a la humanidad.

Las infecciones bacterianas oportunistas afectan a poblaciones variadas pero con una
caracteristica en comudn la inmunosupresion, que sumadas a la patologia de base,
agravan el cuadro y por lo tanto incrementan la morbilidad y mortalidad de los
pacientes. Entre las patologias, cuya etiologia sean infecciones bacterianas podemos

mencionar: la neumonia bacteriana y la bacteriemia en pacientes infectados con el
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virus de la inmunodeficiencia humana provocados por Pseudomonas aeruginosa, la
sepsis neonatal con sus agentes etiologicos Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, las infecciones del tracto urinario ocasionados por Escherichia coli y las

infecciones nosocomiales con su principal agente Pseudomonas aeruginosa.

De los microorganismos que producen patologia, los hongos son los elementos

emergentes y la causa frecuente de lesion tisular.?*%

La mayoria de las
aproximadamente 100.000 especies de hongos conocidas son saprofitas; sélo 8.000
pueden causar enfermedades en una 0 mas especies vegetales y tan sélo 100 son
patdgenas de humanos o animales.”*? De ellos los mas habituales son Candida y
Aspergillus, aunque hay otras como Fusarium, Alternaria, etc., que estan empezando a
producir un gran impacto.?® Candida y Aspergillus son los agentes etioldgicos mas
frecuentes y los sitios mas frecuentemente involucrados son: pulmon, higado y bazo;

menos frecuente: cerebro, tracto gastrointestinal >

Hasta hace poco tiempo se entendia que las infecciones fungicas nosocomiales eran
esporédicas, pero en los Gltimos afios también aparece como brote epidémico con
fuente exdgena adquiriéndose a partir de infecciones cruzadas entre personas dentro

del hospital o de su propio ambiente.**%

Entre los diversos factores que han contribuido al incremento significativo de la
expectativa de vida durante el siglo pasado se encuentra el control de numerosas
enfermedades infecciosas gracias a intervenciones como vacunas Yy antibioticos
especificamente. Por otro lado, la resistencia es un fendémeno creciente con
implicaciones sociales y economicas enormes dadas por el incremento de morbilidad y
mortalidad, aumento en los costos de tratamientos y de permanencia hospitalarias.***
La infeccion en establecimientos sanitarios representa un problema siempre presente
que lejos de haber sido solucionado o paliado, ha ido aumentando y haciéndose mas

complejo. Por un lado, se atienden a pacientes que son especialmente vulnerables a los
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gérmenes y por otro lado se utilizan procedimientos tecnolégicos avanzados, que son
en muchas ocasiones nuevas fuentes de entradas para las infecciones. La utilizacion de
catéteres, la asistencia respiratoria, alimentacion parenteral, el tratamiento
farmacologico, la utilizacion de procedimientos invasivos, tanto diagndsticos como
terapéuticos han dado lugar a un fendmeno propicio para la invasiébn microbiana,
convirtiendo asi a las Unidades de Cuidados Intensivos en las areas de mayor riesgo y

en las que se registran las tasas mas elevadas de infecciones nosocomiales.>*3®

El incremento de las infecciones, su trascendencia econémica y social, su importancia
clinica y epidemiol6gica como altas tasas de morbilidad y mortalidad, propician la
investigacion, descubrimiento y comercializacion de nuevas sustancias, con espectros
antimicrobianos mas amplios y de menor toxicidad que ofrezcan una alternativa

terapéutica para el tratamiento de estas patologias.®’

2.2.1. BACTERIAS

Casi 200 especies de bacterias son patdgenas para el ser humano, es decir,
causantes de enfermedades. El efecto patdgeno varia mucho en funcion de las
especies y depende tanto de la virulencia de la especie en particular como de las
condiciones del organismo huésped. Entre las bacterias mas dafiinas estan las
causantes del célera, del tétanos, de la gangrena gaseosa, de la lepra, de la peste, de
la disenteria bacilar, de la tuberculosis, de la sifilis, de la fiebre tifoidea, de la

difteria y de muchas formas de neumonia.?*??

a) Escherichia coli

Escherichia coli, es una bacteria (Figura 4) que se encuentra generalmente en los
intestinos animales (incluido el humano) y por ende en las aguas negras. Reacciona
negativamente a la tincion de Gram, es anaerobio facultativo, movil por flagelos

peritricos (que rodean su cuerpo), no forma esporas, fermenta la glucosa y la
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lactosa. Conjuntamente con otras bacterias son necesarias para el funcionamiento

correcto del proceso digestivo, siendo ademas productora de vitaminas B y K.

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden:  Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: E. coli

Figura 4. Escherichia coli

La fuente de infeccidn son las personas infectadas, alimentos y agua contaminada.
La diseminacion es por via fecal-oral. Carne poco cocida o leche pasteurizada. E.
coli puede causar infecciones intestinales y extra-intestinales generalmente
severas, tales como infecciones del aparato excretor, meningitis, peritonitis,

mastitis, septicemia y neumonia Gram-negativa.

e E. coli enteropatogénica (ECEP)

Es el agente causal predominante de diarrea en nifios que viven en paises en via
de desarrollo. EPEC interacciona con las células epiteliales produciendo una
lesion histopatolégica caracteristica: “adherencia/destruccion” o lesion A/E

(attaching and effacing).

e E. coli enterotoxigénica (ECET)
Se parece mucho a V. cholerae, se adhiere a la mucosa del intestino delgado, no
invade y elabora toxinas que producen diarrea no sanguinolenta. Sin cambios

histologicos en las células de la mucosa y poca inflamacion.
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e E. coli enteroinvasiva (ECEI)
Es inmovil, no fermenta la lactosa. Invade el epitelio intestinal causando diarrea

sanguinolenta en nifios y adultos. Libera el calcio en grandes cantidades
impidiendo la solidificacion oOsea, produciendo artritis y en algunos casos

arteriosclerosis.

e E. coli enterohemorrégica o verotoxigénica (ECEH)

Produce verotoxinas que acttan en el colon. Sus sintomas son: primero colitis
hemorrégica, luego sindrome hemolitico ureico (lo anterior mas infeccion del
rifidn, posible entrada en coma y muerte), y por ultimo, purpura trombocitopénica

trombotica (lo de antes mas infeccion del sistema nervioso central).

e E. coli enteroagregativa (ECEA)

Los estudios realizados sobre la capacidad adherente de la E. coli a células
heteroaploides (HEp-2) muestran que, ademas de la adherencia localizada, existen
otros 2 mecanismos: uno llamado difuso, que se produce cuando las bacterias se
unen al citoplasma celular y otro agregativo, que se forma cuando las bacterias se
acumulan en forma de empalizada tanto en la superficie celular como en el vidrio

de la preparacion.

e E. coli adherencia difusa (ECAD)
No se ha demostrado que pueda causar diarrea en nifios mayores de un afo de

edad ni en adultos.

b) Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa, es una bacteria Gram-negativa, aerdbica, agrupados en parejas de
cadenas cortas o aisladas, que poseen un flagelo polar, aunque raras veces poseen 2
0 3, son moviles y no esporulados, considerado como patégeno oportunista para

los humanos y plantas. Como otras Pseudomonas, P. aeruginosa (Figura 5) secreta
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una variedad de pigmentos, como la piocianina (azul verdoso), la fluoresceina

(amarillo verdoso fluorescente) y la piorubina (rojo pardo).

Reino: Bacteria

Pocudcomna. Filo: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden:  Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género:  Pseudomonas
Especie: P. aeruginosa

Figura 5. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa comunmente se la encuentra en el polvo, el agua, las plantas y
verduras, medio ambiente marino y animales. Puede crecer bien en diferentes
medios y soporta gran variedad de condiciones fisicas. Si bien su predileccion son
los ambientes humedos, P. aeruginosa es primariamente un patégeno hospitalario
y causa enfermedad en forma frecuente a huéspedes normales produciendo
infecciones cuando el huésped tiene alteradas las defensas, principalmente en

pacientes con quemaduras extensas, leucémicos, transplantados, etc.

Los factores que predisponen a una infeccion por Pseudomonas son:
hospitalizacion prolongada, ingreso en Unidad de Tratamiento Intensivo, ambiente
hamedo, utilizacidn previa de antibidticos de amplio espectro, sonda vesical, etc.
El agua se halla también implicada como fuente de epidemias hospitalarias por P.
aeruginosa. La contaminacion del agua corriente, de piletas, palanganas, tanques
de hidroterapia, maquinas de hielo y otros reservorios del medio ambiente

hospitalario han sido fuente de infeccion de P. aeruginosa.

La contaminacion de las manos de los trabajadores de la salud con P. aeruginosa,

puede contribuir a la infeccion cruzada entre pacientes.
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c) Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus comprende microorganismos que estan presentes en la
mucosa y en la piel de los humanos y otros mamiferos y aves, incluyendo a 35
especies y 17 subespecies, muchas de las cuales se encuentran en los humanos. Las
especies que se asocian con mas frecuencia a las enfermedades en humanos son
Staphylococcus aureus (el miembro maéas virulento y conocido del género),
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophiticus, Staphylococcus

capitis, "Staphylococcus afarensis™ y Staphylococcus haemolyticus.

Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden:  Bacillales

Familia: Staphylococcaceae

Género: Staphylococcus

Especie: S. aureus

Figura 6. Staphylococcus aureus

El S. aureus (Figura 6) es un coco inmovil, de 0.8 a 1 micrometro de didmetro, que
se divide en tres planos para formar grupos de células irregulares semejantes a
racimos de uvas. Unas pocas cepas producen una capsula o capa de baba que
incrementa la virulencia del microorganismo. El S. aureus es un microorganismo
grampositivo pero las células viejas y los microorganismos fagocitados se tifien

como gramnegativos.

El Staphylococcus aureus es un agente patogénico que actia como un
microorganismo saprofito, se encuentra en la piel del individuo sano pero en
ocasiones en que las defensas de la piel caen puede causar enfermedad. El
principal grupo de riesgo son pacientes hospitalizados o inmunocomprometidos.

Causan infeccion de piel y partes blandas, neumonia, sepsis con 0 sin metastasis
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(osteitis, artritis, endocarditis, abscesos localizados), orzuelos. Enfermedades por
toxinas (sindrome de la piel escaldada, sindrome del shock toxico vy

gastroenteritis).

2.2.2. HONGOS

Se han detectado casi 700 géneros y especies causantes de micosis en el hombre,
de ellos los mas habituales en nuestro entorno son Candidas, Aspergillus, etc.,
aunque hay otras como Fusarium, Alternaria, etc que estan empezando a producir

impacto.’*® El desarrollo de una infeccién fangica depende del estado de los

mecanismos defensivos del hospedador, los factores de virulencia del hongo y la
5-10,53

dosis infectante o tamafio del inéculo fungico.

SENOS
PARANASALES

CONDUCTOS

SANGUINEOS _ ESOFAGO

PULMONES ~ PIEL

Figura 7. Puertas de entrada de hongos patdégenos y hongos oportunistas que provocan
mIcosis.
Las enfermedades por hongos patdégenos humanos (Figura 7), las podemos
diferenciar en dos grandes grupos: a) las ocasionadas por patogenos verdaderos, en

donde el hongo es capaz de producir enfermedad en el huésped normal cuando el
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inoculo es suficientemente grande y b) un segundo grupo en que el desarrollo de la
afeccion se relaciona mas con la respuesta inmunitaria deprimida del individuo,
denominandose infeccion oportunista. Los hongos oportunistas han emergido
como causa importante de morbilidad y mortalidad y el aumento de estas micosis

emergentes va en paralelo al incremento de pacientes inmunodeprimidos.®%

2.2.2.1. MICOSIS
En una micosis, se puede distinguir entre dos fuentes de infeccion:

a) Enddgenas. Las infecciones enddgenas estan causadas por especies de
hongos que se encuentran entre los organismos comensales que habitan
naturalmente en el cuerpo, como Candida albicans. Los cambios en el
cuerpo debidos a una medicacion o a una enfermedad, como la diabetes,
pueden activar el paso de la fase no infecciosa (saprofitica) a la infecciosa
(parasitaria).

b) Exogenas. En una infeccion exdgena, los hongos se transmiten desde el

exterior del cuerpo.

Los hongos pueden originar patologias muy variadas que pueden ser clasificadas

(Figura 8) de acuerdo con su localizacion inicial en:

a) MICOSIS SUPERFICIALES
Son aquellas adquiridas por contacto y que afectan a la capa externa del estrato
cérneo de la piel y a la cuticula del pelo. Algunos de los agentes etiologicos
causantes de este tipo de infecciones son Malassezia spp. (Pitiriasis versicolor),

Trichophyton mentagrophytes y Fusarium spp.
b) MICOSIS CUTANEAS

Difieren de las superficiales en que pueden afectar a capas mas profundas de la

piel provocando la respuesta inmunitaria del huésped. Los dermatofitos son los
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d)

principales causantes de este tipo de infecciones cutaneas siendo Trichophyton,
Epidermophyton y Microsporum los géneros mas frecuentemente implicados.
La etiologia de las infecciones cutaneas no se encuentra limitada a este grupo de
hongos ya que algunos hongos no dermatofitos pueden también estar
implicados en dicha infeccion. Asi por ejemplo Candida spp, puede originar
candidiasis mucocutanea. Las micosis cutaneas pueden evolucionar

ocasionando lesiones subcutaneas.

MICOSIS SUBCUTANEAS

La infeccion se produce frecuentemente por inoculacion traumatica. Los
agentes causales de este tipo de micosis pertenecen a un grupo heterogéneo de
microorganismos de escasa capacidad patdgena, aislados frecuentemente del
suelo o a partir de materia organica en descomposicion. Afectan a las capas
profundas de la dermis y tejido celular subcutaneo pudiéndose extender a

musculo y hueso.

MICOSIS SISTEMICAS

En las micosis sistémicas se produce la afectacion de dos o mas Organos.
Pueden afectar a huéspedes sanos, siendo los hongos dimorficos los agentes
causales, los cuales han desarrollado mecanismos para proliferar en los tejidos
del huésped inmunocompetente. Sin embargo, son mucho mas frecuentes en
pacientes inmunocomprometidos, siendo en este caso ocasionadas por hongos

oportunistas que usualmente no causan infeccion en el huésped sano.

HONGOS OPORTUNISTAS

Reciben el nombre de hongos oportunistas un grupo heterogéneo de hongos del suelo,
que presentan una distribucion geografica amplia y que tradicionalmente son
considerados como no patdgenos. Sin embargo, en determinadas circunstancias en las
qgue el huésped se encuentra inmunocomprometido, pueden causar un cuadro

infeccioso. Generalmente suelen ser pacientes con alteraciones en la respuesta
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inmunitaria inespecifica, como los neutropénicos o aquellos en los que la afectacion
inmunitaria incluye también la respuesta adaptativa, como es el caso de individuos
sometidos a tratamientos sistémicos con corticoides o radioterapia y/o quimioterapia
antineoplasica. Asi también el incremento de la incidencia de las infecciones
oportunistas esta relacionado, y evoluciona paralelamente con los avances en la
cirugia de trasplantes de 6rganos solidos y de médula 6sea que, aunque permiten
prolongar la vida de pacientes con enfermedades malignas, provocan un estado de
inmunodepresion severa que predispone al establecimiento de este tipo de infecciones,
como en aquellos con implantaciones prolongadas de catéteres intravasculares,
terapias antimicrobianas continuas, protesis o heridas trauméticas, farmacos
antitumorales o radiacion, aparecen también en pacientes tratados con hormonas,
como el cortisol, en sujetos con diabetes y en quienes han seguido tratamiento
antibiotico durante mucho tiempo, procedimientos terapéuticos, como el uso
indiscriminado de antibidticos y esteroides, citotdxicos, nutricion parenteral asi como

a drogadiccion, neoplasias, colagenopatias y diabetes mellitus.>*®

La aparicion del SIDA a finales de la década de los 70 como enfermedad
inmunosupresiva, ha contribuido también a incrementar el desarrollo de
infecciones oportunistas, entre las cuales las micosis ocupan un importante
lugar. La severidad de las micosis oportunistas depende principalmente de la
incapacidad del sistema inmune del individuo para limitar el proceso
infeccioso, de los factores de virulencia del hongo y de las condiciones del

microambiente en que se lleva a cabo la interaccion hospedero-parasito.

Los hongos que se suelen aislar en estos casos es Aspergillus, hongos que
pertenecen al género Candida, en especial Candida albicans (el cual produce
candidiasis), que pueden infectar los Organos internos y las membranas
mucosas de la boca, garganta y tracto genital. En personas con inmunidad

deteriorada, este organismo puede originar una infeccion crénica.®2*4%42

23


http://www.monografias.com/trabajos/enuclear/enuclear.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/dertrat/dertrat.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/neuronas/neuronas.shtml#SISTYHORM
http://www.monografias.com/trabajos12/diabet/diabet.shtml

CAPITULO 2. MARCO TEORICO

MIC OSIS PROFUND A MIC OSIS SUPERFICIAL
MIC OSIS CUTANEA
MIC OSIS SUBCUTANEA
CEREBRO — =
PULMON
CORAZON ___
R PIEL
HIGADO | —
. CABELLO
BAZO —
RINON ~__

o —

Figura 8. Principales tejidos que afectan la micosis profunda en comparacion con la

micosis superficial, cutanea y subcutanea.

2.3. FORMAS IMPORTANTES DE INFECCION FUNGICA
2.3.1. ASPERGILOSIS

Son un amplio y heterogéneo grupo de enfermedades oportunistas causadas por
hongos filamentosos del genero Aspergillus spp, no contagiosas, esporadicas,
producidas por diferentes mecanismos patogénicos (Figura 9). Las formas clinicas
de presentacién son de diferente gravedad y dependen de factores relacionados con
el huésped. Por lo cual la definicion excluye a las enfermedades causadas por

toxinas (micotoxinas).****
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a) Epidemiologia

El géenero Aspergillus es uno de los mas frecuentemente identificados en los
casos descritos de infecciones flngicas que afectan fundamentalmente a
pacientes inmunocomprometidos. Estudios ambientales indican que el hombre
“sano” puede inhalar diariamente cientos de esporas de Aspergillus que son
facilmente eliminadas por el sistema inmune, pero presenta patologias en
personas con prolongada y severa granulocitopenia, como pacientes con
enfermedades hematoldgicas, receptores de 6rganos solidos y de médula dsea y
pacientes con elevadas dosis de corticosteriodes.”*" Pacientes sometidos a
procedimientos quirtrgicos como: cirugia cardiovascular, también implantes
protésicos como los de cadera. Pacientes en hemodialisis. Pacientes con
patologia pulmonar previa como bronquitis cronica, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, fibrosis quistica, tuberculosis. Pacientes

inmunosuprimidos, inmaduros, recién nacidos pretérmino.***°

La enfermedad se produce como consecuencia de la inhalacion de esporas
contenidas en el aire, por lo que los senos paranasales y los pulmones son los
sitios en que asienta primariamente la enfermedad con mayor frecuencia.
También pueden invadir el oido externo y la piel traumatizada. En
inmunocompetentes la enfermedad suele ser invasiva, diseminada, grave y

muchas veces fatal.>%>?

b) Etiologia

Las numerosas especies del genero aspergillus se encuentran ampliamente
distribuidas en el medio ambiente. Por lo tanto son especies cosmopolitas de
distribucion universal. Solo unas pocas especies de las mas de 500 incluidas en
este género se han descrito como causantes de patologia en el hombre. A.

fumigatus es la de mayor interés, por ser invasiva en enfermos
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inmunodeprimidos. Otras especies que pueden causar enfermedad son A.

Flavus, A. niger, A. terreus, A. nidulans, A. versicolor, A. glaucus, etc.

Las especies del genero Aspergillus son termdfilas, capaces de crecer a
temperaturas superiores a 50 °C, lo cual posibilita su desarrollo en restos

organicos como estiércol, vegetacion muerta, al calentarse por reaccion de

fermentacion bacteriana.

