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RESUMEN

La seleccion del tratamiento adecuado para las infecciones en la actualidad es mds
dificil, ya que en los Ultimos 50 ainos se ha incrementado la resistencia bacteriana a
antibidticos, esto ocasiona el aumento de la estancia en unidades hospitalarias, al
igual que los costos de fratamiento, los cuales en muchos de los casos son insuficientes,
por lo que las infecciones a nivel comunitario y nosocomial han aumentado en grado

de morbilidad y mortalidad.

El objetivo del trabagjo fue la evaluacion del efecto antimicrobiano del extracto de
Thymus vulgaris contra Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa; las cuales se obtuvieron del cepario del laboratorio
No.10 de la unidad de posgrado. Para poder llevar a cabo la evaluacion del extracto
donado por EXTRACTOS SIGMA, se llevo a cabo la esterilizacion de este con
membranas estériles, verificada por medio de una prueba cualitativa, la que resulto
satisfactoria, se concentro el extracto y se preparo una solucién Stock de 100mg/ml,
partiendo de la solucidn preparada se llevaron a cabo los bioensayos en microplacas
evidenciando la inhibicidn del crecimiento de la bacteria por medio del grado de
turbidez en los pozos y la técnica colorimétrica de Mosmann, determinando Ias
concentraciones minimas inhibitorias con las lecturas espectrofotometricas, a la par se
corrieron  pruebas para defterminar el efecto ejercido por el exiracto
(bactericida/bacteriostdtico) y por Ultimo se observaron las bacterias a través de
Microscopia Electrénica de Transmision para tratar de dilucidar el mecanismo de

accion contra la bacteria.

De las bacterias utilizadas en los bioensayos se determino que las Gram (-) fueron mas
sensibles al exiracto, ya que para Klebsiella pneumoniae y Salmonella typhi se
determino una CMI de 1562.5ug/ml y para Pseudomonas aeruginosa de 3125ug/ml,
mientras que en la Unica bacteria Gram(+) de este estudio Staphylococcus areus se
determino una CMI de 12500pg/ml, observandose en todos los casos que el extracto
actla presuntivamente y principalmente a nivel de membrana y pared celular, debido
a la presencia de protoplastos y esferoplastos; sin embargo no inhibe el crecimiento,

concluyendo que el efecto del extracto es bacteriostdtico.



INTRODUCCION

1.- HISTORIA.

sSe podria imaginar la emocién que sintid en 1674 el bidlogo holandés Antén Van
Leeuwenhoek cuando examind con sus lentes de microscopio una gota de agua y
descubri6 un mundo formado por milones de diminutos «animdculos»e.
Aproximadamente cien anos después el bidlogo danés Otto MUller amplid los estudios de
Van Leeuwenhoek y, siguiendo los métodos de clasificacion de Carlos Linneo, organizd a
las bacterias en géneros y especies. Se trataba del inicio de la clasificacion taxondmica
de los microorganismos. En 1840, el anatomopatdlogo alemdn Friedrich Henle propuso
unos criterios para demostrar que los microorganismos eran responsables de la aparicion
de enfermedades en el ser humano (la denominada «feoria de los gérmenesy de las
enfermedades). En los anos setenta y ochenta del mismo siglo, Robert Koch y Louis
Pasteur confirmaron esta teoria mediante una serie de elegantes experimentos en los que
demostraron que los microorganismos eran responsables de la aparicion del carbunco, la

rabia, la peste, el cdlera y la tuberculosis.3

Mds adelante, otros brillantes cientificos confirmaron que una amplia variedad de
microorganismos producian ofras enfermedades humanas. La era de la quimioterapia
comenzd en 1910, cuando el quimico alemdan Paul Ehrlich descubrid el primer compuesto
antibacteriano, que resulté efectivo contra la espiroqueta causante de la sifilis. Los anos
posteriores asistieron al descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928, la
sulfanilamida en 1935 por Gerhard Domagk y la estreptomicina por Selman Waksman en
1943. En 1946, el microbidlogo estadounidense John Enders fue el primero en cultivar virus
en cultivos celulares, proporcionando asi un medio para la produccién a gran escala de

cultivos viricos para el desarrollo de vacunas.?