Figura 9. Aspergillus niger visto al microscopio y placa de incubacion.

2.3.2. CANDIDIASIS

Candida albicans forma parte de la micro biota normal humana del tracto
gastrointestinal, urinario, genital y es considerado un patégeno oportunista de
enfermedades denominadas “candidosis o candidiasis”, causando enfermedades
fangicas que se presentan generalmente en individuos inmunosuprimidos o
sometidos a tratamientos extensos con antibioticos, aunque la mayoria de las
infecciones producidas por Candida albicans son de origen endogeno, es
posible la transmision inter-humana, como ser la de la madre via vaginal al hijo
y también puede adquirirse en ambientes hospitalarios. Se reporta que las
candidiasis mas frecuentes que se detectan en pacientes son de tipo vaginal y en

ufias. EI agente primario para el tratamiento en mucosas es la Nistatina y
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cuténeas es el Clotrimazol via topica, para el sistema digestivo Ketoconazol y
para las diseminadas Anfotericina B, también se utiliza Fluconazol por sus
diferentes formulaciones, vias de administracion y la relativa carencia de
toxicidad. Aunque existen estos y otros antifingicos, algunos de ellos presentan
desventajas serias, debido a que actian sélo como fungistaticos o causan dafios
colaterales, asi como existe un aumento de resistencia a las drogas clasicas y
tratamientos tradicionales con antifungicos por mutacion de cepas previamente
sensibles y en otros casos existen proteinas transportadoras en el huésped que
estan en concentracion elevada provocando la salida del farmaco, reduciendo su

acumulacion intracelular.***%%*

En Candida albicans (Figura 10) el dimorfismo presenta caracteristicas
especiales ya que cuando se encuentra colonizando las mucosas se desarrolla
fundamentalmente como levadura, mientras que cuando invade los tejidos se

observan levaduras e hifas.

Figura 10. Candida albicans a) vista al microscopio y b) en medio agar Sabouraud

Dextrosa.

Los filamentos de Candida albicans facilitan la adhesion a las células del
hospedador, penetracion tisular, a la vez que dificultan la fagocitosis. Las hifas

son maés dificiles de fagocitar que las levaduras y permiten el escape del interior
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de la célula fagocitica al romper la membrana citoplasmica del fagocito. La
adhesion de los hongos a las superficies del hospedador es un paso fundamental
en la patogenia de la infeccion fangica. Han sido caracterizadas un gran numero
de adhesinas, siendo en su mayor parte proteinas o glicoproteinas que se unen a
receptores del hospedador de naturaleza similar. En Candida albicans se han
descrito también adhesinas para materiales plasticos utilizados en medicina

como las prétesis y los catéteres.>>2

Las infecciones fungicas adquieren diferentes formas ain habiendo penetrado
en una misma zona cutanea, algunas descripciones mas frecuentes de

candidiasis en anatomia patoldgica son:

« Candidiasis cutaneas: Se produce una dermatitis crénica en la que el
hongo se extiende hasta el estrato corneo del epitelio.
« Candidiasis sistémicas: C. albicans forma microabscesos en los que se

aprecian grandes cantidades de hifas y levaduras.

La micosis oportunista mas frecuente es la candidiasis, se estima que la
enfermedad es responsable de casi la cuarta parte de las defunciones micéticas.
Una de las formas clinicas mas comunes de la enfermedad es la estomatitis
micética 0 Muget, que se caracteriza por placas blancas ligeramente adheridas a
la mucosa bucal, también puede encontrarse en faringe y en eséfago. La
dermatitis de los pafiales y las quelitis son causadas frecuentemente por
Candida albicans. El intertrigo de los grandes pliegues, muget vulvovaginal y
onixis con perionixis (especialmente en mujeres adultas cuyo trabajo exige la
inmersion frecuente de las manos en el agua). En el adulto la candidiasis casi
siempre se asocia a enfermedades o condiciones debilitantes, tales como
diabetes, tuberculosis, sifilis, cancer, obesidad, transplantes de 6érganos, VIH-
SIDA y otras.**4
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Aunque la candidiasis suele limitarse a las mucocutaneas, puede darse la
infeccion sistémica por diseminacién sanguinea, sobre todo en pacientes muy
debilitados y sometidos durante un tiempo prolongado a tratamiento con
antibioticos. Estos casos muchas veces se presentan por lesiones ocasionadas
por exploracion medica con catéteres, insercion de estos instrumentos en la
uretra o por intervenciones quirurgicas. La localizacion puede ser en estos
casos en cualquier érgano y con mayor frecuencia en 0jos, rifiones y huesos. La
alimentacion rica en hidratos de carbono puede ser otro elemento que facilita la
colonizacion del agente. La mayor parte de las infecciones tiene una fuente
enddgena. La infeccidn puede transmitirse por contacto con las secreciones de

la boca, piel, vagina y heces de enfermos o portadores.®°

La transmision puede ser por ropas, objetos y también por contacto sexual.
Estos hongos estan siempre presentes en la piel y en la mucosa del tracto
digestivo, genitourinario y respiratorio de la mayoria de las personas, pero se
encuentran controlados por otros microorganismos no patégenos. Cuando se
produce un desequilibrio, el aumento desmedido de la poblacion de hongos

produce esta u otras micosis.

En los animales son especialmente sensibles los jévenes. En cachorros de perro,
gato, terneros y potros, se produce una estomatitis y enteritis de origen
micoOtico, observandose placas de color blanco a grisaceo como consecuencia
de inflamacion pseudomembranosa de la mucosa. En adultos las formas
patogénicas dependen de la especie. En cerdos se presentan infecciones en la
porcion terminal del esofago y en la zona esofagica del estomago. En las
Ulceras estomacales puede hallarse C. candidum, sin embargo en vacas es
corriente la mastitis producida por C. albicans, asi como la aparicion de

metritis y/o vaginitis, al igual que en las yeguas. En los machos, especialmente
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en caballos y toros sementales, la forma clinica mas frecuentemente observada
es la candidiasis genital. En gallina, pavo y otras aves, puede haber infeccién
bucal, del eséfago y del buche con zonas blanquecinas pseudomembranosas,

generalmente en las aves jévenes.”*>°

a) Epidemiologia

La candidiasis afecta normalmente las zonas humedas y célidas de la piel y las
mucosas, como las axilas, la boca, ufias, el glande y la vagina; las erupciones
cutaneas asociadas con el uso de pafales suelen ser de este tipo. Representa un
25% de las micosis cutaneas. Coloniza la piel, el tracto gastrointestinal o vagina
de individuos sanos. Las infecciones por Candida spp., se producen por tres
mecanismos: por invasion de cepas que colonizan del tracto gastrointestinal o la
piel; como consecuencia de transmision vertical en el neonato, 0 en raras
ocasiones por transmision horizontal. Es posible la transmision nosocomial a
través de comida, objetos inanimados y contacto directo. En el paciente
oncologico, el origen de la candidiasis diseminada suele ser endégeno, aunque
también es comdn que sea por infeccion del catéter. Los pacientes con
infeccion VIH se colonizan con frecuencia por maltiples cepas de C. albicans.
Las recurrencias de candidiasis oral o esofagica que ocurren tras el tratamiento
pueden ser debidas a la misma cepa o hasta en la mitad de los casos a una cepa
diferente de la inicial. La candidiasis es la causa mas frecuente de vaginitis, al
ser Candida albicans parte de la flora normal de la vagina. Las condiciones
patogenas pueden producirse por el uso de duchas, que eliminan parte de los
microorganismos que controlan (como los lacto bacilos) su desarrollo elevado.
Las probabilidades de contraer candidiasis aumentan en pacientes obesos Yy
diabéticos; el consumo de antibidticos y anticonceptivos también incrementa el
riesgo, asi como alteraciones hormonales debidas al embarazo. En pacientes

con deficiencia inmunologica, neoplasias, diabetes, lupus eritematoso y
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linfomas, la infeccion puede extenderse, con consecuencias bastante

graves 6,9,16,52-55

b) Etiologia.

Los hongos estan siempre presentes en el cuerpo humano, pero la presencia
natural de otros microorganismos, previenen su crecimiento descontrolado. Sin
embargo, perturbaciones externas, como el uso de ciertos detergentes,
variaciones del pH, o internas, como cambios hormonales o fisioldgicos,
pueden causar alteraciones de la biota y resultar en un crecimiento anormal de
los hongos. El embarazo, uso de anticonceptivos, sexo vaginal después de sexo
anal, uso de lubricantes que contienen glicerina, son factores relacionados con
infeccion por hongos. La diabetes y el uso de antibidticos también parecen

tener incidencia en la micosis.

Aunque se han comunicado unas 200 especies de Candida, s6lo 10 se han
descrito asociadas a enfermedad. La mas frecuente, es Candida albicans, que
supone entre el 60-80% del total causante de enfermedad, cada vez se describen
con mas frecuencia otras especies de Candida no albicans, que incluyen C.
parapsilosis. Las infecciones fungicas adquieren diferentes formas aun

habiendo penetrado en una misma zona cutanea.

2.4. PRODUCTOS NATURALES

La aplicacion excesiva e indiscriminada de bactericidas y fungicidas para el control de

enfermedades agricolas ha ocasionado un sin nimero de problemas de resistencia,

afectando al medio ambiente y ocasionando complicaciones a la salud humana.

Ademés de que elevan los costos de produccion por la utilizacion de esta clase de

sustancias. Ante esta situacion, el nuevo enfoque en el combate de los fitopatdgenos

trata de integrar nuevas opciones encaminadas a la proteccion y aumento de cosechas

pero con alternativas no perjudiciales; en este caso la utilizacion de sustancias de
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origen natural, que las mismas plantas han desarrollado a través de la evolucion
pueden ser una alternativa para limitar poco a poco el uso de agroquimicos. Esto
pudiera eliminar varios efectos adversos causados por el uso de compuestos sintéticos
debido a la rapida biodegradabilidad de los metabolitos organicos, ya que estos
desparecen con facilidad del medio ambiente aereo y del suelo después de que son

aplicados en el campo.>®>®

Como parte de su metabolismo, las plantas producen una diversidad de compuestos
organicos, de los cuales la mayoria no parece tener participacion directa en su
crecimiento y desarrollo. A estos componentes se les conoce como metabolitos
secundarios, el reconocimiento de las propiedades de los metabolitos secundarios ha
conducido a la busqueda de nuevos farmacos, antibioticos, insecticidas y herbicidas.
Ejemplos de agroquimicos derivados de productos naturales son los piretroides
sintéticos, la azadiractina, la nicotina, la rotenona, la sabadilla y la ryania. Por su lado,
la industria farmaceutica muestra el descubrimiento de medicamentos originados a
partir de productos naturales, entre otros la aspirina, la digoxina, la morfina y la

quinina.®®

La Fitoterapia es una parte de la Terapéutica, cuyo desarrollo nos permite disponer de
medicamentos a base de plantas, para prevenir, atenuar o para curar un estado
patolégico, generalmente con una actividad suave o moderada, con margenes
terapéuticos relativamente amplios, que dan lugar a tratamientos menos agresivos.
Por lo cual se considera a la Fitoterapia, util en el tratamiento de afecciones leves o
moderadas, asi como en afecciones cronicas. Civilizaciones antiguas han utilizado los
productos naturales o productos de origen vegetal, asi los egipcios las utilizaban para
preservar a sus muertos; los griegos utilizaban para algunas enfermedades comunes de
la época como indigestion y neumonia, también como conservadores de sus
alimentos. El conocimiento empirico acerca de las plantas y sus efectos curativos se

acumul6é durante muchos milenios y posteriormente pasé a ser parte integral de
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sistemas y tradiciones curativas de las Culturas. La informacion sobre principios y
practicas era transmitida mediante la tradicion oral de generacion en generacion. Solo
una minima parte de estos conocimientos iban acompafiados de instrucciones escritas.
Es asi que histéricamente, las plantas medicinales siempre han estado ligadas con el
bienestar del ser humano. Particularmente drogas y extractos, han pasado de tener un
papel hegemonico en el arsenal terapéutico, de un discreto segundo plano, para volver

a tener, en las dos Gltimas décadas una presencia cada vez mayor en la terapéutica.®®®

En Latino América a través de ceramicas, tejidos y grabados, actualmente se tiene
bastante informacion acerca del uso de plantas medicinales en tiempos
precolombinos. Aunque en el siglo pasado el empuje de la industria farmacéutica,
fundamentada en el empleo de plantas se consideraba como una practica primitiva e
irracional, en décadas recientes, la fitoterapia ha experimentado un extraordinario
resurgir. Esta disciplina defiende que frente a los tratamientos quimicos las plantas
medicinales ofrecen numerosas ventajas. Los principios activos estan equilibrados en
las especies vegetales por la presencia de sustancias complementarias que se
potencian entre si y no se acumulan en el organismo limitando los efectos
secundarios. Por lo tanto la principal ventaja de la fitoterapia reside en su propio
modo de accion ejerciendo un efecto mas suave y profundo sin agredir al organismo

humano.

El retorno hacia el uso de los productos de origen natural en terapéutica se ha visto
favorecido por:
e El descubrimiento de graves efectos secundarios en farmacos de sintesis.
e Un mayor conocimiento quimico, farmacolégico y clinico de las drogas
vegetales y sus productos derivados.
e El desarrollo de nuevas formas de preparacion y de administracion de las drogas
vegetales y sus extractos.

e El desarrollo de métodos analiticos que garantizan un mejor control de calidad.
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e EIl aumento de la automedicacion, ya que los productos fitoterapicos son, en
general, menos peligrosos y por tanto mas aptos para la automedicacion.

e EIl cambio del perfil del consumidor que, desde finales de la década de 1980,
prefiere los productos naturales en vez de los productos sintéticos en todos los
segmentos del mercado, abarcando de esta manera los sectores de salud,

alimentacion, higiene y vestimenta.

En Europa y Estados Unidos y Canada ha renacido el interés por los productos
naturales estimulado por un mayor conocimiento de la accion de las plantas y la
elaboracion de normas relativas a la seguridad, calidad y fiabilidad de estos
preparados. Por ello y por el enorme potencial curativo que posee el mundo vegetal, la
fitoterapia se estd transformando en una practica muy distinta a la de nuestros
antepasados. Los medicamentos utilizados en esta nueva fitoterapia, medicamentos
herbarios, fitoterapicos o medicamentos fitoterapicos, deben ajustarse a los
requerimientos actuales de seguridad, eficacia y calidad necesarios para cualquier
medicamento. Por lo cual, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en la
resolucion WHA 42.43 (1989) de la Asamblea Mundial de la Salud sugirié a los
paises miembros a realizar una comprensiva evaluacion de los sistemas tradicionales
de salud a efectos de llevar a cabo, respecto a las plantas, un listado de especies a ser
incorporadas en las farmacopeas nacionales, pero que se ajusten a los estandares de

seguridad, eficacia y calidad recomendados para los productos de salud humana.®®®

Muchas de las drogas vegetales internacionalmente reconocidas y utilizadas como
materia prima de medicamentos (manzanilla, pasiflora, ginseng, gingko, etc.) ya
tienen su incorporacion en las Farmacopeas internacionales, con normas que definen
su identidad y calidad. Asi mismo, muchas Universidades y entidades
gubernamentales han centrado sus investigaciones en la certificacion de seguridad y
eficacia a través de estudios farmacologicos, toxicoldgicos y clinicos. Hoy en dia, la

Farmacopea Europea y la USP-NF (United State Pharmacopoeia-National Formulary)
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incluyen una gran cantidad de monografias de drogas vegetales. En nuestra region de
Ameérica del Sur, las investigaciones botanicas, quimicas o farmacologicas sobre
plantas o drogas vegetales autoctonas representan un verdadero desafio, donde
recopilar esa informacion y desarrollar metodologias de analisis para la identificacion
y evaluacion de calidad de dichas drogas representa una importante contribucién tanto

a la Industria Farmacéutica, asi como a la salud de la poblacién en general.**

En la actualidad el consumo mundial de las llamadas plantas medicinales y sus
derivados se traduce en volumenes considerables de intercambio comercial. Solo en
Estados Unidos, en el afio 2002, las ventas en tiendas minoristas de productos a base
de drogas vegetales alcanzaron casi 350 millones de dolares, sin encontrarse incluidas
en estas cifras las ventas producidas en otros canales de comercializacion. En Europa
el mercado de los fitofarmacos era estimado en el afio 2002 en 400 millones de

dolares, con un crecimiento anual del 12%.

Si bien la medicina moderna esta bien desarrollada en la mayor parte del mundo,
grandes sectores de la poblacion de los paises en desarrollo todavia dependen de las
plantas medicinales y los medicamentos herbarios para su atencion primaria. La
organizacion mundial de la Salud estima que la atencion médica del 80% de la
poblacion mundial depende de la medicina tradicional, incluyendo la herboristeria
(Figura 11). De esta manera las plantas juegan un papel primordial en los sistemas de
salud publica de paises en desarrollo. Es mas, durante las ultimas décadas, el interés
del publico en las terapias naturales ha aumentado enormemente en los paises
industrializados y se halla en expansion el uso de plantas medicinales y medicamentos

cuyas materias primas son drogas vegetales o sus extractos.
Desde tiempos remotos hasta nuestros dias, las plantas han sido empleadas por las

diferentes civilizaciones para aliviar los males de la humanidad. Indudablemente, la

fitoterapia es considerada la medicina mas ancestral por excelencia.?*®* El campo de

35



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

las medicinas alternativas o medicinas complementarias se ha incrementado
notablemente durante los Gltimos afios, tal es asi que segun estadisticas de la OMS el

80% de la poblacion utiliza la medicina natural.®>®’

Espafia (4%)
Reino Unido (4%)

/ Polonia (6%)
Italia (7%)

Suiza (2%)
Otros (11%)

AN » Francia (23%)
Alemania (43%)

Figura 11. Mercado Europeo de la Fitoterapia en el 2003

Todo lo anterior nos lleva a la necesidad de investigar un nuevo, seguro y efectivo
antimicrobiano, que es el principal desafio de la industria farmacéutica. El uso de
fitocomponentes con propiedades microbicidas y/o microbiestaticas, ademas de
incrementar el gradiente de accion en el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos,
también promueve el uso alterno de ciertas plantas y el desarrollo de las regiones
donde ellas crecen, incentivando al lugarefio a asentarse y tener un medio de sustento

familiar.

Por otro lado, las bacterias y hongos causan importantes pérdidas a la agricultura
mundial, estos patdgenos son importantes porque causan enfermedades devastadoras.
La aplicacion excesiva e indiscriminada de bactericidas y fungicidas para el control de
enfermedades agricolas ha ocasionado un sin nimero de problemas de resistencia,
afectando al medio ambiente y ocasionando complicaciones a la salud humana.

Ademas de elevar los costos de produccion. Ante esta situacion, el nuevo enfoque en
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el combate de los fitopatdgenos trata de integrar nuevas opciones encaminadas a la
proteccion y aumento de cosechas pero con alternativas no perjudiciales; en este caso
la utilizacidn de sustancias de origen natural, que las mismas plantas han desarrollado
a través de la evolucién pueden ser una alternativa para limitar poco a poco el uso de
agroquimicos. Esto pudiera eliminar varios efectos adversos causados por el uso de
compuestos sintéticos debido a la rapida biodegradabilidad de los metabolitos
orgénicos, ya que estos desaparecen con facilidad del medio ambiente aéreo y del

suelo después de que son aplicados en el campo.t!13~968:69

Como parte de su metabolismo, las plantas producen una diversidad de compuestos
organicos, de los cuales la mayoria no parece tener participacion directa en su
crecimiento y desarrollo. A estos componentes se les conoce como metabolitos
secundarios, el reconocimiento de las propiedades de los metabolitos secundarios ha
conducido a la busqueda de nuevos farmacos, antibioticos, insecticidas y herbicidas.
Ejemplos de agroquimicos derivados de productos naturales son los piretroides
sintéticos, la azadiractina, la nicotina, la rotenona, la sabadilla y la ryania. Por su lado,
la industria farmacéutica muestra el descubrimiento de medicamentos originados a
partir de productos naturales, entre otros la aspirina, la digoxina, la morfina y la

quinina.”®"?