Los primeros pasos de estos innovadores investigadores han sido seguidos por miles de
cientificos que, trabajando con los fundamentos establecidos por sus predecesores, han
anadido mds y mds datos para ampliar los conocimientos sobre los microorganismos vy el

papel que ejercen en la aparicion de las enfermedades.3



2- ENFERMEDADES INFECCIOSAS.

La interaccidon entre un microorganismo y el ser humano es compleja. Puede producir
tanto una colonizacién fransitoria o una relacién simbidtica crénica o bien la aparicidon de
una enfermedad. El resultado final de esta interaccién se encuentra determinado por la
virulencia del microorganismo, el lugar de la exposicidn y la capacidad de respuesta del
organismo anfitrién. Por tanto, las manifestaciones clinicas de la enfermedad pueden

variar desde sintomas leves hasta el fracaso multiorgdnico y la muerte del individuo .3

Las enfermedades infecciosas son problemas globales de la salud !; constifuyen la
primera causa de morbi mortalidad a nivel mundial, en especial en paises
subdesarrollados como el nuestro, por ello el fratamiento adecuado y oportuno de las

mismas, tendrd un impacto importante en los indices de salud.?

El dmbito y el foco de estas enfermedades cambian continuamente. La distribucion de
las enfermedades en el mundo puede variar de forma espectacular y rdpidamente.
Alteraciones en el patégeno, en el ambiente o en la poblacién de huespedes pueden
contribuir a la rédpida expansidn de nuevas enfermedades con potencial para una

elevada morbilidad y mortalidad entre los individuos afectados.!

Algunos factores responsables de la emergencia de nuevos patdégenos son':

- La demografia y el comportamiento humano.
La tecnologia y la industria.
El desarrollo econdmico y el uso de tierra.
Los vuelos y el comercio internacional.
La adaptaciéon y los cambios microbianos.
La rotura de medidas de sanidad publica.
La aparicién de hechos anormales que afectan el equilibrio normal hospedador-

patdébgeno.

A pesar que el organismo humano estd muy adaptado a controlar la exposicién a
microorganismos patdégenos por medio de distintas barreras fisicas que impiden su
invasion; o que las respuestas innatas reconocen patrones moleculares caracteristicos de
los componentes microbianos y activan los mecanismos de defensa local y las respuestas
inmunes especificas que actlan contra el microorganismo con el propésito de eliminarlo.
Lamentablemente, la respuesta inmune es, con frecuencia, excesivamente tardia o lenta.
Para mejorar la capacidad de prevencidn de la infeccidon del organismo humano, se

puede potenciar el sistema inmunoldgico mediante la transferencia pasiva de

-10 -



(%5 dad, imioroli Jk%w g %

anticuerpos incluidos en preparaciones de inmunoglobulinas o mediante la vacunacién
con componentes microbianos. Las infecciones también se pueden controlar mediante

compuestos quimioterdpicos diversos. 3

El ser humano sin duda alguna no es un ser aislado, este debe relacionarse con lo que se
encuenira en el ambiente, de esta forma se establecen diversos tipos de interacciones,

en el caso de las bacterias pueden ser comensales y parasitarias principalmente.

Es inminente el hecho de que el ser humano vy las bacterias poseen una estrecha relacién,
por la simple l6gica en que ambos se encuentran en el mismo ambiente, pero muchas de
estas relaciones son de cardcter parasitario, lo que ocasiona dafo al hombre; Un claro
ejemplo de las interacciones parasitarias, que traen como resultado enfermedades, es la
fiebre tifoideaq, la cual es una enfermedad propia del hombre causada por una bacteria

Gram negativa:

21.- Salmonella typhi.

La salmonelosis se considera un problema de salud publica mundial. Salmonella enterica
causa infeccidén intestinal aguda en personas de todas las edades y puede ocasionar
infecciones invasivas graves como bacteremia y meningitis en lactantes, ancianos vy
pacientes inmunosuprimidos. En los paises industrializados se han establecido sistemas de
vigilancia, que les permite conocer con relativa certeza la incidencia de las infecciones
por Salmonella y otros patdégenos causales de diarrea, asi como el impacto de cada una

de éstas en la morbilidad y mortalidad de la poblacién.2!