25. BACCHARIS COMO PLANTA UTILIZADA EN MEDICINA
TRADICIONAL.

Dada la gran biodiversidad de nuestra regién, debido a las condiciones ambientales
extremas, como ser cambios de temperatura entre el dia y la noche, la gran altura y el
aislamiento, han permitido el desarrollo de un equilibrio ecologico, sensible a la
contaminacién y a la intervencién del hombre, las especies vegetales que crecen en
esta region constituyen un valioso material de estudio para el desarrollo de diferentes

investigaciones que permitan alcanzar un mayor conocimiento de la vegetacion con el
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fin de contribuir a preservar el recurso vegetal y permitir una explotacién racional de
su vegetacion autdctona medicinal, es asi que la composicion quimica de las diferentes
especies, en union a sus propiedades farmacoldgicas, microbioldgicas, permitiran
valorizarlas, ofreciendo un respaldo cientifico que avale su aplicacion en la medicina
tradicional. Tenemos varias familias de plantas que incluyen especies que producen
exudados resinosos que estan presentes en Bolivia, especialmente en la zona del
Altiplano, entre ellas se encuentran las especies de la familia Asteraceae, del género
Baccharis que tienen como caracteristica la produccion de resinas en la superficie de

hojas y tallos.®%

La familia Asteraceae es un grupo sistematico muy numeroso dentro de las
Angiospermas, comprende cerca de 1.100 géneros y 25.000 especies. Son plantas de
aspecto extremamente variado, incluyendo principalmente pequefias hierbas o arbustos
y raramente arboles. Cerca de 98% de los géneros estan constituidos por plantas de
pequefo porte y se encuentran en todos los tipos de habitats, principalmente en las

regiones tropicales, montafiosas de América del Sur.”

Las plantas de esta familia son estudiadas en cuanto a su composicién quimica y
actividad biologica, algunas estan proporcionado o desarrollando nuevos farmacos,
insecticidas, entre otros. Numerosos trabajos cientificos realizados con las especies de
la familia Asteraceae reportan el aislamiento de una variedad de metabolitos
secundarios donde destacan los Flavonoides, de reconocida importancia para la

medicina, en el tratamiento y prevencién de varias dolencias.”*"

El género Baccharis es el méas rico en especies dentro de la tribu Asteraceae,
estimandose su numero entre 400 y 500. Su distribucion geogréafica (Figura 12) es
exclusivamente americana: se extiende desde el sur de los Estados Unidos de América

hasta el extremo austral de Argentina y Chile. En esta vasta area se encuentra

38



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

profusamente diversificado, ocupando gran variedad de ambientes y constituyendo un

importante elemento en numerosas formaciones vegetales.”®"’

Las especies del género Baccharis son en general arbustos, miden como media de 0,5
a 4,0 m de altura. Presentan un elevado valor socio-econémico, sirven de cerco de
delimitacion de espacios, ayudan a evitar la erosion de los suelos, con amplia
dispersion en las regiones andinas del pais, donde un gran nimero son utilizadas en la
medicina popular para el control o tratamiento de varias dolencias. Se consumen
principalmente en forma de infusiones para males del estobmago, higado, ulceras,
diarrea, anemias, diabetes, inflamaciones urinarias, amigdalitis, dolencias de la
prostata, en forma de cataplasmas para inflamaciones, siendo también descritas como

remedio para el proceso de desintoxicacién del organismo.”® "

Figura 12. Distribucion geogréfica del género Baccharis.

El estudio de especies del género Baccharis ha mostrado grandes avances debido a su
reputacion en el uso de la medicina casera en América Latina. Su fitoquimica destaca
la presencia de Flavonoides, Diterpenos y Triterpenos, observandose mayor acumulo

de Flavonas, Flavonoides y Diterpenos Labdanos y Clerodanos.®®
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Debido a que varios tipos de flavonoides son conocidos por conferir resistencia frente
al ataque de microorganismo, se han realizado estudios quimicos-estructurales
realizados en estas especies, lo que ha llevado al aislamiento y determinacion

estructural de flavonoides.®*®

Los flavonoides, a pesar de ser sustancias propias del metabolismo secundario,
desempefian funciones importantes para la propia planta productora y para el medio
en que la rodea. Tiene funciones esencialmente ecoldgicas. Los flavonoides
proporcionan a las plantas colores que atraen a los insectos para efectuar la
polinizacion cruzada, y también disuasorios nutritivos de defensa frente a los animales
fitofagos. Los flavonoides son una respuesta adaptativa de las plantas a la intensa
radiacion Ultravioleta, donde estos componentes protegen a las plantas de los nocivos
efectos de los rayos solares, asi los antocianinos son pigmentos rojos o azules, las
catequinas y proantocianidinas son incoloras pero fluorescentes al UV. Algunos
flavonoles son amarillos, mientras que otras como la Quercetina y las flavonas son

blancas.¢-88

En la basqueda de productos naturales que presenten una actividad inhibitoria del
crecimiento de microorganismos patdgenos y fitopatogenos, se investiga el papel que
desempefarian los exudados resinosos producidos por plantas, se ha propuesto que
ellos serian la primera barrera protectora, otorgando por una parte una proteccion
puramente mecanica a través de sus propiedades pegajosas atrapando a los predadores
y por otra dando una proteccion quimica por la presencia de los metabolitos

89,90

secundarios que la componen, que le otorgarian a la resina propiedades

antimicrobianas, antioxidantes y citotoxicas entre otras.” %

Estudios sobre el género Baccharis muestran la presencia de Labdanos, Clerodanos,

Kauranos, Acido Cumarico, Flavonoides y Terpenoides.’*® También presentan

actividad antioxidante que parece correlacionar con esta actividad antiinflamatoria y
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con el contenido de compuestos Fendlicos.””*® Ademéas presentan otras actividades
biolégicas como ser antimicrobiana, espasmolitica, antiviral, gastroprotectiva,
antileucémica **'® De manera general los usos de las Baccharis en la medicina
tradicional incluyen el tratamiento de ulceras, fiebre, enfermedades gastroinstestinales,
anemias, inflamaciones, diabetes, dolencias de la prostata, también como diuréticos,

analgésicos y en el tratamiento de infecciones bacterianas y fungicas. %

Se las ingiere preparadas en infusiones o decocciones de las partes aéreas, en

aplicaciones de emplastos sobre contusiones.'®*% Se han reportado datos sobre:

e Baccharis glutinosa sobre Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum, Penicillium expansum, Fusarium poae y Fusarium moniliforme.

e Baccharis trinervis, Baccharis latifolia, sobre Trichophyton rubrum y Candida
albicans.

e Baccharis spartioides sobre S. aureus, S. epidermidis, B. cereus, M. luteus, E.
faecalis, E. coli, Klebsiella sp., Proteus sp., Pseudomonas sp. y C. albicans.

e Baccharis trimera sobre S. cereviceae, C. albicans y A. niger

e Baccharis nitida frente a Staphylococcus aureus, enterococcus faecalis,

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans.

Se tienen pocos estudios realizados de Latinoamérica, acerca de las infecciones por
hongos, reportandose estudios multicéntricos, los que muestran afecciones por C.
albicans: Argentina con 53%, Brasil con 12.5%, Colombia con 16% y Venezuela con

45% cuyos reportes datan de la década de los afios 90.*%°

Desde 2003 al 2004 se tuvo 40.9% de casos con C. albicans en 11 centros médicos de
9 ciudades més importantes de Brasil.'”” Un estudio desde 1999 al 2000 muestra la

identificacion de 40,75% de aislamientos de C. albicans en Argentina.'**'%
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Estudios realizados en Chile muestran un 50% de pacientes con C. albicans.’*® En
México, se realizd un estudio transversal en pacientes del Hospital Regional General
Ignacio Zaragoza, de junio de 1999 a mayo de 2000, encontrando 68.6% con C.

albicans y 31.4 % Candida no albicans.***

En nuestro medio, segun estadisticas de los analisis de muestras de pacientes
realizados en el Laboratorio de Analisis micoldgicos del Hospital de Clinicas, no
publicadas, de la Dra. Trigo, se reportan 20 casos de Candidiasis, alrededor de 4 casos
de Aspergilosis, por afio. (Reporte verbal). También en el Laboratorio de Bacteriologia
del Hospital Obrero se determind la frecuencia de aislamiento en un 37,8% de

Candida sp.'*?

Tomando en cuenta la gran biodiversidad de nuestra region, recurso que no se
aprovecha totalmente y a pesar de que el uso de estas especies en el tratamiento de
diversas enfermedades es ancestral en Bolivia, principalmente en poblaciones rurales,
lo cual permitié acumular un conocimiento etno-farmacoldgico, costumbre que se ha
conservado hasta nuestros dias y la reciente importancia de productos fitofarmacos en
el mercado con la existencia de productos fitoterapeuticos elaborados de manera
artesanal, vemos que es necesario realizar estudios de desarrollo e investigacion, de
cultivos e industrializacion de estos recursos naturales, como un aporte al desarrollo de
Bolivia, con el fin de generar cadenas productivas de investigacion, produccion
agraria, preparacion, formulacion y comercializacion de un recurso natural renovable,
otorgandole un valor agregado, apoyando al desarrollo de la region y de las familias

asentadas en aquella.

2.5.1. Especies vegetales
Las especies medicinales se recolectaron e identificaron para luego realizar el
secado, que se ha realizado bajo sombra, en un lugar ventilado, libre de humedad,

extendiendo las muestras con circulacion de aire, por espacio de dos semanas para
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luego ser trituras y proceder a su conservacion. Posteriormente se prepararon
extractos polares, de polaridad media y apolares, conservandolos dentro de envases

de vidrio esterilizados, para luego proceder a su preparacion para el ensayo.

a)Baccharis santelicis

Denominada comunmente como fiaka, 7iakat’ula. ES un arbusto resinoso,
caracteristico de la transicion entre los tolares y pajonales. Medicinalmente, se usa
como purgante, para la vesicula y dolor de estomago. También para “sacar el frio”,
reumatismos y empachos. Para ello se usa en infusion. Porque es pegajosa sirve,
ademas, como emplasto o parche. En invierno bota una miel dulce al paladar. La

comen los burros y también los corderos, estos Gltimos cuando estan enfermos.

b)Baccharis genistelloides (La Paz y Cochabamba)

« Nombre cientifico: Baccharis
genistelloides.

« Nombres comunes: callua-callua,
cuchu-cuchu, ischu tullma, karkeja,

quinsa cuchu, taya, carqueja.

Figura 13. Baccharis genistelloides.

» Usos: Utilizada para la digestion y la gastritis, antipaludico, litiasis biliar,
ictericia, insuficiencia de la secrecion biliar, cirrosis, colicos biliares,
diabetes, impotencia masculina y la infertilidad femenina. Gran depurativo
en el caso de furunculosis rebeldes, urticarias y abscesos.

« Contraindicaciones: Hipertension arterial
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» Observaciones: La mujeres gestantes y en periodo de lactancia asi como

bebes deben usarlo bajo supervision médica.

c) Baccharis latifolia (La Paz Cota-Cota) Baccharis latifolia (Ruiz & Pav.) Pers.

E: chilca

e Nombre cientifico: Baccharis latifolia.
Familia: Asteraceas
« Nombres comunes: Chilca, chilca negra,

chilca blanca; ch’illka en lengua quechua.

Figura 14. Baccharis latifolia.

Usos: La chilca se encuentra distribuida desde Venezuela hasta el norte de
Argentina entre los 1,000 y 4,000 m.s.n.m. Es atil como cercas vivas, para fijar
suelos en laderas y terrazas, como lefia Es utilizada en agroforesteria para la
proteccion y conservacion del suelo. Sus tallos se emplean en cesteria y la ceniza
de éstos para la elaboracién de Lliptta, polvo que acomparfia el masticado de coca.
Su madera es utilizada como material de construccion. En medicina popular se uso
para tratar el reumatismo, dislocaduras de huesos y como activador de la

circulacion de la sangre y como antiinflamatorio y antirreumatico.

d) Baccharis papillosa

Arbusto de 0,3 a 2 m, comunmente denominado Chua Chua, Muyu thola y Chilca

redonda. Se utiliza como tonico, debido a que muestra una accién protectora para
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dolores estomacales, como antiseptico y antiinflamatorio. Presenta Drupanine,
Artepillin C, Rhamnocitrin y ent-clerodanes, Ermanine, Isokamferine, 5,7,5 ,4 -

tetrahydroxy-3-methoxiflavone.

e) Baccharis oftusifolia

Baccharis obtusifolia Kunth B., cominmente denominada Chilca redonda, t’ant’a
t’ola (a). Las ramas se utilizan para hacer escobas. Es utilizada en forma de
decocciones de las partes aéreas para el tratamiento de reumatismo, ulceras,

malestares del higado y como antiinflamatorio.

2.6. ANTIMICROBIANOS

2.6.1. CIPROFLOXACINA

Es una fluoroquinolona de segunda generacién, presenta un F en la posicion 6 y un
grupo piperacinilo en posicion 7. Posee un amplio espectro de actividad
antibacteriana, presenta elevada disponibilidad oral, exhibe una buena distribucion
tisular, obteniendo niveles significativos en los fluidos intersticiales, se elimina

parcialmente por el metabolismo y parcialmente por excrecion renal.

La ciprofloxacina corresponde al I-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4o0xo-7-(1-
piperazinil)-3-quinolina acido carboxilico. La ciprofloxacina, posee caracter ionico
positivo y negativo a la vez, es decir tiene una funcion acida pK de 8,8 y basica pK
de 6,0), con un punto isoeléctrico de 7,4. Tiene accién predominantemente
bactericida y posee un amplio espectro que abarca cocos y bacilos Gram-positivos
y Gram-negativos, aerobios, facultativos y anaerobios, Mycoplasma, Chlaniydia,
Ricketsia y Micobacierium. La actividad es particularmente alta sobre

enterobacterias y Pseudomonas tanto en fase de crecimiento exponencial como en
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fase estacionaria, aumentando su potencia bactericida a pH alcalino y no

influyendo las condiciones de aerobiosis 0 anaerobiosis.

La unidn a proteinas es baja, de 20 a 28%. La vida media de eliminacion se sitla
entre 3 y 5 horas. Como consecuencia de la eliminacion preferentemente renal,
Ciprofloxacino alcanza en orina concentraciones muy elevadas. Debe su efecto a la
inhibicion de la girasa del é&cido desoxirribonucleico inhibiendo su

replicacion. >

2.6.2. KETOCONAZOL.

El Ketoconazol es un Imidazol sintético de amplio espectro antifungico. Su
posologia oral le otorga ventajas sobre otros miembros de la misma familia de
antifungicos como el Miconazol o Clotrimazol. Estd indicado para algunas
infecciones fungicas superficiales y como agente sinérgico en combinacion con

otros compuestos.

Los imidazoles presentan su actividad mediante mecanismos que aumentan la
permeabilidad de la membrana, inhibicion de la penetracion de moléculas
precursoras del RNA y DNA vy sintesis de enzimas oxidativas y peroxidativas,
contribuyendo a la degradacion de los organulos celulares, conduciendo a una

necrosis celular.

In Vitro tiene una amplia actividad inhibitoria exceptuando a Aspergillus spp. In

vivo ha demostrado eficacia en candidiasis mucocutaneas.

La absorcion de Ketoconazol debe estar mediada por la acidez gastrica. EI farmaco
al ser una base libre, se transforma en el estomago en sal clorhidratada. El
tratamiento con otros farmacos que reducen la secrecion gastrica (antiacidos,
Ranitidina) o la ingesta de comida previos a la dosis, disminuyen la

biodisponibilidad de Ketoconazol. La mayor parte del Ketoconazol se metaboliza y
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es muy poca la cantidad de farmaco que se excreta por cualquier via, la ruta mas
importante parece ser la biliar, vertiendo metabolitos inactivos al tracto

gastrointestinal 1>
2.6.3. FLUCONAZOL.

Se trata de una antifungico de la familia de los azoles, con modificaciones en su
estructura de anillos (triazolico). Tiene amplio espectro de actividad, escasos
efectos secundarios y buena tolerancia, es utilizado como parte de la terapia en

pacientes inmunocomprometidos.

Su mecanismo de accién permite la union e inhibicion de la enzima fungica ligada
al citocromo P450, lanosterol dimetilasa. Altera la fluidez y permeabilidad de la
membrana fangica al interrumpir el paso de lanosterol a ergosterol componente de
la membrana, interrumpe la actividad de las enzimas ligadas a las membranas e
impide la replicacién celular. Parece no inhibir la biosintesis de esteroles y no

muestra un efecto claro en el metabolismo del cortisol.**311°

Tiene accidon fungistatica frente a la mayoria de las especies fungicas, debido a su
dependencia in Vitro a los medios de cultivo, pH, tamafio de inoculo o tiempo de
incubacion, lo que hace que los resultado in vivo difieran enormemente de los
realizados en laboratorio. Especies de Aspergillus spp., Candida han mostrado ser

sensibles a Fluconazol, exceptuando C. krusei y C. glabrata.
Presenta una penetracion a tejidos/fluidos muy buena, como ser saliva, esputo,
tejido vaginal o piel, incluso penetra al Liquido Cefalorraquideo, la eliminacion del

farmaco sin transformar es por via renal principalmente.

Se utiliza para el tratamiento de candidiasis orofaringea-esofagica, infeccion del

tracto urinario, peritonitis y neumonia por Candida. para tratamiento agudo y
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seguido de terapia de mantenimiento en pacientes con SIDA. También se usa en

Candidiasis diseminada.*?%%

2.7. CURVA DE CRECIMIENTO MICROBIANA: FASES Y TIEMPO DE
GENERACION

2.7.1. Curva de crecimiento

El crecimiento de una poblacion se estudia analizando la curva de crecimiento de

un cultivo microbiano.*?*'% La curva resultante tiene cuatro fases diferentes:

a) Fase de latencia.
Cuando se introducen microorganismos en un medio de cultivo fresco,
normalmente no se produce un aumento inmediato del nimero de células o de
masa, por lo cual a este periodo se denomina fase de latencia. Aunque la
division celular no se produce inmediatamente y no hay un incremento neto de

masa, la célula esta sintetizando nuevos componentes.

Una fase de latencia previa al comienzo de la division celular puede ser

necesaria por diversas razones:

o Las células pueden ser viejas y poseer una cantidad reducida de ATP,
cofactores esenciales y ribosomas; estas sustancias deben sintetizarse antes
de que se inicie el crecimiento.