La comunidad cientifica y las autoridades sanitarias asumen que, en general, los pollos,
cerdos y bovinos son los reservorios mas frecuentes de Salmonella; que la ingestion de
adlimento directa o indirectamente contaminado es la causa mds comun de las
infecciones en el humano; y que todas las serovariedades tienen el mismo grado de
patogenicidad. Por las dificultades técnicas y logisticas, existen pocos estudios sobre la
transmision de este patdégeno a lo largo de toda la cadena alimenticia y las condiciones
necesarias para producir enfermedad en un huesped humano. Por ende, la legislacién
referente a inocuidad alimentaria establece medidas de control o limites de tolerancia
basados en informacién epidemioldgica obtenida de estudios transversales realizados en
las naciones industrializadas. En muchas ocasiones esta informaciéon no puede ser

extrapolada al panorama de los paises en desarrollo.?!

-11 -



En México no se cuenta con estadisticas nacionales de infecciones por Salmonella. Con
frecuencia, el médico hace un diagndstico basdndose en el cuadro clinico del paciente,
pero sin contar con los estudios microbioldgicos necesarios para establecer un
diagndstico certero. La falta de un sistema de vigilancia con comunicacion entre
epidemidlogos, clinicos, y el sector veterinario, asi como la falta de infraestructura
necesaria, impide que paises como el nuestro pueda identificar las principales
serovariedades de Salmonella en las diferentes clases de alimentos, asi como el riesgo
gue cada una de estas, entrana para la salud de los seres humanos. Esta informacion es
indispensable para establecer las intervenciones necesarias para disminuir la morbilidad y

mortalidad por las infecciones causadas por Salmonella 2!

El aumento progresivo de resistencia antimicrobiana de los patdgenos entéricos,
particularmente Shigella, Escherichia coli enterotoxigénica, Salmonella typhi y Vibrio
cholerae, es un problema critico para la poblacidén que vive en paises en vias de
desarrollo donde existen altos porcentajes de enfermedades diarreicas agudas que estdn
generalmente asociadas a la mortalidad infantil. Se estima que en paises
subdesarrollados, cerca de 4 millones de ninos menores de 5 anos mueren por anNo por
gastroenteritis aguda donde la desnutricion es un factor adicional de alto riesgo tanto en
la diarrea aguda como en la persistente donde en muchos casos, se requiere tratamiento

antimicrobiano.”

21.1.- FACTORES DE VIRULENCIA.

El género Salmonella fue descrito a principios del siglo XX por el bacteridlogo
estadounidense Theobald Smith, recibiendo el nombre por su jefe David Salmon. Las

salmonellas son bacterias entéricas, y su taxonomia es compleja.?!

21Salmonella typhi, posee factores de virulencia que el permiten invadir células,

mulfiplicarse y evadir la respuesta inmune, estos factores son:

e Fimbrias tipo SEF18.53

e Proteina de unidn SipE.s3

Enterotoxina similar a la enterotoxina de Vibrio cholerae (CT), y toxina termildbil (LT)
de Escherichia coli.s3

e Islas de patogenicidad: SPI-2, SPI-6, SPI-7, SPI-8, SPI-9 y SPI-10.53

-12 -



21.2.- EPIDEMIOLOGIA.

Anualmente, en el mundo hay al menos 16 millones de casos de fiebre fifoideq,
resultando en 600,000 muertes. En México se han reportado alrededor de 15 mil casos al
ano de fiebre tifoidea.is Es relevante insistir, como se menciond con anterioridad, que esta
incidencia se basa primordialmente en una valoracién clinica, sin que se hayan aplicado
métodos confiables de diagndstico. Esto implica, por tanto, un grado de incertidumbre en

la estadistica.2!

213.- TRATAMIENTO.

B-lactdmicos: Como Penicilina, Ampicilina, Carbenicilina y cefalotina.

Aminoglucosidos: Como la  Estreptimicina, Neomicina, Gentamicina, Teracicling,

Cloranfenicol, Polimixina B y Sulfamidas.

Las infecciones son procesos que histéricamente han acompanado a los hospitales con
mayor o menor incidencia, segun la situacion econdmico-social de que se ftrate, vy
constituyen un importante problema de salud y un motivo de preocupacién para las
instifuciones y organizaciones de la salud a escala mundial, por las implicaciones

econdmicas, sociales y humanas que estas tienen.s

3.- INFECCIONES NOSOCOMIALES.