« El medio puede ser diferente al anterior donde crecian los microorganismos.
En este caso, necesitara nuevas enzimas para usar otros nutrientes.

o Quizas, los microorganismos hayan sido alterados y necesiten un tiempo de

recuperacion.
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Cualquiera que sea el motivo, finalmente, las células se adaptan al medio
nuevo, replican su ADN, comienzan a incrementar su masa y se dividen. La
duracién de la fase de latencia varia considerablemente segln la condicién de
los microorganismos y la naturaleza del medio. Esta fase puede ser bastante
larga si el inéculo procede de un cultivo viejo o de uno que haya sido
refrigerado. La inoculacion de un cultivo en otro quimicamente diferente
provoca también una fase de crecimiento exponencial vigoroso a un medio

nuevo de la misma composicion, la fase de latencia se acorta o no se produce.

b) Fase exponencial.
Durante la fase exponencial o logaritmica, los microorganismos crecen y se
dividen hasta el nivel maximo posible, en funcién de su potencial genético, el
tipo de medio y las condiciones en que crecen. La velocidad de crecimiento es
constante; es decir, los microorganismos se dividen y duplican en numero a
intervalos regulares. Como cada célula se divide en un momento ligeramente
diferente del resto, la curva de crecimiento aumenta suavemente, en lugar de
realizar discretos saltos. Durante esta fase, la poblacion es méas uniforme,
quimica y fisiolégicamente; por ello, los cultivos en fase exponencial se

utilizan normalmente en estudios bioguimicos y fisiologicos.

c) Fase estacionaria.
Fase donde el crecimiento de la poblacién cesa y la curva de crecimiento se
vuelve horizontal. Las bacterias llegan normalmente a esta fase estacionaria
cuando el nivel de poblacién es de aproximadamente 10° células por mililitro.
El tamafio final de la poblacién depende de la disponibilidad de nutrientes y
otros factores, asi como del tipo de microorganismo que se cultive. En la fase
estacionaria el niamero total de microorganismos viables permanece constante.

Este hecho puede ser resultado del equilibrio entre la division y la muerte de las
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células o simplemente, que la poblacién deja de dividirse, aunque sigue activa
metabdlicamente.

Las poblaciones microbianas entran en fase estacionaria por varias razones. Un
factor es la limitacion de nutrientes; si se reduce intensamente la concentracion
de un nutriente esencial, la poblacion crecera lentamente. Los organismos
aerobios estan limitados a menudo por la disponibilidad de O,. El oxigeno no
es muy soluble y puede reducirse tan rapidamente que sélo la superficie del
cultivo tenga una concentracion de O, adecuada para el crecimiento. En este
caso, las células situadas por debajo de la superficie no podran crecer, salvo que

el cultivo se agite o airee de otra forma.

El crecimiento de una poblacion puede también cesar debido a la acumulacion
de productos residuales toxicos. Parece que este factor limita el crecimiento de

muchos cultivos anaerobios.

d) Fase de muerte.
Los cambios ambientales, como privacion de nutrientes y acumulacion de
residuos toxicos, originan la disminucién del nimero de células viables, hecho
que caracteriza a esta fase. La muerte de una poblacion microbiana, al igual que
su crecimiento durante la fase exponencial, es normalmente logaritmica. Este

modelo es valido aun cuando el nimero total de células permanece constante.

A menudo, la Unica forma de decidir si una bacteria es viable consiste en
incubarla en un medio fresco; si no crece ni se multiplica, se considera que esta
muerta. Aunque la mayor parte de una poblacion microbiana normalmente
muere en forma logaritmica, la velocidad de la mortalidad puede disminuir
después de reducirse drasticamente la poblacion. Esto se debe a la

supervivencia prolongada de algunas células particularmente resistentes.
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2.7.2. Tiempo de generacion

a) Crecimiento de poblaciones.
El crecimiento se define como un incremento en el nimero de células
microbianas en una poblacion, lo cual también puede ser medido como un
incremento en la masa microbiana. La velocidad de crecimiento es el cambio en
el nimero de células o masa celular por unidad de tiempo. El tiempo requerido
para que a partir de una célula se formen dos células se denomina tiempo de
generacion. A veces a este tiempo también se le conoce como tiempo de

duplicacion.

2.8. CINETICA DE MUERTE FUNGICA

Estudia el efecto que producen los antifungicos sobre la viabilidad de los
microorganismos (levadura Candida albicans) a lo largo del tiempo. El periodo de
tiempo para la incubacidn: 48 horas para una poblacion celular de partida entre 1 a 5 x
10° UFC/ml, a intervalos regulares de 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 y 48 horas, se toman
alicuotas de los cultivos, se siembran en placas de agar y se incuban en estufa. Cuando
el nimero de células por mililitro es elevado, se realizan diluciones en solucion salina.
El recuento de las colonias se realiza tras 24 horas de incubacion en estufa. Los
resultados obtenidos se registran en una grafica donde el eje de abscisas representa el
tiempo vy el de las ordenadas la cantidad de microorganismos medida en logaritmos

decimales de las UFC/ml.1?#1?

2.9. FACTORES QUE AFECTAN LA POTENCIA DE LA ACCION
ANTIMICROBIANA

La efectividad de un agente particular estad determinada en gran parte por condiciones

en la cual actua:
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a)

b)

d)

Concentracion del agente.

Muchos agentes son letales para las bacterias s6lo cuando se los usa en
concentraciones muy elevadas. Otros en concentraciones muy bajas pueden
estimular, retardar o hasta destruir al microorganismo. Sin embargo, la
concentracion necesaria para producir un efecto determinado, asi como el espectro
de concentraciones dentro del cual un efecto determinado es demostrable, varian

con el antimicrobiano, el microorganismo y el método de ensayo.

Tiempo.

Cuando las bacterias se exponen a una concentracion especifica del agente
bactericida, aun en exceso, no todos los microorganismos mueren al mismo tiempo
sino que mas bien se produce una disminucién gradual en el nimero de células

viables.

pH.

La concentracién del i6n hidrogeno influye sobre la accion bactericida al afectar
tanto al microorganismo como al antimicrobiano. Cuando las bacterias estan
suspendidas en un medio de cultivo de pH 7 tienen una carga negativa. Un
aumento del pH aumenta la carga y puede alterar la concentracion efectiva del
antimicrobiano sobre la superficie de la célula. El pH también determina el grado
de ionizacién del antimicrobiano. En general la forma no ionizada de un agente
disociable pasa a través de la membrana celular con mayor facilidad que las formas

ionicas relativamente inactivas.

Temperatura.
La destruccion de las bacterias por los antimicrobianos aumenta junto con la
temperatura. A temperaturas bajas, por cada 10°C de incremento de la temperatura

se produce una duplicacion del indice germicida. En el caso de algunos agentes,
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como el fenol, el indice se incrementa de cinco a ocho veces, lo que sugiere una

reaccion mas compleja y la participacion de factores adicionales.

Naturaleza del microorganismo.

La eficacia de un agente determinado depende de las propiedades del
microorganismo contra el cual se lo esté probando. Las méas importantes de estas
propiedades consisten en la especie de microorganismo, la fase del cultivo, la
presencia de estructuras especiales, como esporas o capsulas, los antecedentes del

cultivo y el nimero de microorganismos en el sistema en ensayo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general:

Estudiar in vitro la actividad antibacteriana y antifungica de extractos vegetales del
género Baccharis, realizados en el Area de Productos Naturales de la Carrera de
Ciencias Quimicas, sobre cepas ATCC de microorganismos fitopatdgenos y patdgenos
humanos del Area de Microbiologia del Instituto de Investigaciones Farmaco-

Bioquimicas.
3.2. Objetivos especificos:

« ldentificar, utilizando la prueba de susceptibilidad por difusion, los posibles
extractos antimicrobianos de naturaleza vegetal, contra cepas ATCC de bacterias

de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y de Pseudomonas aeruginosa.

o Determinar la cantidad de extracto del género Baccharis capaz de inhibir el
crecimiento de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y de Pseudomonas

aeruginosa. Utilizando el Método de Difusion en disco Bauer-Kirby.

« ldentificar, utilizando la prueba de susceptibilidad por difusion, los posibles
extractos antimicrobianos de naturaleza vegetal, contra cepas ATCC de hongos
fitopatogenos y patdgenos humanos: Aspergillus niger, Phytophthora palmivora y

Candida albicans.

e Determinar la velocidad de crecimiento con los extractos vegetales activos
empleando Aspergillus niger y de Phytophthora palmivora, utilizando el Método

de Dilucion con pozo central de Indculo.

e Determinar la cantidad de extracto vegetal del género Baccharis con accion fungicida y
fungistatica sobre Candida albicans, utilizando el Método de Curvas de Letalidad
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4. MATERIAL'YY METODOLOGIA
4.1. MATERIALES.

4.1.1.

4.1.2.

Material biolégico

Cepa de Candida albicans 98001 ATCC

Cepa de Aspergillus niger QS07

Cepa de Phytophthora palmivora QK08

Cepas de Escherichia coli 25922 ATCC

Cepa de Staphylococcus aureus 25923 ATCC
Cepa de Pseudomona aeruginosa 27853 ATCC

Material de laboratorio

Matraces erlenmeyer de 1000 y 250 ml
Probetas de 500 ml 100ml 50 ml

Cajas petri de 200 mm de diametro
Cajas petri de 90 mm de diametro
Cajas petri de 60 mm de diametro
Microplacas TC 96

Microplacas TC 24

Tubos de ensayo de 150 x 20 mm
Tubos de hemolisis

Tubos de ensayo con tapa rosca de 200x25 mm
Micropipetas de 10, 100, 200 y 5000 pl
Tips 100, 200 y 5000 pl

Asa y aguja bacterioldgicas
Portaobjetos

Pinzas metalicas punta fina
Sacabocados de acero inoxidable
Algododn y gasa

Parafilm
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4.1.3.

4.1.4.

Gradillas metélicas
Tijeras

Papel madera grueso
Hilo grueso de algodon
Viales de 10 ml y 100 ml

Medios de cultivo

Agar Sabouraud Dextrosa
Agar Muller Hinton

Agar Papa Dextrosa

Agar Agar

Medio RPMI

Dextrosa

Reactivos

Alcohol al 70%
Hipoclorito de sodio
Agua destilada

Azul de metileno

Tincién Gram

4.1.5. Antibidticos
HONGOS
ANTIBIOTICO BACTERIAS
MICRODILUCION DILUCION
Ketoconazol 20 pg/mL 1000 pg/mL
Fluconazol 40 pg/mL 1000 pg/mL
Ciprofloxacina Inyectable 1.V. 4 ng/mL
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4.1.6. Equipos
Espectrofotometro UV
Balanza analitica
Microscopio
Campana de flujo laminar
Autoclave
Camara Neubauer
Vortex
Estufa incubadora

Refrigerador

42. METODOLOGIA DE EXTRACCION

42.1. EXTRACTOS VEGETALES.

Las especies vegetales estudiadas fueron del género Baccharis, como ser:
Baccharis latifolia, Baccharis genistelloides, Baccharis obtusifolia, Baccharis
papillosa, Baccharis santilices. Su recoleccion se llevo a cabo en el departamento
de La Paz, en las zonas de Pampahasi (3840 m.s.n.m.), Cota Cota (3800 m.s.n.m.) y
en el departamento de Cochabamba en el Parque Nacional Tunari (2200-4400
m.s.n.m.). Se emplearon las partes aéreas, tallos y hojas, que fueron secados en un
ambiente libre de humedad y a la sombra. Una vez secas, se trituran. Se describe a
continuacion la variedad de extractos realizados segun el solvente utilizado para su

obtencion.

42.1.1. EXTRACTOS NO POLARES EN DICLOROMETANO

Se prepararon los extractos no polares y los de polaridad media S20 siguiendo la

metodologia estandarizada por el area de Productos Naturales del Instituto de
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Investigaciones Quimicas, de la Carrera de Ciencias Quimicas. Para el extracto
etanolico denominacion E, se utilizo 100g de planta triturada y 450 ml de etanol al
96%. La extraccion se hizo mediante maceracion por 24 horas, luego filtracion a

través de papel filtro.

Los extractos obtenidos se concentran en un rotaevaporador. Los extractos

obtenidos se guardaron en frascos de vidrio, en ambiente seco y oscuro.

Baccharis
Pentlandi
La Paz
Extracto Extracto
18hDCM 2hDCM
R3 R5

Figura 15. Esquema de la codificacion de extractos no polares de especies vegetales del genero

Baccharis.

4.2.1.2. EXTRACTOS POLARES ACUOSOS
Los extractos acuosos se prepararon en base al método descrito por Abad M.J.*
con algunas modificaciones desarrolladas por el area de Productos naturales del
Instituto de Investigaciones Quimicas, de la Carrera de Ciencias Quimicas. Los

residuos secos obtenidos se guardan en frascos estériles en ambiente seco y oscuro.
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Baccharis
Genistelloides

Extracto Acuoso
La Paz
S1

Extracto Acuoso
Sly S1P
La Paz
Acido Clorhidrico

Extracto Acuoso
S1C
La Paz
Acido citrico

Extracto Fendlico de
polaridad media
S20

Extracto Acuoso
Cochabamba
S3

Extracto Acuoso
S3y S3P
Cochabamba
Acido Clorhidrico

Extracto Acuoso
S3C
Cochabamba
Acido citrico

Baccharis
Latifolia
La Paz

Extracto Acuoso
S2

Extracto Extracto
Acuoso ACU0s0
S2P S2C
Acido Acido
clorhidrico citrico

Figura 16. Esquema de la codificacién de extractos polares acuosos de especies vegetales del

genero Baccharis.
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42.1.3.EXTRACTOS POLARES ETANOLICOS

Baccharis Baccharis Baccharis Baccharis
oftusifolia santilices latifolia papillosa
Extracto Extracto Extracto Extracto
Etanol B1 Etanol B2 Etanol B3 Etanol B4
Baccharis Baccharis
genistelloides latifolia
La Paz
Extracto Etanol Extracto Etanol
La Paz Cochabamba Extracto
B5 B6 37h Etanol
R4

Figura 17. Esquema de la codificacion de extractos polares etandlicos de especies vegetales del

genero Baccharis.

4.3. MICROORGANISMOS

Se emplearon cepas de: Candida albicans 98001 ATCC, Aspergillus niger QSO07,
Phytophthora palmivora QKO08, Escherichia coli 25922 ATCC, Staphylococcus
aureus 25923 ATCC, Pseudomonas aeruginosa 27853 ATCC. Para su
conservacion los microorganismos se mantuvieron a 4°C en viales con agar
Sabouraud. A partir de estos viales las cepas se utilizaron y sembraron en agar
Sabouraud para obtener los microorganismos viables y poder trabajar con ellos, se
mantuvieron en la nevera a 4°C y se atemperaron a temperatura ambiente cada vez

que se fueran a emplear en una prueba.
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Las especies de hongos utilizadas Aspergillus niger QS07, Phytophthora palmivora
QKO08, fueron cultivadas en forma inclinada, en pico de flauta, en agar papa
dextrosa (PDA) a 25 = 2°C por 7 dias en tubos de ensayo (18x150mm).
Posteriormente, se prepar0 una suspension de esporas de los hongos Aspergillus
niger y Phytophthora palmivora, agregando a cada tubo 10 mL de solucién salina
(0,9%). Las esporas fueron desprendidas del micelio con una varilla de vidrio
estéril. La suspension obtenida se transfiri6 a otro tubo de ensayo estéril y se

determiné su concentracion, la cual se ajusté a 1x10° UFC/mL.
Para Candida albicans 98001 ATCC se prepar0 suspensiones de coloniasde 1 a5
x10°> UFC/mL, siempre se contaba con repiques de la placa para tener una

poblacion en la fase de crecimiento, preparados 24 horas antes de la realizacién del

ensayo.

4.4. ANTIMICROBIANOS

Se emplearon como medios de control positivo (inhibicion del crecimiento):

HONGOS
ANTIBIOTICO BACTERIAS
MICRODILUCION | DILUCION
Ketoconazol 20 pg/mL 1000 pg/mL
Fluconazol 40 pg/mL 1000 pg/mL
Ciprofloxacina Inyectable 1.V. 4 ug/mL

45. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

Cada uno de los medios de cultivo se prepararon cuidadosamente a fin de evitar
contaminaciones y el uso de antibidticos como Cloranfenicol, que pudieran dar
falsos positivos. También en el preparado de los extractos se evito el uso de

solventes como el DMSO o etanol, debido a que en pruebas preliminares que se
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realizaron, se observo que tienen capacidad a distintas concentraciones de inhibir el
crecimiento o modificar el aspecto en color o forma de crecimiento del

microorganismo.

Se utilizo solucion salina o fisioldgica al 0,9%, estéril para preparar las soluciones
y realizar las diluciones, tanto de extractos como de los microorganismos de

ensayo.

4.6. CONDICIONES GENERALES DE EXPERIMENTACION

Para evitar repeticiones en cuanto a los métodos empleados se consideraran:

- Tanto para Aspergillus niger como para Phytophthora palmivora, se utilizaron
una suspensién de esporas de concentracién alrededor de 10° UFC/ml en
comparacion a los tubos de concentracion de McFarland y por recuento en

Camara de Neubauer.

- Preparacion de inoculos en fase exponencial. Se tomaron de 3 a 4 colonias de
Candida albicans, con un tamafio superior a 1 mm de didmetro de una placa de
agar con 24 horas de incubacion y se disolvieron en 5 ml de solucion salina
atemperada estéril. EI ajuste del nimero de células se realizdé por medida de la
transmitancia en espectrofotometro a 530 nm correlacionando que 70% de
Transmitancia corresponde a 10° UFC/ml. También se utilizé el recuento de
viables en placa, aplicando esta tecnica para averiguar el nimero de levaduras
existentes en un cultivo a partir de muestras de cultivo, para lo cual se realizaron
diluciones y se sembraron alicuotas por extension con asa de Drigalsky en placas
de agar, se incubaron a 37°C durante 24 horas y se procedid al recuento de
colonias crecidas, estuvo comprendido entre 30 a 300 por placa. Por otro lado se

utiliz6 también la cAmara de Neubauer para el recuento de las colonias obtenidas.
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- Curvas de crecimiento. La determinacion del crecimiento libre, en ausencia de
agente antiflngico, para cada uno de los microorganismos se determind mediante
recuento de viables en placa. Se partidé de un inéculo de levadura suspendida en
solucién RPMI a una concentracion de 1-5 10° UFC/ml. Desde la hora 0 hasta las
48 horas del experimento se tomaron muestras de los cultivos a intervalos de
tiempo regulares, sembrandose en agar para el recuento. Con cada uno de los
valores se obtiene una curva de crecimiento, representada por el numero de

UFC/ml en el eje de ordenadas y por el tiempo en horas en el eje de abscisas.

4.6.1. METODO DE SUSCEPTIBILIDAD POR DIFUSION BAUER-KIRBY
CON DISCO DE PAPEL
El método que actualmente recomienda el Comité de Ensayos de
Susceptibilidad del Laboratorio Internacional de Referencia (Nacional
Committee for Clinical Laboratory Standars o NCCLS), es el Método de
Kirby-Bauer. Este es el método de difusion en disco en que se han
desarrollado estandares para su interpretacion y esta apoyado por datos

clinicos y de laboratorio.

e Estandar de turbidez para preparacion del inéculo

Para estandarizar la densidad del inéculo para una prueba de susceptibilidad,

se utiliza estandar de turbidez de BaSO, equivalente a un estandar 0.5 de la

escala McFarland o su equivalente optico. El cual estd compuesto por una
solucion de 0,5 mL de la solucion BaCL, x 2H,0 al 1,175 % (p/v) en 99,5

mL de una solucion de acido sulfurico 1 %. EI mismo se puede conservar
durante 6 meses a la temperatura ambiente, en la oscuridad y herméticamente

cerrado.
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e Preparacion del inoculo
Método de crecimiento

Al menos 3 a 5 colonias bien aisladas y del mismo tipo de morfologia se
seleccionan de un agar de cultivo. Se toca la colonia por arriba con un asa y
el crecimiento se transfiere a un tubo con 4 a 5 mL de un medio de cultivo

adecuado, tal como caldo Miueller-Hinton.

El caldo de cultivo es incubado a 36°C hasta que alcance la turbidez del
estandar de 0.5 McFarland o (10° UFC/ml).

¢ Inoculacion de las placas

En un lapso de tiempo de 15 minutos después de ajustar la turbidez de la
suspension del indculo, se sumerge un hisopo estéril en ella. El aplicador
debe ser rotado varias veces y presionado contra la pared interna del tubo

sobre el nivel de liquido para remover el exceso de liquido.