El problema de las infecciones nosocomiales se hizo latente desde el comienzo de los
hospitales como instituciones de caridad, en el aino 325 d.n.e, pero su presencia ligada a
la cirugia es tan antigua como las intervenciones quirdrgicas de trepanacién  de crdneo,
reducciones de fracturas y ofras, practicadas por el hombre desde 3000 anos a.n.e. El
conocimiento del problema mediante estudios aislados se inicia mds recientemente en
la década de los 50 del siglo XX, con los estudios de focos de infeccidn en hospitales, por
investigadores de Inglaterra, Escocia y del CDC. Posteriormente, en los anos 60, se llevan
a cabo estudios mds sistemdticos y organizados, y ya en la década de los 70 surgen en
muchas partes del mundo programas de vigilancia y confrol de las infecciones

nosocomiales.5
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Las infecciones nosocomiales constituyen un problema de gran frascendencia
econdmica y social, ademds de ser un desafio para las instituciones de salud y el personal
médico responsable. Estas son de importancia clinica y epidemiolégica porque
condicionan altas tasas de morbilidad y mortalidad e inciden en los anos de vida
potencialmente perdidos de la poblacién que afectan, a lo cual se suma el incremento

en los costos de atencion.s

En gran medida las infecciones nosocomiales al igual que las infecciones comunitarias,
se ven favorecidas por la presencia de microorganismos resistentes al fratamiento
convencional, por esta razén el paciente requiere un mayor nUmero de dias en el centro

de salud, aligual que el uso de nuevos fdrmacos.

4- RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

La resistencia a antimicrobianos es la capacidad adquirida de un organismo para resistir
los efectos de un agente quimioterapéutico al que es sensible habitualmente. La mayor
parte de la resistencia a anfimicrobianos es debida a genes de resistencia que se

transfieren por intercambio genético.’

Asi, el proceso de seleccidon de la resistencia es un fendmeno natural que se incrementa
con el abuso y el uso indiscriminado de antibidticos en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas; esto es debido a que en paises en vias de desarrollo, donde
los antibidticos alternativos no estdn muy comercializados o son muy costosos hacen que
prevalezca la auto administracion de antibidticos, ademds de la facilidad al acceso sin
prescripcidn médica y su uso inapropiado y excesivo son los principales condicionantes
de la resistencia bacteriana que sumadas a las condiciones sanitarias deficientes vy
hacinamiento permiten su rdpida diseminacién en regiones pobres y en desarrollo. Este
fendmeno afecta no solo a los patdgenos bacterianos sino también a las bacterias de la
flora normal, sobre todo a las provenientes del tracto intestinal que podrian adquirir
multiresistencia a diferentes antibidticos debido a la frecuente exposicidon por la
administracién via oral de los mismos. De esta manera la flora comensal puede

considerarse un reservorio de genes de resistencia.”?

La resistencia a antimicrobianos no solo es un problema que repercuta en el sector salud
de una regién o un padais, sino también econdmicamente ya que el descubrimiento de
nuevos medicamentos es mucho mds lento que el surgimiento de genes de resistencia,

ademds de el elevado costo que involucra la elaboracion de estos medicamentos.

-14 -



Asimismo causan un mayor costo por la prolongacidén de la  estancia hospitalaria y
complicaciones. Se calcula que el costo anual en los Estados Unidos por la resistencia

antibidtica es entre 100 millones y 30 billones de ddlares.30

El fendbmeno biolégico de la resistencia depende de la aparicién y conservacion de los
genes de resistencia, como elementos génicos cromosdmicos y extracromosdémicos. En
otras palabras es la modificacidén en el genoma lo que determina la aparicidon de dichos
genes; estos cambios se clasifican en microevolutivos y macroevolutivos. Los primeros son
el resultado de mutaciones Unicas que comprometen nucledtidos pareados, mientras las

macroevolutivas afectan segmentos de ADN.7

La fransferencia horizontal de genes de multiresistencia favorece su distribucion entre
diferentes bacterias de una y de diferente especie. En 1990, se descubrié ademds, un
elemento genético asociado a la resistencia que involucra la integracion, por el
mecanismo de recombinacion especifica, de uno o varios genes de resistencia bajo el
control de un solo promotor. Este elemento se conoce como integrén y se encuentra
como parte de los fransposones de la familia Tn21 o independientemente, en diferentes

grupos de pldsmidos y cromosomas.”