Se inocula la superficie de una placa de Agar Mueller—Hinton extendiendo el
hisopo de un extremo a otro sobre toda la superficie. Este procedimiento es
repetido dos 0 mas veces rotando la placa, aproximadamente 60° después de

cada aplicacion, para asegurar una distribucion constante del inoculo.

Como paso final se pasa cerca y sobre los bordes de la placa con agar. La
tapas de la placa pueden quedar entreabiertas por 3 a 5 minutos, pero no mas
de 15, para permitir que un exceso de humedad de la superficie se absorba

antes de aplicar el disco.
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e Aplicacion de los discos a las placas inoculadas

Los discos se dispensan sobre la superficie del agar. Cada disco debe ser
presionado para asegurar contacto pleno con la superficie del agar. Ya sea
que el disco se ponga individualmente o con un dispensador, deben ser
distribuidos en forma constante y no debe quedar a menos de 24 mm de
distancia entre centros. Debido a que algunos compuestos difunden casi
instantaneamente, un disco no debe ser colocado nuevamente una vez que
haya tomado contacto con la superficie del agar. Las placas son invertidas y
puestas en un incubador a 36°C en el lapso de 15 minutos después de

aplicados los discos.

e Lectura de las placas e interpretacion de los resultados

Después de 24 horas de incubacién, cada placa es examinada. Las zonas de
inhibicion resultantes deben ser uniformemente circulares en una capa
homogénea de crecimiento. Si aparecen colonias individuales, el indculo

estaba muy diluido y la prueba debe ser repetida.

Los diametros de la zona de inhibicion completa son medidos en mm
pasando por el centro del disco. La placa petri se mantiene a una distancia de
pocos centimetros sobre un fondo negro no reflectante y se ilumina con luz
reflejada. EI margen de las zonas debe ser tomado como el area donde no se
observa crecimiento visible. Un crecimiento pobre de pequefias colonias, las
que se detectan con lente de aumento al borde de la zona de crecimiento
inhibido, son ignoradas. Los tamafios de las zonas de inhibicion son
interpretados como susceptible o sensible, intermedio, o resistente a los

antimicrobianos que se han probado.
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e Interpretacion de los resultados de la prueba de difusion en disco.

Categorias interpretativas

Sensible: La categoria "sensible™ implica que una cepa puede ser

apropiadamente tratada con la dosis de extracto antimicrobiano.

Resistente: Las cepas resistentes no son inhibidas por la concentracion

utilizada del extracto antimicrobiano.

e Lectura
Con una regla de doble decimetro se medird el didmetro de los halos de
inhibicion de crecimiento alrededor de los discos, estos deben ser medidos
por el fondo de la placa y se anotaran los resultados. Se interpretara como
sensible, resistente o intermedio. El borde de la zona de inhibicion se aprecia

a simple vista y es en general netamente delimitado.

La bacteria inoculada se enfrenta sobre la superficie del medio de agar a una solucion
antibiotica absorbida en discos de papel de filtro. EI medio de cultivo mas
frecuentemente empleado es el de Mueller-Hinton. Su pH debe estar entre 7,0 - 7,4 y
grosor entre 4 a 6 mm. El indculo bacteriano debe tener una turbidez similar al 0,5 de
la escala de McFarland y la inoculacion se debe efectuar con hisopo de algodon estéril.

La lectura se realiza entre las 18 a 24 horas.

Figura 18. Representacion del crecimiento radial mediante el método de difusion en disco.
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4.6.2. PRUEBA DE MICRODILUCION

Para estandarizar la densidad del inoculo para una prueba de susceptibilidad,

se utiliza estandar de turbidez de BaSO A equivalente a un estandar 0.5 de la

escala McFarland o su equivalente optico. Luego se inocula con micropipeta
la suspension de esporas preparadas a una concentracion de 10° U.F.C. en la
parte central de cada pocillo (Figura 19). En el area en donde la concentracion
del antibiotico sea insuficiente para inhibir el crecimiento, se observard un

margen donde no se presentara desarrollo del microorganismo.

Figura 19. Representacion del crecimiento radial mediante el método de microdilucién en

microplaca con pozo central de inoculo.

4.6.3. DILUCION EN PLACA CON POZO CENTRAL DE INOCULO

La técnica de dilucion en placa con pozo central de inéculo en agar, permite
observar el area en donde la concentracion del antibidtico sea insuficiente para
inhibir el crecimiento (Figura 20).
1. Preparar una mezcla de una cantidad de extracto y agar PDA tal que se
obtenga una concentracion de 20 y 50 mg/mL y dejar solidificar.
2. Permitir que las placas de la mezcla de agar con el extracto prueba

alcancen la temperatura ambiente antes de utilizarlos.
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3. Preparar una suspension en solucién salina estéril a partir de un cultivo
fresco. La turbidez de la suspension se debe ajustar a 0.5 en la escala de
McFarland (10° UFC/ml). Utilizar esta suspension para inocular los pozos
centrales de las placas de agar PDA antes de 15 minutos.

4. Colocar con micropipeta la suspensién de esporas.

5. No permitir el desborde del in6culo sobre la superficie del medio de

cultivo.

6. Una vez inoculadas las placas, deben ser incubadass..

7. La incubacion se realiza a 25°C * 2°C por el tiempo de desarrollo del

Control negativo (-).

8. Realizar la lectura de la prueba mediante determinacion del diametro de
la zona de crecimiento o de inhibicién

9. Colocar la placa sobre una superficie oscura pero bien iluminada (luz
directa a 45°), con el fondo hacia arriba y la tapa hacia abajo.

10. Medir el diametro de crecimiento con una regla milimétrica al milimetro

MAas cercano.

Figura 20. Representacion del crecimiento radial mediante el método de dilucion en placa con

pozo central de inoculo.
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46.4. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS

a) Curvas de mortalidad-tiempo

La técnica para determinar las curvas de mortalidad tiempo es sencilla como
larga. Basicamente, consiste en inocular una serie de tubos que contienen
concentraciones conocidas de antifungico, con una concentracién conocida
de levaduras. A determinados tiempos se toma una muestra de la solucion
que, diluida convenientemente, se siembra en placas de agar Sabouraud.
Después de incubarlas de 24 a 48 horas se cuenta el nimero de colonias por
placa (UFC). Multiplicando el nimero de colonias por la dilucion ensayada,

obtendremos el niimero de células sobrevivientes.

Normalmente de cada concentracion se ensayan dos o tres diluciones y mas
de una placa por dilucion. De las placas sembradas se cuentan aquellas que
tienen entre 10 y 100 colonias, aunque si solo se tienen placas con menos de
10 colonias se pueden utilizar para los célculos pero interpretandolas con
cautela. Como norma, la diferencia en el nimero de colonias entre las
placas de la misma concentracion y tiempo no debe ser mayor del 10%. En

caso contrario debemos analizar lo que ocurre.

Los resultados de los recuentos de colonias de las placas se pueden expresar
en UFC/ml con respecto al tiempo. Una vez hechos los céalculos es
conveniente trasladarlos a una grafica de papel semilogaritmico poniendo en
el eje de las ordenadas el logaritmo del numero de células supervivientes y
en abscisas el tiempo. De la grafica se puede determinar:
= Si la actividad es fungicida o fungistatica, y la relacion entre la
concentracion y la letalidad producida;

= El tiempo en el que se inicia la actividad fungicida
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b)

= La minima concentracion de antifungico con accién fungicida

= El ndmero de células viables a las 24 y 48 h de incubacion;

= El incremento maximo de UFC con respecto al nimero inicial

= El tiempo en que la diferencia en UFC entre el control y el

antifangico es de 3 unidades de logaritmo.

La relacion entre la concentracion y la letalidad la estableceremos,
calculando la tasa de crecimiento y/o letalidad de cada concentracion. Esta
tasa es la pendiente de la curva de letalidad y puede determinarse
matematicamente, representa la velocidad a la que mueren las células y se

mide en UFC/tiempo

Célculo de la curva de Inhibicién

Una vez determinadas las UFC en cada tiempo y concentracion, debemos
ajustar los datos obtenidos a una funcion matematica. Los antifungicos,
como los antibidticos pueden mostrar distintas cinéticas: Mono exponencial,
en la que la letalidad aumenta proporcionalmente con el tiempo de
incubacion. Biexponencial o bifésica, en la que hay dos velocidades de
letalidad, una rapida y otra mas lenta, en este caso se obtienen dos
pendientes. La letalidad también puede seguir una curva sigmoidea, es
decir, que hay una fase de latencia antes de empezar la letalidad, seguida de
una fase rapida y, finalmente, otra fase en la que la letalidad se mantiene
constante o bien no aumenta significativamente. Las pruebas de sensibilidad
de las levaduras a los extractos antifungicos se realizaron de acuerdo con las
normas de la NCCLS:

Medio de cultivo. El medio de cultivo recomendado por la NCCLS para

las pruebas de sensibilidad a los antifungicos es el RPMI 1640. Los

componentes se disolvieron en 90 ml de agua y se agitaron hasta su
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completa disolucion. Se ajusto el pH a 7 con NaOH 1N y se enraso con
agua destilada hasta un volumen de 100 mL. EIl medio se esterilizo por
filtracion y se guardo en la nevera a 4 °C al mismo tiempo que se protegio
de la luz.

Preparacion y almacenado de los antifungicos. Se utilizaron las
instrucciones de la NCCLS. Cualquier modificacion en el color de los
antifungicos o variacion de la densidad de la solucion hizo que se descarte
el empleo de la sustancia

Los tubos que contenian las diluciones seriadas de los extractos y
controles se diluyeron 1:100 en RPMI. Se utilizaron microplacas de
noventa y seis pocillos en ocho filas (A-H) y con doce columnas (1-12),
Con micro pipeta, se dispensaron 100 pl. de cada concentracion de
antifingico en cada columna de la microplaca, comenzando por la de
mayor concentracion (columna 12A-12H) hasta llegar a la de menor
concentracion (columna 3A-3H). La columna 2A-2H se us6 como control
de esterilidad del medio de cultivo y la dltima columna (1A-1H) como
control de crecimiento de las cepas (Figura 21).

Las microplacas eran selladas para evitar la evaporacion del liquido y se
inocularon con 100 pL de la suspension del indculo. Se incubaron entre 35
+2°C

La lectura de los resultados se realizdé de forma visual con ayuda de un
espejo. Cada pocillo fue comparado con aquel que contenia el control de
crecimiento sin antifungico y los resultados se evaluaron mediante una
escala numérica indicada desde 0 a 4 con cruces, como Se muestra en la

Figura 21, de manera detallada se tiene:
0 = Pocillos 6pticamente claros, sin crecimiento (100% de inhibicién de

crecimiento)

1 = Escaso crecimiento (75% de inhibicion de crecimiento)
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2 = Moderado crecimiento (50% de inhibicion de crecimiento)
3 = Abundante crecimiento (25% de inhibicion de crecimiento)
4 = Crecimiento igual que el pocillo control de crecimiento

(0% de inhibicién de crecimiento)

1 1 1 1
C(-) E F K KJ 37 6 n 7 = 1

=+ (WOOWOWOOOOWOOOW
2 (WOOWOOOOWOWOOGW
= (DOOWOWOOOOWOOO
« (DOOWOOOOOOOO
= (WOOWOOOOWOOOOW
« (WOOWOOOOWOOOOW
= (WOOOWOOWOOOOOW
« (WOOWOOOOOOOOW

Figura 21. Esquema de una microplaca con el rango de concentraciones utilizadas.
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5. RESULTADOS

5.1. BACTERIAS.

Mediante el Método de Susceptibilidad por Difusion Bauer-Kirby con Disco de Papel

impregnado con Extracto sobre Agar, se estudio a Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, de la coleccion de cultivos tipo ATCC

del cepario del IIFB, con el fin de obtener una primera serie de resultados, para

determinar cudl de los extractos tiene actividad antibacteriana. Cada uno de los

extractos vegetales fueron acondicionados en el rango de pH de 6,0 a 7,0 con Acido

Clorhidrico denotado al finalizar el codigo del extracto como P y con Acido Citrico

como C, para poder realizar una comparacion de la actividad al interactuar diferentes

acidos, debido a que el acido citrico es utilizado en la formulacion de productos

farmacéuticos y comparar la actividad del extracto al variar el tipo de acido.

Tabla 1. Actividad Antibacteriana de Extractos no Polares de extractos del género
Baccharis (Cs. QUIMICAS-IIFB).

HALOS DE INHIBICION (mm) DE 2 mg DE EXTRACTOS NO

POLARES DEL GENERO Baccharis

CONTROL (+)

aureus

BACTERIA R3 R5
CIPROFLOXACINA
Pseudomonas ] i 38
aeruginosa
Escherichia coli 20 15 35
Staphylococcus ) 34 26

Nota. R3 es el Extracto no polar de B. papillosa en diclorometano por 18 horas, R5 es el

Extracto no polar de B. papillosa en diclorometano por 2 horas.

76



CAPITULO 5. RESULTADOS

La actividad antibacteriana se observa en la Tabla 1, expresada como halos de inhibicién
en mm, de extractos no polares en Diclorometano a diferentes tiempos de extraccion. La
actividad mas alta de 34 mm se determin6 para Staphylococcus aureus con R5, que es el

extracto no polar de B. papillosa en diclorometano por 2 horas.

Tabla 2. Actividad Antibacteriana de Extractos Polares etanolicos del género Baccharis
(Cs. QUIMICAS-IIFB).

HALOS DE INHIBICION (mm) DE 2mg DE EXTRACTOS POLARES
ETANOLICOS DEL GENERO BACCHARIS

CONTROL (+)
CIPROFLOXACINA

BACTERIA Bl B2 | B3| B4 B5|B6 | R4

Pseudomonas 1§ IS RS S B — 38
aeruginosa
Escflil’llichla 20 | 21 | 18 | 20 | 18 | 20 | 19 35

Staphylococcus
aureus

12 NETSNE MR (= et S ] 0 26

Nota. B1 es el Extracto etanodlico de B. oftusifolia, B2 es el Extracto etantlico de B.
santilices, B3 es el Extracto etandlico de B. latifolia, B4 es el Extracto etanolico de B.
papillosa, B5 es el Extracto etandlico de B. genistelloides de los Yungas de La Paz, B6 es el
Extracto etandlico de B. genistelloides de Cochabamba, R4 es el Extracto etanolico de B.

latifolia por 37 horas.

La actividad antibacteriana de extractos polares etandlicos del género Baccharis se
muestra en la Tabla 2, expresada como la medida del didmetro del halo de inhibicion en
mm. Se considera los valores que son iguales o mayores al valor medio del control de
inhibicion positivo que es Ciprofloxacina. Por lo cual los extractos que manifestaron

actividad inhibitoria del crecimiento sobre Staphylococcus aureus fueron Bl, B2, B3 y
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R4. Mientras que Escherichia coli present6 sensibilidad a B1, B2, B3, B4, B5, B6 y R4.

Con el simbolo — se identifica a los extractos que no tienen actividad inhibitoria.

Tabla 3. Actividad Antibacteriana de Extractos Polares acuosos del género Baccharis (Cs.
QUIMICAS-IIFB).

HALOS DE INHIBICION (mm) DE 2mg DE EXTRACTOS POLARES
ACUOSOS DEL GENERO BACCHARIS

CONTROL (+)

BACTERIA | S1P | S1C | S2P | S2C | S20 | S3P | S3C CIPROELOXACINA

Pseudo_monas 20 | 12 N 12 i 18 1 38
aeruginosa
Escherichia | | 18 | 14 | 20 | 15 | 18 | 20 35
coli
Staphylococcus | il 10 | 12 . ] il 26

aureus

Nota. S1C es el Extracto acuoso de B. genistelloides de La Paz con acido citrico, S1P es el
Extracto acuoso de B. genistelloides de La Paz con acido clorhidrico, S2P es el Extracto
acuoso de B. latifolia con acido clorhidrico, S2C es el Extracto acuoso de B. latifolia con
acido citrico, S20 es el Extracto fendlico de polaridad media de B. latifolia, S3P es el
Extracto acuoso de B. genistelloides de Cochabamba con acido clorhidrico, S3C es el
Extracto acuoso de B. genistelloides de Cochabamba con acido citrico.

Se muestra en la Tabla 3, la actividad antibacteriana expresada como el didmetro de halos
de inhibicion en mm, donde el extracto que tiene actividad sobre las tres bacterias es S2C.
Contra Pseudomonas aeruginosa es sensible a S1P y S3P. Sobre Escherichia coli actian
S1C, S2C, S20, S3P y S3C. Mientras que Staphylococcus aureus es sensible a S2P y
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S2C. Con el simbolo — se identifica a aquellos extractos que no presentaron actividad

inhibitoria.

5.2. HONGOS. PRUEBA DE SCREENING. PRUEBA DE MICRODILUCION
EN PLACA DE EXTRACTOS VEGETALES DEL GENERO BACCHARIS

a) ASPERGILLUS NIGER
Se determind de actividad antiflngica frente a Aspergillus niger por el método de

microdilucion en agar PDA, con extractos de plantas del genero Baccharis.

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion de extractos vegetales no polares del género Baccharis y
solventes sobre Aspergillus niger (Cs. QUIMICAS-IIFB).

MUESTRA 20 mg/mi 50 mg/mi

R3 10 25

R5 30 55

K 60 80

KJ 75 90

ETOH 100 100

DMSO 60 100
H20 0 0
C(-) 0 0

Nota. R3 es el Extracto no polar de B. papillosa en diclorometano por 18 horas, R5 es el
Extracto no polar de B. papillosa en diclorometano por 2 horas. Los controles positivos
Ketoconazol comprimidos simbolizado como K, KJ representa a Ketoconazol Jarabe y F
representa a Fluconazol 1.V. Los solventes ETOL que es Etanol y DMSO que es Dimetil

Sulféxido.
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Se muestra en la Tabla 4 la actividad antibacteriana expresada como el porcentaje de
inhibicion de los solventes: agua destilada estéril, etanol y dimetil sulfoxido. También los
extractos no polares de plantas del genero Baccharis, utilizadas en la medicina tradicional

como antimicrobianas.

Para un ensayo posterior, se toma en cuenta solamente aquellos porcentajes mayores o
iguales a 40% de Inhibicion, por lo cual, se observa que el extracto R5 (no polar) es el que

presenta inhibicién a una concentracion de 50 mg/mL.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion de extractos polares etanolicos del género Baccharis
sobre Aspergillus niger (Cs. QUIMICAS-IIFB).

MUESTRA 20 mg/ml 50 mg/mi
B1 0 20
B2 0 10
B3 0 10
B4 0 10
B5 10 25
B6 10 25
E10 15 25
E20 15 40
C(-) 0 0

Nota. B1 es el Extracto etandlico de B. oftusifolia, B2 es el Extracto etandlico de B.
santelicis, B3 es el Extracto etandlico de B latifolia, B4 es el Extracto etandlico de B.
papillosa, B5 es el Extracto etandlico de B. genistelloides de La Paz, B6 es el Extracto

etandlico de B. genistelloides de Cochabamba.
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Se muestra en la Tabla 5 el porcentaje de inhibicion de extractos no polares en
Diclorometano a diferentes tiempos de extraccion. La actividad que se toma en cuenta son
los porcentajes mayores o iguales al 40% de Inhibicion, por lo cual como se observa los
extractos polares etandlicos no llegan a este porcentaje de inhibicion del crecimientos
ninguna de las concentraciones de prueba, por lo cual para un posterior ensayo

cuantitativo no se tomaran en cuenta estos extractos.

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion de extractos polares acuosos del género Baccharis sobre
Aspergillus niger (Cs. QUIMICAS-IIFB).