Los integrones son sistemas de expresibn genética que incorporan varios marcos de
lectura abierta (ORF’s) y los convierten en genes funcionales. Los integrones promueven la
captura de uno o mds casettes genéticos dentro del mismo sitio de unidn, por lo tanto,
forman grupos o clusters de genes de resistencia antimicrobiana. Se conocen hasta el
presente 5 diferentes clases de integrones, que se distinguen por su respectivo gen de la
integrasa y que comprenden adlrededor de 60 genes de resistencia organizados en
casettes de resistencia. La asociacién de integrones con elementos mdviles promueve la
transmision horizontal entre pldsmidos y cromosomas asi como entre diferentes replicones,
contribuyendo de esta manera a la diseminaciéon de genes de resistencia. Los integrones
han sido encontrados en bacterias patdégenas resistentes a antibidticos, Gram negativas y

Gram positivas que circulan en hospitales y en la comunidad.?
Debido a que la resistencia tiene un sustrato genético intrinseco o adquirido que se

expresa fenotipicamente por mecanismos bioquimicos, puede ser infrinseca o

adquirida.15.17.20
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41.- RESISTENCIA INTRiINSECA.

Cuando la concentracién minima inhibitoria de un antibidtico frente a esa especie
bacteriana es superior a la que inhibe normalmente a ofras bacterias de caracteristicas
similares. Esto puede deberse a las caracteristicas del antimicrobiano o de la bacteria
que impiden el acceso normal del fdrmaco al lugar especifico de accidn, a
modificaciones naturales de la diana de accidén o cuando toda una poblacién
bacteriana produce de modo natural un mecanismo de resistencia. La resistencia
infrinseca es por tanto especie o género especifica y delinea el espectro de actividad del
antibiético. Un ejemplo de resistencia intrinseca, es la que presentan las enterobacterias a
la vancomicina y a la eritromicina. El gran tamano de estas moléculas impide su acceso a
través de la pared celular bacteriana de modo que la vancomicina no puede actuar
sobre los residuos D-alanil-D-alanina de los péptidos de la membrana y la eritromicina
tampoco sobre la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. Otro ejemplo seria el de la
resistencia de los enterococos a las cefalosporinas, debido a que sus proteinas fijadoras
de penicilinas (PBPs) tienen baja afinidad por estos beta-lactdmicos, y en consecuencia
no pueden ejercer su accién. No debe confundirse la resistencia intrinseca con la
resistencia natural o resistencia constitucional que implica la insensibilidad de la bacteria
por carecer de la estructura sobre la cual ha de actuar el antibidtico. Un ejemplo de ello
es el de la resistencia de las bacterias grampositivas a la polimixina. Este antibidtico actua
sobre la membrana externa de los microorganismos gramnegativos, estructura ausente

en las bacterias grampositivas.32:33

42.- RESISTENCIA ADQUIRIDA.

Implica el desarrollo o adquisicién de un mecanismo de resistencia en un microorganismo
gue carece de él, y por tanto, solamente estard presente en ciertas cepas o ciertas
especies de un género. La resistencia adquirida puede producirse por la mutacién de
genes cromosdémicos ya existentes, por la adquisicibon de material genético ajeno
(pldsmidos o transposones) o por la mutacién del material genético adquirido. Los
mecanismos de resistencia pueden ser especificos de un solo antimicrobiano o afectar a
mds de un fdrmaco, bien de la misma familia o a varios antimicrobianos estructuralmente
no relacionados entre si. Los ejemplos del primer caso no son frecuentes, y entre ellos
destaca la resistencia a cloranfenicol por la produccidn de la enzima cloranfenicol-acetil
fransferasa, o la resistencia debida a la fosfofransferasa APH(3") que afecta
exclusivamente a la estreptomicina y no a otros aminoglucésidos. Sin embargo, es mds

frecuente que la resistencia afecte a varios antimicrobianos de una misma familia, a lo
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que se denomina resistencia cruzada. Por ejempilo, la resistencia de Escherichia coli a las
aminopenicilinas por la produccién de la beta-lactamasa TEM-1 afecta también a las
carboxipenicilinas y a las ureidopenicilinas, y la resistencia de Staphylococcus aureus a la
meticilina por la produccién de una proteina fijadora de penicilina modificada (PBP2a)

afecta a todos los antibidticos beta-lactdmicos.3233

Figura No. 1.- Mecanismos de resistencia: a) transferencia de pldsmidos,

b) transferencia de fagos y c) fransferencia de DNA libre

Tomado (34)