MUESTRA 20 mg/mi 50 mg/mi
R4 0 10
S1 10 25
S20 25 55
S2 25 45
S3 10 25
C(-) 0 0

Nota. R4 es el Extracto etandlico de B. latifolia por 37 horas, S1 es el Extracto acuoso de B.
genistelloides de La Paz, S2 es el Extracto acuoso de B. latifolia, S20 es el Extracto
fendlico de polaridad media de B. latifolia, S3 es el Extracto acuoso de B. genistelloides de

Cochabamba. El control negativo C (-) es Aspergillus niger.

Se muestra en la Tabla 6 el porcentaje de inhibicion de extractos polares acuosos de
especies vegetales del genero Baccharis. La actividad que se toma en cuenta son los
porcentajes mayores o iguales al 40% de Inhibicion, de lo cual S20, S2 y E20 presentan
valores de 55 %, como de 45% y de 40% respectivamente, por lo cual se consideran para

un ensayo posterior.
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Figura 22. Porcentaje de Inhibicion a dos concentraciones de Extractos no polares del

género Baccharis sobre Aspergillus niger.

Nota. R3 es el Extracto no polar de B. papillosa en diclorometano por 18 horas, R5 es el
Extracto no polar de B. papillosa en diclorometano por 2 horas. Los controles positivos
Ketoconazol comprimidos 200 mg simbolizado como K, KJ representa a Ketoconazol
Jarabe y F es Fluconazol 1.V. Los solventes ETOL que es Etanol y DMSO que es Dimetil
Sulféxido. El control negativo C (-) es Aspergillus niger.

Los datos de los porcentajes obtenidos de los halos de inhibicion de cada extracto se
muestran en las Tablas 4, 5y 6, por otro lado en la Figura 22 se representan los datos de

los extractos no polares del género Baccharis.
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Figura 23. Porcentaje de Inhibicion a dos concentraciones de Extractos polares acuosos del

género Baccharis sobre Aspergillus niger.

Nota. S1 es el Extracto acuoso de B. genistelloides de La Paz, S2 es el Extracto acuoso de B.
latifolia, S20 es el Extracto fenolico de polaridad media de B. latifolia, S3 es el Extracto

acuoso de B. genistelloides de Cochabamba. El control negativo C (-) es Aspergillus niger.

Los datos de los porcentajes obtenidos de los halos de inhibicion de cada extracto
se muestran en las Tablas 4, 5 y 6, por otro lado en las Figuras 22 y 23, se
representan estos datos, los cuales indican que de los extractos polares acuosos de
Baccharis latifolia, solamente S20, S2 presentaron un porcentaje de inhibicion de

55 y 45 por ciento respectivamente.
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Figura 24. Porcentaje de Inhibicion a dos concentraciones de Extractos polares etandlicos
del género Baccharis sobre Aspergillus niger.

Nota. B1 es el Extracto etanolico de B. oftusifolia, B2 es el Extracto etandlico de B.
santelicis, B3 es el Extracto etanolico de B latifolia, B4 es el Extracto etanolico de B.
papillosa, B5 es el Extracto etanolico de B. genistelloides de los Yungas de La Paz,
B6 es el Extracto etandlico de B. genistelloides de Cochabamba, R4 es el Extracto

etanolico de B. latifolia por 37 horas. El control negativo C (-) es Aspergillus niger.

Los datos de los porcentajes obtenidos de los halos de inhibicion de cada extracto
polar etandlico se muestran en la Tabla 5 y se representan en la Figura 24, estos
indican que de los extractos polares etanodlicos de Baccharis latifolia, solamente
E20 presentd un porcentaje de inhibicion de 40 por ciento para una concentracion
de 50 mg/mL.
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5.3. HONGOS. PRUEBA CUANTITATIVA. PRUEBA DE DILUCION EN
PLACA CON POZO CENTRAL DE INOCULO

Para la determinacion de la actividad antifngica de cada extracto vegetal se realizé
la siembra en pozo central de in6culo tanto de Aspergillus niger como de
Phytophthora palmivora en medio PDA. Se diluyé cada extracto vegetal en agar,
obteniendo una concentracion final de 0.05 g/ml, Posteriormente se aplico en el
pozo el inoculo, una suspensién de esporas de 1-5 x 10° UFC, para luego
cultivarlas a 25 = 2°C, midiendo el diametro de crecimiento, utilizando una regla
de Este a Oeste y de Norte a Sur, para luego obtener un promedio y graficar estos
datos en una curva de crecimiento y comparar los diferentes extractos utilizados
frente a un control positivo como Ketoconazol y frente al control negativo segln

sea el caso Aspergillus niger o Phytophthora palmivora.

5.3.1. Aspergillus niger

De los extractos utilizados se observa en Anexo B que los extractos acuosos S20,
E20, comparados con el control negativo, presentan un mejor comportamiento de
inhibicion del crecimiento de Aspergillus niger, desde un inicio, hasta pasadas las
100 horas de incubacion. Asi también el extracto no polar R5 como se observa en

la Figura 25.

Figura 25. Extracto no polar R5 de Baccharis papillosa contra Aspergillus niger.
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Figura 26. Cinética del crecimiento con Extractos Polares del genero Baccharis, que
afectan a Aspergillus niger Control negativo C(-).

Nota. S1 es el Extracto acuoso de B. genistelloides de La Paz, S2 es el Extracto acuoso de B.
latifolia, S20 es el Extracto fenolico de polaridad media de B. latifolia, S3 es el Extracto
acuoso de B. genistelloides de Cochabamba y E20 es el extracto polar etanolico de B.
latifolia. Los controles positivos Ketoconazol comprimidos simbolizado como K, luego KJ

representa a Ketoconazol Jarabe y F es Fluconazol I.V.
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Tabla 7. Velocidad de crecimiento de extractos Polares del género Baccharis sobre
Aspergillus niger (Cs. QUIMICAS-IIFB).

EXTRACTO COEFICIENTE DE VELOCIDAD DE
CORRELACIONR | CRECIMIENTO (mm/h)
C@) 0,997 0,4355
S1 0,9997 0,253
S2 0,9985 0,4392
S20 0,9932 0,2143
S3 0,999 0,4309
E20 0,9912 0,1657
K 0 0,0
KJ 0 0,0

Nota. S1 es el Extracto acuoso de B. genistelloides de La Paz, S2 es el Extracto acuoso de B.
latifolia S20 es el Extracto fendlico de polaridad media de B. latifolia, S3 es el Extracto
acuoso de B. genistelloides de Cochabamba y E20 es el extracto polar etandlico de B.
latifolia. Los controles positivos Ketoconazol comprimidos representado por K y KJ es

Ketoconazol Jarabe.

La velocidad de crecimiento (Tabla 7 y Figura 26), comparando con el control
negativo Aspergillus niger que crece a 0,4355 mm/hora, mientras que S2 y E20,

crecen a una velocidad de 0,2143 y 0,1657 mm/hora respectivamente.
También se observa que los controles positivos Ketoconazol comprimidos y

Ketoconazol Jarabe inhiben el crecimiento totalmente hasta pasados los 10 dias de

estudio.
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5.3.2. Phytophthora palmivora

Se tomO en cuenta a los extractos que presenten actividad antifingica sobre
Phytophthora palmivora en valores de porcentaje de inhibicién mayor o igual al
40% para un siguiente ensayo, para determinar la velocidad de inhibicién en medio

solido.

Tabla 8. Porcentaje de inhibicion de extractos polares del genero Baccharis sobre
Phytophthora palmivora (Cs. QUIMICAS-I1IFB).

MUESTRA 20 mg/ml 50 mg/mi
S1 10 20
52 25 50
S20 50 60
S3 10 20
E10 20 30
E20 50 75
K 60 75
KJ 70 80
H20 0 0
C(-) 0 0

Nota. S1 y S3 son Extractos acuosos de B. genistelloides de La Paz y Cochabamba
respectivamente, S2 es el Extracto acuoso de B. latifolia, S20 es el Extracto fendlico de
polaridad media de B. latifolia y E20 es el extracto polar etandlico de B. latifolia. Los

controles positivos Ketoconazol comprimidos K y KJ Ketoconazol Jarabe.

Se muestra en la Tabla 8 el porcentaje de inhibicién de extractos polares acuosos de

especies vegetales del genero Baccharis. La actividad que se toma en cuenta son los
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porcentajes mayores o iguales al 40% de Inhibicion, de lo cual S20, S2 y E20 presentan
valores de 55 %, como de 45% y de 40% respectivamente, por lo cual se consideran para

un ensayo posterior.
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Figura 27. Porcentaje de Inhibicion de extractos polares del genero Baccharis sobre

Phytophthora palmivora.

De los extractos polares de Baccharis ensayados (Tabla 8 y Figura 27), solamente
B. latifolia presenta actividad inhibitoria con el extracto de polaridad media S20
de 50% a 20 mg/mL y de 60% a 50 mg/mL. El extracto acuoso S2 inhibié 50% a
50 mg/mL y el extracto etanolico E20 tuvo 50% de inhibicion a 20 mg/mL y de
75% a 50 mg/mL.
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DIAMETRO DE CRECIMIENTO
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FIGURA 28. Cinética del crecimiento con extractos polares del genero Baccharis con

acido clorhidrico sobre Phytophthora palmivora Control negativo C(-).

Nota. Donde S1 es el Extracto acuoso de B. genistelloides de La Paz, S2 es el Extracto

acuoso de B. latifolia, S20 es el Extracto fendlico de polaridad media de B. latifolia, S3 es

el Extracto acuoso de B. genistelloides de Cochabamba y E2 es el extracto polar etandlico

de B. latifolia. Los Controles positivos Ketoconazol comprimidos simbolizado como Ky KJ

representa a Ketoconazol Jarabe.
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Tabla9. Velocidad de crecimiento de extractos polares del genero Baccharis sobre
Phytophthora palmivora (Cs. QUIMICAS-IIFB).

wesToa | SOEACIEWTEDE | veLocioaDoe

C () 0,9941 0,3118

S1 0,9977 0,3172

S2 0,9953 0,3127

S20 0,9239 0,1

S3 0,9981 0,3052

E20 0,3 0,0028

K 0,5362 0,0214

KJ 0 0

Nota. S1 es el Extracto acuoso de B. genistelloides de La Paz, S2 es el Extracto
acuoso de B. latifolia, S20 es el Extracto fendlico de polaridad media de B. latifolia,
S3 es el Extracto acuoso de B. genistelloides de Cochabamba y E2 es el extracto
polar etandlico de B. latifolia. Los Controles positivos Ketoconazol comprimidos
simbolizado como K y KJ representa a Ketoconazol Jarabe.

En la Tabla 9 y Figura 28 vemos que la velocidad de crecimiento es lineal donde
Phytophthora palmivora se desarrolla a 0,3118 mm/hora, en comparacion a extractos de
Baccharis latifolia como ser el extracto fenolico de polaridad media S20 el cual crece a

razon de 0,1 mm/hora y el extracto etandlico E20 crece a 0,0028 mm/hora.
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54. PRUEBA CUALITATIVA. PRUEBA DE DILUCION EN MICROPLACA
TC96 PARA LEVADURAS (M27-A).

5.4.1. Candida albicans

Se determind cualitativamente la inhibicion de las diluciones de los extractos, por
observacion a simple vista de la presencia de turbidez o formacion de un botén de

agrupamiento de microorganismos, para determinar si existe o no inhibicién.

Las diluciones se realizacion desde la mas concentrada 50 mg/mL, dividiendo por

. . . .. 1
la mitad cada una de las diluciones hasta completar a una concentracion de 35 .

Se utiliza como Controles Positivos de Inhibicion Fluconazol I.V. (F) y
Ketoconazol en forma de Comprimidos (K) y Ketoconazol en forma de Jarabe
(KJ). Se utilizaron los extractos de Baccharis latifolia, Baccharis genistelloides de

La Paz y Cochabamba.

Se realizo la prueba cualitativa para screening de dilucién en microplaca TC96 para
levaduras, estudiando los extractos vegetales frente Candida albicans del cepario
del 1IFB, para determinar aquellos que presenten actividad antimicotica,
determindndose mediante andlisis visual de la turbidez o presencia de un punto de

concentracion de particulas, la actividad del extracto frente a la cepa.
No se pudo leer en el equipo de recuento en placa, por la presencia de color de cada

extracto vegetal, el cual interfiere en la lectura espectrofotométricamente,

utilizando un lector de placa ELISA (Figura 29).
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FIGURA 29. Microdilucion de extractos polares y no polares con &cido clorhidrico de plantas
del genero Baccharis frente a Candida albicans C(-).

Nota. B6 es el Extracto etandlico de B. genistelloides de Cochabamba, R3 es el
Extracto no polar de B. papillosa en diclorometano por 18 horas, R4 es el Extracto
etandlico de B. latifolia por 37 horas, R5 es el Extracto no polar de B. papillosa en
diclorometano por 2 horas, S1 es el Extracto acuoso de B. genistelloides de La Paz, S2
es el Extracto acuoso de B. latifolia, S20 es el Extracto fendlico de polaridad media de

B. latifolia, S3 es el Extracto acuoso de B. genistelloides de Cochabamba.

De los extractos ensayados como se muestra en la Figura 29, se tiene que el
extracto acuoso de Baccharis latifolia S2 presenta poca o ninguna turbidez, indicio
de que existe una actividad inhibitoria en las primeras concentraciones diluidas. Por
otro lado se observa la presencia de un poco de turbidez para los extractos S1 y S3,
lo que indica que puede existir cierto porcentaje minimo de inhibicién. Todo esto

nos permite continuar con la siguiente prueba.
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55. METODO DE SUSCEPTIBILIDAD POR DIFUSION BAUER-KIRBY DE
DISCOS DE PAPEL APLICADO CON EXTRACTOS SOBRE AGAR
PARA Candida albicans

Continuando con el estudio para determinar la actividad inhibitoria, se aplico el
Método de Susceptibilidad por Difusion BAUER-KIRBY con disco de papel
impregnado con extractos vegetales sobre agar, determindndose mediante esta
prueba de difusion en disco, la accion inhibidora del extracto sobre Candida
albicans.

Tabla 10. Porcentaje de inhibicion de extractos polares del genero Baccharis sobre
Candida albicans (Cs. QUIMICAS-IIFB).

MUESTRA 0,5mg 1 mg
S1 33 42
S2 30 37
S20 20 35
S3 25 42
E20 10 33
K 17 58
KJ 20 60
C(-) 0 0

Nota. S1 es el Extracto acuoso de B. genistelloides de La Paz, S2 es el Extracto acuoso de
B. latifolia, S20 es el Extracto fendlico de polaridad media de B. latifolia, S3 es el
Extracto acuoso de B. genistelloides de Cochabamba y E20es el extracto polar etanélico de
B. latifolia. Los Controles positivos Ketoconazol comprimidos simbolizado como K y KJ

representa a Ketoconazol Jarabe.
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Para conocer el extracto que presenta actividad antifungica se toma en cuenta los
halos de aquellos que fueron igual o estan por encima de 30% de inhibicion. La
Tabla 10 presenta el porcentaje del halo de inhibicion de los extractos acuosos de
B. latifolia S2 de 37 %, de S20 de 35%, también se tomo en cuenta a B.

genistelloides S1 de la Paz y S3 de Cochabamba ambos extractos acuosos con 42%

de inhibicion.
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Figura 30. Halos de inhibicion en mm de extractos polares de plantas del genero Baccharis

frente a Candida albicans.

Para conocer el extracto que presenta actividad antifingica se toma en cuenta los halos
de aquellos que fueron igual o estan por encima de 30% de inhibicién. La Tabla 10 y
Figura 30 representan el porcentaje del halo de inhibicion de los extractos acuosos de
B. latifolia S2 de 37 %, de S20 de 35%, también se tomo en cuenta a B. genistelloides

S1 de la Paz y S3 de Cochabamba, ambos extractos acuosos con 42% de inhibicion.
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5.6. PRUEBA DE LA DINAMICA DE ACCION MICROBICIDA. CURVAS DE
LETALIDAD PARA Candida albicans.

Los extractos seleccionados como activos de Baccharis latifolia y Baccharis
genistelloides, fueron evaluados por el método por difusion en discos. Es una prueba

cuantitativa para determinar la actividad fungicida y/o fungistatica.

Para discrimar la actividad fungicida y/o fungistatica, se realizd la prueba de la
dinamica de accion inhibitoria en el tiempo, donde se obtienen Curvas de letalidad
para cada uno de los extractos antimicrobianos, realizandose el ensayo para los
extractos activos de B. latifolia y B. genistilloides, utilizando en este proceso Acido
Citrico al 50 % y Acido Clorhidrico 1N para obtener un rango de pH de 6,0 a 7,0
(Anexo D).

5.6.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL EXTRACTO A
DIFERENTES TIEMPOS DE CONTACTO

Se considera como fungicida aquel extracto que por lo menos tenga 3 unidades
logaritmicas de diferencia con el control negativo y ademas que no recupere en el
tiempo la concentracion inicial de indculo aplicado. Mediante las curvas de
letalidad se valora la capacidad de inhibicion en relacion con el tiempo y con

distintas concentraciones fijas de antimicrobiano.

También se evaluo a diferentes tiempos el arrastre del antimicrobiano tanto de los
controles positivos Ketoconazol y Fluconazol, como de los extractos a diferentes
tiempos, observando que se desarrolla normalmente el microorganismo, sin

ninguna alteracion en el tiempo.
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EXTRACTOS ACUOSOS DE BACCHARIS GENISTILLOIDES (LA PAZ)
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Figura 31. Actividad antifungica de extractos polares acuosos de Baccharis genistelloides

de La Paz contra Candida albicans Control negativo C.A.

Nota. S1C es el Extracto con acido citrico, S1P es el Extracto con acido clorhidrico. Los
Controles positivos Ketoconazol Jarabe simbolizado como KJ y K representa a Ketoconazol

comprimidos y F es Fluconazol I.V.

En la Figura 31 podemos ver que las curvas de mortalidad tiempo de los extractos
acuosos de B. genistelloides de La Paz S1C y S1P que descienden dos unidades
logaritmicas en las dos primeras horas, para luego incrementar su concentracion cercana
al inoculo inicial. Al no presentar tres unidades de logaritmo de diferencia con el control

negativo C.A. y llegar a 4,8 y 4,3 log U.F.C./mL respectivamente, podemos considerar
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que los extractos de B. genistelloides pueden presentar un comportamiento fungistatico
utilizando cantidades mayores del mg de extracto.

EXTRACTOS ACUOSOS DE BACCHARIS GENISTELLOIDES (COCHABAMBA)
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Figura 32. Actividad antifungica de extractos polares acuosos de Baccharis genistelloides
de Cochabamba contra Candida albicans Control negativo C.A.

Nota. S3C es el Extracto con &cido citrico, S3P es el Extracto con acido clorhidrico. Los

Controles positivos Ketoconazol Jarabe simbolizado como KJ y K representa a Ketoconazol
comprimidos y F es Fluconazol I.V.

Los extractos acuosos en la Figura 32 de B. genistelloides de Cochabamba S3C y S3P no

descienden mas de 1 Log U.F.C./mL, en las dos primeras horas y luego aumenta
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ligeramente la poblacion microbiana permaneciendo casi constante muy cerca del valor
del inéculo inicial. Comparando con el Control negativo C.A. se puede decir que existe la
posibilidad de un comportamiento fungistatico a cantidades mayores de 1 mg de extracto

acuoso.

EXTRACTOS ACUOSOS DE BACCHARIS LATIFOLIA
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Figura 33. Actividad antifungica de extractos polares de Baccharis latifolia contra

Candida albicans Control negativo C.A.
Nota. S3C es el Extracto con &cido citrico, S3P es el Extracto con acido clorhidrico. Los

Controles positivos Ketoconazol Jarabe simbolizado como KJ y K representa a Ketoconazol

comprimidos y F es Fluconazol I.V.
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Para Baccharis latifolia (Figura 33), el extracto S2P inhibe de 5,8 a cercade 1 U.F.C./mL
hasta las 12 horas de ensayo, para luego permitir un moderado incremento de la
concentracién microbiana llegando a una concentracion de 3 log U.F.C./mL. EIl extracto
S2C descienden inicialmente de 5,8 a 3,0 U.F.C./mL hasta las 6 horas, posteriormente
incrementa su concentracion microbiana de Candida albicans hasta permanecer casi
constante a 3,5 U.F.C./mL. Pasadas las 2 horas de ensayo el extracto S20 inhibe a cerca
de 3 log U.F.C/mL, luego se observa un ligero incremento a 3,6 U.F.C./mL, para

continuar estable a lo largo de las otras 24 horas.