43.- MECANISMOS DE RESISTENCIA.

Para que un antimicrobiano pueda ejercer su accién ha de acceder a su sitio blanco,

interaccionar con las dianas, e inhibir eficazmente su funcién.3233

Las bacterias han desarrollado distintos mecanismos para resistir a la accién de los

antimicrobianos de diversas formass233;

a) Impidiendo el acceso del antimicrobiano al lugar especifico de accién.3233

b) Eliminando o expulsando el antibidtico para evitar que pueda acceder a su diana.3233
c) Inactivando o modificando la estructura quimica del antimicrobiano.32:33

d) Alterando o hiperproduciendo la diana de accién.3233

e) Desarrollando vias metabdlicas alternativas que suplan la inhibida por el antibidtico.

Los cuatro primeros mecanismos pueden ser debidos a mutaciones cromosémicas o
mediados por pldsmidos, mientras que el Ultimo se suele producir por la adquisicién de

pldsmidos o tfransposones.32:33
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43.1.- ALTERACION DE LA PER MEABILIDAD.

La membrana celular bacteriona es la primera barrera que debe superar el
antimicrobiano para ejercer su accion. La diferente estructura de la membrana de las
bacterias grampositivas y gramnegativas explica ya las diferencias de actividad de

algunos antibidticos frente a estos microorganismos.32:33

Por ofra parte, los antibidticos pueden penetrar al interior celular por difusion pasiva, por
transporte especifico, por transporte activo dependiente de energia o a fravés de
canales (porinas) en las bacterias gramnegativas y cualquier alteracién en estos
mecanismos puede conducir a resistencia. En el primer caso es dificil alterar este proceso,
ya que esto afectaria a la viabilidad celular por implicar cambios en la estructura de la
membrana celular que podrian ser letales para la bacteria. El transporte especifico,
necesita una proteina tfransportadora que suele tener una funcion fisioldgica en la
bacteria y que ademds se aprovecha para el transporte de algun antimicrobiano, por lo
gue la modificacién de este transportador afecta a la entrada del antibidtico. Tal es el
caso de la fosfomicina, que penefra en la bacteria aprovechando el sistema de
transporte de la glucosa-é fosfato. Si este sistema se modifica, la accién de la fosfomicina

se ve afectada.3233

El transporte dependiente de energia es mds complejo y estd regulado por un gradiente
electroguimico de protones. La alteracion de este sistema, que supone una afectacion
en la estructura de la membrana citoplasmdtica, es uno de los mecanismos de resistencia
a los animoglucdsidos, ya que se reduce el potencial de energia y no se logra un

transporte eficaz del aminoglucdsido.32:33

Por Ultimo, en los microorganismos gramnegativos la entrada de algunos antibidticos se
facilita por la presencia de canales especificos denominados porinas, canales que utilizan
los beta-lactdmicos. En las enterobacterias, la pérdida o la disminucidn del nUmero de
copias de la porina OmpF reduce la sensibilidad a ciertos beta-lactédmicos, mientras que
en Pseudomonas aeruginosa, la pérdida de la porina OprD, conduce a la resistencia a
imipenem. El nivel de resistencia que confieren las alteraciones de la permeabilidad no
suele ser elevado, y cuando se produce, afecta a antimicrobianos no relacionados entre
si. Aungue la mayoria de los problemas de permeabilidad se deben a mutaciones en
genes cromosdmicos que se pueden producir durante el tratamiento antimicrobiano, se
ha demostrado que en el caso de la resistencia a cloranfenicol y a las tetracilinas por
modificaciones en el ftransporte la codificacion genética estd en elementos

transferibles.32.33
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432.- EXPULSION DEL ANTIMICROBIANO.