EXTRACTO ETANOLICO DE BACCHARIS LATIFOLIA
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Figura 34. Actividad antifingica de extractos polares etandlicos de Baccharis latifolia de

La Paz contra Candida albicans Control negativo C.A.
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Nota. E10C es el Extracto con acido citrico, E10P es el Extracto con &cido clorhidrico,
E20C es el Extracto con acido citrico y E20P es el Extracto con &cido clorhidrico. Los
Controles positivos Ketoconazol Jarabe simbolizado como KJ y K representa a Ketoconazol

comprimidos y F es Fluconazol I.V.

La representacion de la letalidad de los extractos etandlicos se observa en la Figura 34,
donde se tiene que a las primeras horas existe una inhibicion total al inéculo de Candida
albicans con E10C y E10P para luego pasadas las 12 horas comenzar a disminuir su
actividad inhibitoria poco a poco hasta llegar a 1,8 U.F.C./mL, pero aun mantiene 3
unidades logaritmicas por debajo de la curva de crecimiento de Candida albicans en color
verde claro. Con el extracto E20C y E20P se observa inhibicion total del desarrollo de C.
albicans desde un inicio hasta las 48 horas de ensayo en comparacion al control negativo

en linea verde claro, que representa el crecimiento de C. albicans.
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6. DISCUSION

6.1. BACTERIAS

De los ensayos con bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, de la coleccion de cultivos tipo ATCC del cepario del Area de
Microbiologia del Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas se puede ver en
las Tablas 1, 2 y 3, que la mayoria de los extractos vegetales de especies del género
Baccharis obtenidos en el Area de Productos Naturales de la Carrera de Ciencias

Quimicas, fueron activos frente a estos patdgenos humanos.

Se visualiza el efecto de un mismo extracto al variar el tipo de acido para equilibrar el
pH, los extractos de Baccharis genistelloides de La Paz S1P y S1C, presentaron
actividad inhibitoria diferente, el primero frente a Pseudomonas aeruginosa y el
segundo a Escherichia coli. De la misma manera el extracto etanolico B5, de B.
genistelloides inhibi6 a Escherichia coli. También podemos notar que extractos de B.
genistelloides de Cochabamba S3P y S3C presentaron actividad inhibitoria, el primero
frente a Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, mientras que el segundo solo
frente a Escherichia coli, mientras que el extracto etanélico B6 inhibié solamente a

Escherichia coli.

Estos resultados muestran un espectro de accion de los extractos de Baccharis en
especial la especie Baccharis genistelloides sobre bacterias gram-negativas. También
es bueno resaltar la susceptibilidad mostrada por P. aeruginosa, una bacteria

tradicionalmente resistente a muchos antimicrobianos empleados comunmente.
Se ha encontrado que los extractos presentan actividad inhibitoria del crecimiento de

bacterias, utilizando extractos de Baccharis latifolia, como es el caso de S2P, S2C,

donde el primero actu6 sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus mientras que
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el segundo es activo frente a los tres patdgenos de ensayo, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa. Sin embargo el extracto S2C presenta
mayor actividad a la misma concentracién frente a Escherichia coli. Cuando se
empleo el extracto fendlico de polaridad media S20, presento un menor halo de
inhibicion frente a Escherichia coli y no presenta inhibicion sobre Staphylococcus

aureus y Pseudomona aeruginosa.

Utilizando extractos acuosos que permiten una mejor difusién en el medio agar,
vemos que podemos mejorar la distribucion de los extractos en el medio, lo cual no
significa que los extractos poco polares no tengan actividad sino que tienen

dificultades en su distribucion radial sobre un medio polar como es el agar.

Las bacterias Gram-negativas, generalmente son las menos susceptibles porque
poseen una membrana externa con superficie hidrofilica, debido a la presencia de
moléculas de lipopolisacaridos que actGtan como barrera de penetracion de
macromoléculas, ademas de compuestos hidrofobicos. Es por esta razén que las
bacterias Gram-negativas son relativamente resistentes a antibidticos hidrofobicos y
drogas toxicas, por lo cual los extractos polares ensayados pueden actuar inhibiendo

su desarrollo.

En la identificacidn del extracto vegetal de Baccharis capaz de inhibir el crecimiento
de cepas de bacterias de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, se realizo la prueba de difusion en placa, BAUER-KIRBY, que nos
muestra una respuesta inhibitoria a las 24 horas, por lo cual se recomienda continuar
la investigacion para determinar la cinética y capacidad inhibitoria frente a estos
microorganismos, realizando las curvas de letalidad para asi contar con una coleccion
de datos de la cinética de comportamiento de cada uno de los extractos frente a cada

uno de los patdgenos humanos.
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6.2. HONGOS.

Se realiz6 la prueba de microdilucion en agar PDA para determinar cual extracto
presenta actividad antimicrobiana frente a Aspergillus niger y Phytophthora
palmivora. Todos los extractos que presentaron valores en porcentaje de inhibicion
(Tabla 4, 5 y 6), mayor o igual al 40% pasaron a un siguiente ensayo para determinar
la velocidad de inhibicion en medio solido.

a) Pruebas con Aspergillus niger

De los resultados expuestos en la Tabla 4, podemos ver que el extracto etéreo no
polar de Baccharis papillosa R5 inhibié con 50 mg/mL a Aspergillus niger como
se observa en la Figura 22. Sin embargo esta actividad podria estar disminuida por

la mezcla heterogénea con el medio polar, del agar PDA.

De los extractos polares de Baccharis latifolia que se observan en la Tabla 5 y 6,
solamente S20, S2 y E2 presentaron un porcentaje de inhibicion de 55, 45 y 40 por
ciento respectivamente a una concentracion de 50 mg/mL (Figuras 22, 23 y 24), de
los cuales se determiné su velocidad de crecimiento (Tabla 7), donde se puede ver
que la velocidad de crecimiento disminuye por lo menos la mitad en el caso de los
extractos S1, S20 Y E2

Con los resultados obtenidos se puede observar en la Figura 26, que los extractos

S1, S20, E2 inhiben cerca del 50% el crecimiento de Aspergillus niger.

Esta buena actividad, posiblemente esté relacionado a que los extractos son polares
y tienen buena difusion en el medio solido. Por otro lado esta planta presenta
triterpenos y flavonoides que segun el uso tradicional tienen actividad como

antisepticos o antimicrobianos.
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b) Pruebas con Phytophthora palmivora

En la Tabla 8 y Figura 27, de los extractos polares de Baccharis ensayados,
solamente B. latifolia presenta actividad inhibitoria con el extracto de polaridad
media S20 tanto a 20 mg/mL como a 50 mg/mL por encima del 50%. El extracto
acuoso S2 solo inhibe a 50 mg/mL vy el extracto etandlico E2 presento inhibicion

del crecimiento tanto a 20 mg/mL como a 50 mg/mL por encima del 50%.

En la Tabla 9 vemos que la velocidad de crecimiento del Control negativo
Phytophthora palmivora es de 0,3118 mm/hora, en comparacion a extractos de
Baccharis latifolia como ser el extracto fenolico de polaridad media S20 crece a
0,1 mm/hora y el extracto etandlico E2 a 0,0028 mm/hora. Estos resultados
muestran que el extracto etanolico es mucho mas efectivo para inhibir a
Phytophthora. Esto posiblemente se deba a que el etanol extrae tanto compuestos
polares como poco polares. Esta mezcla de compuesto podria tener un efecto

sinérgico en la inhibicién de este fitopatogeno.

De la misma manera en la figura 28, podemos ver mediante la cinética de
crecimiento, que el extracto polar acuoso de Baccharis latifolia S20 y el extracto
etanolico E2, tienen la capacidad de controlar el crecimiento de Phytophthora

palmivora por debajo del 50 %.

c) Pruebas con Candida albicans

Se determind cualitativamente la inhibicion de las diluciones de los extractos, por
observacion a simple vista de la presencia de turbidez o formacion de un botén de

agrupamiento de microorganismos para determinar si existe o no inhibicién, por el

método de microplaca de 96 pozos.
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De los extractos ensayados como se muestra en la Figura 29, se tiene que el
extracto acuoso de Baccharis latifolia S2 inhibe del crecimiento en las primeras
concentraciones diluidas (1 y %2) y S20 presentd menor inhibicién que el extracto
anterior. También Baccharis genistelloides S1 de la Paz y S3 de Cochabamba con
una menor actividad inhibitoria. Por lo que de forma cualitativa se toma en cuenta

también a estos extractos para un posterior ensayo.

Para confirmar los resultados anteriores del método de microplaca, se aplico el
Método de Susceptibilidad por Difusion Bauer-Kirby, determinandose la accion
inhibidora. En la Tabla 10 y figura 30 se observan los porcentaje de inhibicidn
donde se corresponde que los extractos de B. latifolia S2 y S20 tienen una
actividad inhibitoria parecida. Para B. genistelloides S1 (La Paz) y S3
(Cochabamba) mostraron un porcentaje de inhibicion idéntico. Considerando que el
método de microplacas es liquido (RPMI) y el de Bauer-Kirby es sélido, por los
porcentajes encontrados podemos correlacionar estos dos métodos cualitativos para
considerar que estos extractos pueden presentar una actividad inhibitoria in Vitro

sobre Candida albicans.

Para discrimar la actividad fungicida y/o fungistatica, se realiz6 la prueba de la
dindmica de accion inhibitoria en el tiempo, donde se obtienen Curvas de letalidad,
realizandose el ensayo para los extractos activos de B. latifolia y B. genistelloides,
utilizando en este proceso Acido Citrico al 50 % y Acido Clorhidrico 1N para
obtener un rango de pH de 6,0 a 7,0. Se considera como fungicida aquel extracto
que por lo menos tenga 3 unidades logaritmicas de diferencia con el control
negativo y ademas que no recupere en el tiempo la concentracion inicial de indculo

aplicado.

En la Figura 31 y 32 podemos ver que las curvas de mortalidad tiempo de los

extractos acuosos de B. genistelloides S1C junto a S1P de La Paz y de S3C con
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S3P de Cochabamba, presentan un comportamiento similar, pero tienen una
diferencia minima de 1 log U.F.C./mL en relacion al control negativo, lo cual nos
indica que estos compuestos podrian presentar un comportamiento fungistatico al

utilizar 1 mg de extracto vegetal.

Para B. latifolia en la Figura 33, el extracto S2P tiene una elevada actividad
comparada con S20 y S2C a 1 mg, debido posiblemente a la alta concentracion de
compuestos polares. Por otro lado pasadas las 12 horas se ve un incremento en el
desarrollo de Candida albicans, posiblemente puede deberse a que esta cepa
consigue adaptarse al extracto o por otro lado puede existir algin compuesto que

sirva como fuente de alimentacion y posterior desarrollo.

Los extractos etandlicos en la Figura 34 de Baccharis latifolia E10 y E20 presentan
tanto a 0,5 como a 1 mg una actividad fungicida. Esto se debe posiblemente a que
el etanol extrajo de la planta tanto compuestos poco polares como polares, lo que
genera un efecto inhibidor mayor, al actuar posiblemente conjuntamente
produciendo un efecto sinérgico. Ademas se puede ver que a una cantidad menor

de 0,5 mg de extracto se puede generar un efecto fungistatico.

De los ensayos realizados, los controles positivos tanto Ketoconazol como
Fluconazol, presentan una actividad fungistatica, debido posiblemente a que existe
una posible adaptacion al compuesto por parte de Candida albicans, generando

resistencia al transcurrir el tiempo de ensayo.

Una de las fuentes de error es no tener en cuenta el efecto del antifungico
arrastrado con la muestra. Otra, también muy importante, es la falta de agitacion
del tubo (unos 15 segundos) antes de tomar la muestra ya que las levaduras tienden
a sedimentar rapidamente y ademas, al dividirse suelen quedar agrupadas formando

grumos. Normalmente de cada concentracion se ensayan dos o tres diluciones y
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mas de una placa por dilucién. De las placas sembradas se cuentan aquellas que
tienen entre 10 y 100 colonias, aunque si sélo se tienen placas con menos de 10

colonias se pueden utilizar para los calculos pero interpretandolas con cautela.

De manera general se pudo observar que la actividad de los extractos acuosos de B.
genistelloides y B. latifolia evaluados evidencié una diferencia notable en la
capacidad inhibitoria de cada uno de ellos. Es asi que el extracto vegetal acuoso
S2P de Baccharis latifolia tuvo una actividad inhibitoria significativa en los
experimentos con 1 mg de extracto. Por otro lado, el extracto etandlico E2 de B.
latifolia presentd una actividad Inhibitoria elevada, lo cual nos indica que tiene una
actividad fungicida a 1 mg de extracto y una capacidad fungistatica a una cantidad

menor de 0,5 mg de extracto vegetal.

Debido a que la familia del género Baccharis quimicamente, presenta principalmente
Flavonoides y Diterpenos, compuestos predominantes en estas especies, estos puede ser

responsables de las diversas propiedades como ser antisépticos o antimicrobianos.

A su vez Baccharis latifolia presenta Alcaloides, Terpenos, Taninos, Esteroides, Lactosas
sesquiterpénicas, Cumarinas, Antraquinonas, Flavonoides como: 5-hidroxi-7,4’-
dimetoxiflavona, 5-hidroxi-7,3’,4’-trimetoxiflavona, 3,5,4’-trihidroxi-7,3’-
dimetoxiflavona, 3,5-dihidroxi-7,3’,4’-trimetoxiflavona, 3-hidroxi-5,7,3",4’-

tetrametoxiflavona. Ademas de Nerolidol, Cadineno.

También Baccharis genistelloides, presenta Alcaloides, Flavonoides, Taninos, Esteroides,
Lactosas sesquiterpénicas, Cumarinas, Glicosidos cardiotonicos: 5,4’"-dihidroxi-7-
metoxiflavona Genkwanina, 5,4’"-dihidroxi-6,7-DImetoxiflavona Cirsimaritina, 5,7,4’"-
trihidroxi-6-metoxiflavona Hispidulina, 5,7,4’"-trihidroxiflavona Apigenina, 3,5,7,3’,4’-
pentahidroxiflavona Quercetina, 5,7, 3’,4"-tetrahidroxiflavona Luteolina, 5,7,3’,4’-

tetrahidroxi-6-metoxiflavona Nepetina
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Por lo anterior, al estar presentes tanto compuestos terpenicos y flavonoides, que dan
sabores acidos y picantes a las soluciones acuosas, podemos decir que pueden presentar

actividad inhibitoria, tanto el extracto polar S2, S20, E2, en hongos como bacterias.

Por otro lado varios estudios han demostrado que los terpenoides son los principales
contribuyentes de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales, siguiendo en
orden de actividad los terpenoides que contienen grupos alcoholes, luego los que poseen
aldehidos y por ultimo los que tienen grupos ceténicos. Sin embargo el mecanismo de
accién especifico de estos compuestos aun hoy no ha sido claramente caracterizado.
Aunque actualmente se propone como posible sitio de accion la membrana celular donde
los terpenoides actuarian desencadenando una serie de procesos que podrian arribar a la

muerte del microorganismo.

En comparacion a la actividad demostrada por los farmacos utilizados como controles
positivo, los extractos vegetales presentan una mayor actividad in Vitro. La utilizacién de
extractos vegetales y su modo de extraccion nos permiten presentar caracteristicas
especiales como ser su origen natural que los convierten en un producto mas seguro para

las personas y para el medio ambiente que los farmacos utilizados en la actualidad.

Otra caracteristica es el bajo riesgo para el desarrollo de resistencia por parte de los
microorganismos patdgenos. Los datos obtenidos en este trabajo aportan conocimientos
con respecto a la eficacia practica de la aplicacion de extractos vegetales, de extraccion
simple o de extraccion poco sofisticada, para proteger al hombre y a plantas o productos
vegetales sin efectos tdxicos. Esta investigacion sustenta la posibilidad de implementar la
aplicacion de extractos vegetales para controlar patdgenos humanos y fitopatégenos tales
como los estudiados en esta investigacion y otros a los cuales se puede aplicar la
metodologia y observar el comportamiento segln sea el modo de aplicacion o condiciones

especificas de aplicacion.
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Dado este proceso de proteccion Baccharis latifolia presenta una coloracion rojiza sobre
las hojas que estdn mas expuestas a los rayos solares, mientras que las hojas de
Baccharris genistelloides no presentan esta coloracion, lo cual nos indica que puede ser
una de las causas por las que el extracto de B. latifolia presenta mayor actividad

comparando al extracto de B. genistelloides.

De acuerdo a revisiones bibliograficas sobre la actividad inhibitoria de los constituyentes
de B. latifolia, se puede proponer que la actividad antifingica del extracto vegetal puede
deberse a un efecto conjunto de los siguientes componentes: Germacreno D, Eudesmano,
Nerolidol, Cadineno y Limoneno, p-hidroxiacetofenonas, diterpenos tipo ent-labdano,

acido cindmico y flavonoides.

Los flavonoides Genkwanina y Apigenina presentan actividad antibacteriana, lo que
justifica el uso de estas plantas en la medicina tradicional para la cura de heridas e
infecciones, evitando el desarrollo de microorganismos. Estos al estar en una fase soluble
en agua permiten una mayor interaccion en la fase lipido-acuoso de las membranas de los
microorganismos, aungue los mecanismos de accion para inhibir el desarrollo de estas

aun no se ha elucidado al actuar este tipo de extractos vegetales.
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7. CONCLUSIONES

Con 2 mg de extracto, Escherichia coli 25922 ATCC fue sensible al
extracto no polar R3 a, mientras que Staphylococcus aureus 25923 ATCC
presenta sensibilidad al extracto no polar R5. Los extractos polares B1,
B2, B3, B4, B5, B6, R4, S1C, S2C, S3P, S3C fueron activos a
Escherichia coli 25922 ATCC. Staphylococcus aureus 25923 ATCC
presento sensibilidad al extracto polar B2. Pseudomona aeruginosa 27853
ATCC fue sensible al extracto polar S1P y S3P.

Utilizando la prueba por dilucion en pozo central, se identificaron como
agentes con actividad antimicrobiana a los extractos: fenélico de polaridad
media S20 y acuoso S2 de Baccharis latifolia frente a Aspergillus niger,
Phytophthora palmivora. Solamente frente a Aspergillus niger el extracto

etanodlico E20 a 50 mg/mL y con 20 mg/mL para Phytophthora palmivora

Sobre Candida albicans, utilizando el método de las Curvas de Letalidad
tenemos a Baccharis latifolia con el extracto polar acuoso S2P vy el

extracto polar etandlico E20, los cuales presentan actividad inhibitoria.

Las concentraciones inhibitorias de extractos vegetales del género Baccharis

segun especie:

Concentracion inhibitoria de extractos vegetales de Baccharis latifolia:

SOBRE: Escherichia coli 25922 ATCC.

= 2 mg de extractos etanélicos B3 y R4

SOBRE: Aspergillus niger QSO07.
= 50 mg/ml de extracto fendlico de polaridad media S20

= 20 mg/ml de extracto etandlico E20
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SOBRE: Phytophthora palmivora QKO08.
= 50 mg/ml de extracto fendlico de polaridad media S2

= 20 mg/ml de extracto etandlico E20

SOBRE: Candida albicans 98001 ATCC.

= 1 mg de extracto polar acuoso S2, presenta Actividad
fungicida.

= 0,5y 1 mg de extracto polar etandlico E20 tiene Actividad
fungicida.

= <0,5 mg de extracto etanolico E10, presenta Actividad
fungistatica

= 1 mg de extracto fendlico de polaridad media S20 y de

extracto acuoso S2C, muestran Actividad fungistética.

e Concentracion inhibitoria de extractos vegetales de Baccharis genistelloides:

SOBRE: Escherichia coli 25922 ATCC.
= 2 mg de extracto polar etandlico B5 de la Paz y B6 de

Cochabamba.

SOBRE: Pseudomonas aeruginosa 27853 ATCC
= 2 mg de extracto polar acuoso S1P Y S1C de la Paz y S3P de

Cochabamba.

SOBRE: Candida albicans 98001 ATCC.
= 1 mg de extracto acuoso S1 (Yungas, La Paz) y S3 (Parque
Nacional  Tunari, Cochabamba), presenta  Actividad

fungistética.
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Es de mencionar también que en la actualidad la resistencia de los microorganismos a los
farmacos existentes tiende a incrementarse, razon por la cual se mantiene el impetu en la
blsqueda de nuevos agentes antimicrobianos para combatir las infecciones y superar los
problemas de resistencia bacteriana y los efectos secundarios de algunos agentes

disponibles actualmente.

En tal sentido, lograr que la poblacién disponga de fitofarmacos rigurosamente
estudiados, es un propdsito de muchos investigadores, por ello, en este trabajo se decidio
probar la actividad antimicrobiana y antifungica in Vitro de un grupo de extractos
vegetales de la especie Baccharis frente a microorganismos causantes de diversas
patologias en el hombre y plantas. Esto podria llevarnos al desarrollo, a partir de plantas
utilizadas tradicionalmente a formular la preparacién de diferentes formas farmacéuticas
con actividad farmacoldgica definida y colaborar con la gran demanda social de nuevos

agentes antimicrobianos.
Se recomienda continuar con la investigacion, realizando ensayos de la mezcla de dos o

mas de estos extractos para determinar el sinergismo/antagonismo de la combinacién de

estas sustancias administradas conjuntamente.
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Foto A2. Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis en tomate.

Sintomas en frutos como el tomate, denominado cominmente como o0jo de pavo,

asociados a Cancro bacteriano.
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Foto A3. Pseudomonas syringae pv. Tomato.

Sintomas en tomate de peca bacteriana.

Foto A4. Infeccidn de frutos de tomate por Phytophthora infestans.
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Foto A6. Pudricion del grano de maiz ocasionada por Aspergillus spp
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Foto A7. Phytophthora palmivora.

Pudricién negra de la mazorca de cacao (Theobroma cacao)

Foto A8. Nueces infectadas con Aspergillus niger y Aspergillus flavus.
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Foto B1. Staphylococcus aureus en aves de corral.

Sinovitis con Artritis subaguda positivo a Staphylococcus aureus en la region metatarso-
falangiana de la pata, en la izquierda de la foto en comparacion con la de la derecha que
no presenta lesion.

Foto B2. Pseudomonas aeruginosa en canes.

Otitis Crénica Supurativa debida a Pseudomonas aeruginosa en perro de la raza Labrador
Retriever.
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Foto B3. Dermatitis gangrenosa en aves producida por Bacterias.

Escherichia coli, Clostridium perfringens, Clostridium sordelli son bacterias que con
mayor frecuencia se aislan pero también es considerable la actuacién de una gran cantidad
de factores predisponentes. Se presenta cominmente en periodo de crianza y desarrollo,
en la que se observa zonas necroticas a nivel de la piel y masculos del ala y pechuga,
detectdndose un desprendimiento de la piel y plumas con mucha facilidad, en
determinados momentos se observa el derrame de un liquido serosanguinolento de olor

dulzon.
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Foto B4. Fotografia de un Pointer Ingles con Aspergilosis nasal

Foto 7. Fotografia de un ave con candidiasis.

Es mas comunmente vista en aves, especialmente polluelos y aves jOvenes. La
enfermedad se transmite por via digestiva, a partir del agua o alimento contaminado por el

hongo, con semillas germinadas o comida himeda o también mediante inhalacion y a

través de heridas.
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Foto C1. Staphylococcus aureus y Escherichia coli,.

Proceso infeccioso agudo del mufion umbilical. Puede ser de una sepsis al diseminarse la
infeccion por los vasos umbilicales. Basicamente colonizado por: Staphylococcus aureus y

Escherichia coli, Klebsiella y Anaerobios.

Foto C2. Infeccion por Staphylococcus aureus.

Se transmite por simple contacto, convierte las infecciones cutdneas menores en graves
problemas de salud, incluyendo casos de necrosis en los que se produce una eliminacion del
tejido debido a muerte celular y en la mayoria de los casos se trata de infecciones en el torrente

sanguineo.
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Foto C4. Aspergilosis pulmonar invasora

Paciente de 23 afios con leucemia aguda, desarrollé aspergilosis pulmonar invasora durante la
fase de neutropenia postquimioterapia. En la primera imagen A se ve la lesion nodular en la
radiografia de torax. La misma imagen en un corte ampliado de TC de tdrax se muestra en B.
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Foto C5. Aspergilosis bronquial.

Varon de 63 afios con linfoma y trasplante de médula désea. Presenta fiebre y disnea con
radiografia de térax normal. En broncoscopia se observan lesiones cuya biopsia demostro

inflamacion necrotizante e hifas de Aspergillus spp, que crecié en el cultivo.

Foto C6. Endocarditis por A. niger.

Paciente con leucemia mieloide, con endocarditis por A. niger, después de la autopsia se

ve una seccion de pulmén de masa oscura.
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v tvf ) £ :
Foto C7. Paroniquia candidiasica.

La pared de la ufia se hincha, se enrojece y se ablanda ante la presion y secreta una
sustancia supurativa y serosa. Puede producirse una decoloracion como consecuencia de
alguna infeccidén bacteriana asociada. Por ejemplo, puede adquirir un color verdoso,
causado por Pseudomonas. La extension secundaria de la infeccion hacia la matriz de la
ufia puede provocar una distrofia de la placa de la ufia sin que haya presencia de ningln

hongo en la propia ufia.

Foto C8. Candidiasis Interdigital.

Lavarse las manos muy frecuentemente y no secarselas correctamente predispone también
a la infeccion. El cuadro clinico estd caracterizado por enrojecimiento, grietas,
maceracion, vesiculas y pustulas, generalmente entre el tercer y el cuarto dedo. Los

pacientes se quejan de una sensacion subjetiva de escozor.
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Foto C9. Otomicosis.

La infeccion ocurre mas frecuentemente después de la administracion de colirio o de
terapia antibidtica local. Ademéas de la descamacion y del enrojecimiento, el cuadro
clinico puede incluir supuracion del conducto auditivo. Prurito y dolor y en algunos casos,

de zumbidos en los oidos, que puede progresar a pérdida auditiva temporal.

Foto C10. Intertrigo candidiasico.

Se desarrolla a partir de alteraciones dérmicas macerativas erosivas primarias. Factores de
predisposicion son la transpiracién, la ropa que no permite la respiraciéon de la piel e higiene
inadecuada. Los puntos de infeccion mas comunes son ingles, axilas y pliegues cutaneos del
pecho y abdomen. El intertrigo candidiasico afecta generalmente a personas con diabetes

mellitus, obesidad e inmunodeficiencias.
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Foto C11. Foliculitis candidiésica.

Zona de la barba, donde los factores de predisposicion son diabetes mellitus, sistema
inmunoldgico debilitado o tratamiento previo con glucocorticoides o antibidticos. También suele
haber presencia de seborrea. El cuadro clinico presenta pustulas foliculares y costras amarillentas.
La enfermedad sigue a menudo un curso crénico, en muchos casos por un diagnostico incorrecto

de impétigo contagioso, infeccidn por herpes, etc.

Foto C12. A. Candidiasis o Muguet oral.

Se desarrolla especialmente en personas con un sistema inmunoldgico débil. Afecta
principalmente a recién nacidos y ancianos, también a diabéticos y a individuos en terapia con
antibioticos o corticoides. Una protesis dental mal adaptada también favorece la infeccion.
Afecta aproximadamente al 50% de personas con VIH y aproximadamente a 80% de pacientes
con SIDA. La enfermedad se caracteriza por maceraciones blanquecinas, también hemorragicos,
con descamacién y costras en las comisuras de los labios.
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Foto D1. Método de susceptibilidad por Difusion Bauer-Kirby contra bacterias y candida

albicans.

En A se muestra una vista general de una placa con crecimiento bacteriano como Control
Negativo, luego se tienen las Fotos B, C, D, E y F que muestran los diferentes extractos
ensayados con cuatro discos humedecidos en las soluciones de los extractos y solventes utilizados
para las diferentes pruebas. La zona de color claro que rodea al disco marca las zona en que ese
extracto es activo, inhibiendo, con mayor o menor eficacia, el crecimiento del microorganismo en
estudio, tal como se observa a la izquierda y en la parte superior de la Foto B, asi como a la
izquierda y en la parte inferior de la Foto C. En la Foto D existe una variedad de tamafios de halo
de inhibicion para diferentes tipos de extractos y Controles Positivos como el caso del
Ketoconazol a la derecha en la foto D. El disco que no tiene a su alrededor halo de inhibicién nos
indica la resistencia del microorganismo a ese tipo de extracto utilizado como se observa en la
parte derecha de la Foto B en el caso del Agua destilada utilizada como solvente y en la parte
inferior de la Foto F un extracto en medio basico. Es de notar, la disminucidon de la intensidad de
crecimiento del microorganismo en la zona interior del halo de inhibicién del disco K y KD en la
foto B y D, debido probablemente a la aparicibn de mutantes resistentes de dicho
microorganismo capaces de soportar en mayor medida que el resto el efecto del antibiotico
Ketoconazol.
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Foto D2. Método de Dilucién de Extractos vegetales del género Baccharis con Agar y

Pozo Central de Inoculo de Aspergillus niger.
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Foto D3. Actividad antifungica del Extracto etanolico de Baccharis latifélia
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b |

Foto D4. Método de Dilucion de Extractos del género Baccharis con Agar y Pozo
Central de Inoculo de Phytophthora Palmivora.

A: C(-) Control negativo Phythophthora palmivora. y Control positivo Farmaco Ketoconazol
Jarabe. B: Extracto etandlico de Baccharis Latifélia y C(-) Control negativo Phythophthora
palmivora. C: Control positivo Farmaco Ketoconazol Comprimido y C(-) Control negativo
Phythophthora palmivora.
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Foto D5. Candida albicans, sin diluciones

Control negativo, Candida albicans, del Ensayo de la Curva de letalidad para antimicrobianos,
sin realizar las diluciones correspondientes para obtener de 10 a 300 UFC para el conteo, donde:
to corresponde al tiempo cero de iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de 2 horas de
iniciado el ensayo. ts corresponde al tiempo de 6 horas de iniciado el ensayo. ts corresponde al
tiempo de 8 horas de iniciado el ensayo. t;, corresponde al tiempo de 10 horas de iniciado el

ensayo.
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Foto D6. Candida albicans, con diluciones.

Control negativo, Candida albicans, del Ensayo de la Curva de letalidad para antimicrobianos,
con las diluciones correspondientes para obtener de 10 a 300 UFC para el conteo, donde: to
corresponde al tiempo cero de iniciado el ensayo. t; corresponde al tiempo de 1 hora de iniciado
el ensayo. t, corresponde al tiempo de 2 horas de iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de
4 horas de iniciado el ensayo. Ts corresponde al tiempo de 5 horas de iniciado el ensayo. ts
corresponde al tiempo de 6 horas de iniciado el ensayo. tg corresponde al tiempo de 8 horas de
iniciado el ensayo. t;, corresponde al tiempo de 12 horas de iniciado el ensayo. t,, corresponde al
tiempo de 24 horas de iniciado el ensayo. t,s corresponde al tiempo de 48 horas de iniciado el

ensayo.
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Foto D7. Actividad del Farmaco Fluconazol frente a Candida albicans.

Control positivo, Farmaco Fluconazol [Control Positivo C(+)], del Ensayo de la Curva de
letalidad para antimicrobianos, con las diluciones correspondientes para obtener de 10 a 300 UFC
para el conteo, donde: ty corresponde al tiempo cero de iniciado el ensayo. t; corresponde al
tiempo de 1 hora de iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de 2 horas de iniciado el ensayo.
t, corresponde al tiempo de 4 horas de iniciado el ensayo. ts corresponde al tiempo de 6 horas de
iniciado el ensayo. tg corresponde al tiempo de 8 horas de iniciado el ensayo. t;, corresponde al
tiempo de 12 horas de iniciado el ensayo. t,, corresponde al tiempo de 24 horas de iniciado el

ensayo. i, corresponde al tiempo de 48 horas de iniciado el ensayo.
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Foto D8. Actividad del Farmaco Ketoconazol KC frente a Candida albicans.

Control positivo, Farmaco Ketoconazol (comprimidos) [Control Positivo C(+)]a diferentes
Tiempos de contacto frente a Candida albicans, del Ensayo de la Curva de letalidad para
antimicrobianos, con las diluciones correspondientes para obtener de 10 a 300 UFC para el
conteo, donde: t, corresponde al tiempo cero de iniciado el ensayo. t; corresponde al tiempo de
1 hora de iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de 2 horas de iniciado el ensayo. t,
corresponde al tiempo de 4 horas de iniciado el ensayo. t; corresponde al tiempo de 6 horas de
iniciado el ensayo. tg corresponde al tiempo de 8 horas de iniciado el ensayo. t;, corresponde al
tiempo de 12 horas de iniciado el ensayo. t,, corresponde al tiempo de 24 horas de iniciado el

ensayo. i, corresponde al tiempo de 48 horas de iniciado el ensayo.
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Foto D9. Actividad del Farmaco Ketoconazol KJ frente a Candida albicans.

Control positivo, Farmaco Ketoconazol (jarabe) [Control Positivo C(+)] a diferentes Tiempos
de contacto frente a Candida albicans, del Ensayo de la Curva de letalidad para
antimicrobianos, con las diluciones correspondientes para obtener de 10 a 300 UFC para el
conteo, donde: t; corresponde al tiempo cero de iniciado el ensayo. t; corresponde al tiempo de 1
hora de iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de 2 horas de iniciado el ensayo. t,
corresponde al tiempo de 4 horas de iniciado el ensayo. ts corresponde al tiempo de 6 horas de
iniciado el ensayo. tg corresponde al tiempo de 8 horas de iniciado el ensayo. t1, corresponde al
tiempo de 12 horas de iniciado el ensayo. t,, corresponde al tiempo de 24 horas de iniciado el

ensayo. t,g corresponde al tiempo de 48 horas de iniciado el ensayo.
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CAPITULO 9. ANEXOS. ANEXO D

Foto D10. Extracto de Baccharis genistelloides contra Candida albicans.

Actividad inhibitoria del Extracto acuoso S1P de Baccharis genistilloides (Yungas, La Paz), del
Ensayo de la Curva de letalidad para antimicrobianos, con las diluciones correspondientes para
obtener de 10 a 300 UFC para el conteo, donde: t, corresponde al tiempo cero de iniciado el
ensayo. t; corresponde al tiempo de 1 hora de iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de 2
horas de iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de 4 horas de iniciado el ensayo. ts
corresponde al tiempo de 6 horas de iniciado el ensayo. tg corresponde al tiempo de 8 horas de
iniciado el ensayo. t;o corresponde al tiempo de 10 horas de iniciado el ensayo. t;, corresponde al
tiempo de 12 horas de iniciado el ensayo. t,, corresponde al tiempo de 24 horas de iniciado el
ensayo. t,g corresponde al tiempo de 48 horas de iniciado el ensayo.

157



CAPITULO 9. ANEXOS. ANEXO D

Foto D11. Extracto de Baccharis Genistilloides S3P contra Candida albicans.

Actividad inhibitoria del Extracto acuoso de Baccharis Genistilloides S3P (Cochabamba) a
diferentes Tiempos de contacto, frente a Candida albicans, con las diluciones
correspondientes para obtener de 10 a 300 UFC para el conteo, donde: t; corresponde al tiempo
cero de iniciado el ensayo. t; corresponde al tiempo de 1 hora de iniciado el ensayo. t,
corresponde al tiempo de 2 horas de iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de 4 horas de
iniciado el ensayo. ts corresponde al tiempo de 6 horas de iniciado el ensayo. tg corresponde al
tiempo de 8 horas de iniciado el ensayo. t;o corresponde al tiempo de 10 horas de iniciado el
ensayo. t1, corresponde al tiempo de 12 horas de iniciado el ensayo. t,, corresponde al tiempo de
24 horas de iniciado el ensayo. t,45 corresponde al tiempo de 48 horas de iniciado el ensayo.
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CAPITULO 9. ANEXOS. ANEXO D

Foto D12. Extracto de Baccharis latifolia S2P frente a Candida albicans.

Ensayo de la Curva de letalidad para antimicrobianos, con Actividad inhibitoria del Extracto
acuoso de Baccharis latifolia S2P con las diluciones correspondientes para obtener de 10 a
300 UFC para el conteo, donde: t, corresponde al tiempo cero de iniciado el ensayo. t;
corresponde al tiempo de 1 hora de iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de 2 horas de
iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de 4 horas de iniciado el ensayo. t; corresponde al
tiempo de 6 horas de iniciado el ensayo. tg corresponde al tiempo de 8 horas de iniciado el
ensayo. tio corresponde al tiempo de 10 horas de iniciado el ensayo. t;, corresponde al tiempo de
12 horas de iniciado el ensayo. t,, corresponde al tiempo de 24 horas de iniciado el ensayo. tsg

corresponde al tiempo de 48 horas de iniciado el ensayo.
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CAPITULO 9. ANEXOS. ANEXO D

Foto D13. Extracto de Baccharis latifolia E20 frente a Candida albicans

Ensayo de la Curva de letalidad para antimicrobianos de la Actividad inhibitoria del Extracto
etanolico E20 de Baccharis latifolia, sin las diluciones correspondientes para obtener de 10 a
300 UFC para el conteo, donde: ty corresponde al tiempo cero de iniciado el ensayo. t;
corresponde al tiempo de 1 hora de iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de 2 horas de
iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de 4 horas de iniciado el ensayo. ts corresponde al
tiempo de 6 horas de iniciado el ensayo. tg corresponde al tiempo de 8 horas de iniciado el
ensayo. tio corresponde al tiempo de 10 horas de iniciado el ensayo. t;, corresponde al tiempo de
12 horas de iniciado el ensayo. t,, corresponde al tiempo de 24 horas de iniciado el ensayo. tss

corresponde al tiempo de 48 horas de iniciado el ensayo.
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CAPITULO 9. ANEXOS. ANEXO D

Foto D14. Extracto de Baccharis latifolia E10 frente a Candida albicans.

Ensayo de la Curva de letalidad para antimicrobianos de la Actividad inhibitoria del Extracto
etandlico E10 Baccharis latifolia, frente a Candida albicans, sin realizar las diluciones
correspondientes donde: t; corresponde al tiempo cero de iniciado el ensayo. t; corresponde al
tiempo de 1 hora de iniciado el ensayo. t, corresponde al tiempo de 2 horas de iniciado el ensayo.
t, corresponde al tiempo de 4 horas de iniciado el ensayo. t; corresponde al tiempo de 6 horas de
iniciado el ensayo. tg corresponde al tiempo de 8 horas de iniciado el ensayo. t;o corresponde al
tiempo de 10 horas de iniciado el ensayo. t;, corresponde al tiempo de 12 horas de iniciado el
ensayo. to, corresponde al tiempo de 24 horas de iniciado el ensayo. t,5 corresponde al tiempo de

48 horas de iniciado el ensayo.
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