La eliminacion del antimicrobiano antes de que pueda acceder a su diana de accidén es
un mecanismo de resistencia dependiente de energia. En la mayoria de las ocasiones la
energia se obtiene de las diferencias de potencial en la membrana aungque en otras
depende del ATP. Se han descrito varios sistemas de expulsion o bombeo en los que
participan distintas proteinas de membrana especializadas. En condiciones normales y en
ausencia de antibidticos, estas proteinas tienen una funcién fisioldgica de destoxificaciéon
y eliminacién de sustancias metabdlicas. Algunos de estos sistemas producen resistencias
pleiotrépicas que afectan a distintas clases de antimicrobianos, como beta-lactdmicos,
quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol e incluso a compuestos de amonio cuaternario
como antisépticos y desinfectantes. La coexistencia de alteraciones en las porinas de
entrada con un sistema eficaz de expulsidn eleva notablemente los niveles de resistencia
a los antimicrobianos, ya que es menor la cantidad de antibidtico a expulsar. El modelo
de bomba de expulsion mds conocido es el mexA-mexB-OprM, descubierto en
Pseudomonas aeruginosa y que confiere resistencia a las tetraciclinas, cloranfenicol,
fuoroguinolonas y a algunos beta-lactdmicos. Este sistema participa en el transporte al

exterior de la pioverdina, compuesto que actia como siderdforo. 3233

Los determinantes genéticos de estos sistemas de expulsion activa pueden localizarse

tanto en pldsmidos como en el cromosoma bacteriano.33

433.- INACTIVACION O MODIFICACION ENZIMATICA.

Estos mecanismos suelen ser muy especificos, y afectan a una sola familia de antibidticos
e incluso a un Unico antibidtico, ya que es necesario un reconocimiento del substrato por
parte del enzima, lo que conduce a una accién hidrolitica o modificacion de la
estructura quimica del antibidtico. Los enzimas implicados en este mecanismo de

resistencia pueden ser hidrolasas, fosfotransferasas, adeniltransferasas y acetilasas.32:33

Las hidrolasas suelen actuar en la superficie de la bacteria, ya sea en el periplasma
(bacterias gramnegativas) o en el exterior (bacterias grampositivas), como ocurre con las
beta-lactamasas, enzimas que hidrolizan el anillo beta-lactdmico, o las esterasas, que
abren el anillo lactdnico de la eritfromicina. Por el conftrario, el resto de las enzimas ejercen
su efecto en el citoplasma, aungue se suelen situar en la membrana citoplasmdtica. Las
fosfotransferasas y adeniltfransferasas necesitan una fuente de grupos fosfato y adenilo,

respectivamente, procedente del ATP. En el caso de los aminoglucdsidos, los grupos
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fransferidos se unen covalentemente a radicales hidroxilo. Las acetilasas fransfieren
grupos acetilo del acetil Co-A a grupos amino en los aminoglucédsidos o hidroxilo en el
cloranfenicol. Asimismo, se han descrito fosfotransferasas que afectan alos macrdlidos y a

la rifampicina, y adeniltransferasas que actian sobre las lincosamidas.32.33

El grado de resistencia que confieren estas enzimas es variable y depende de diferentes
factores, y sus determinantes genéticos son de naturaleza cromosdémica y plasmidica, y
con relativa frecuencia, también se asocian a transposones, razén por la cual algunas de
estas enzimas estdn muy difundidas, particularmente las beta-lactamasas, las enzimas

modificantes de aminoglucdsidos y la cloranfenicol-acetil transferasa 3233

434.- MODIFICACION O HIPERPRODUCCION DE LA DIANADE
ACCION.

La mayoria de los antibidticos ejercen su accidén al unirse especificamente a diferentes
proteinas que forman parte de procesos esenciales para la supervivencia de la bacteria.
En los mutantes resistentes, la modificacion de estas proteinas puede afectar a su
afinidad por el antibidtico pero sin interferir con su funcionalidad. En la mayoria de los
mutantes es suficiente un solo cambio de un aminodcido en la proteina para que se
produzca este efecto. Las proteinas que se pueden modificar son las proteinas
ribosémicas, la alteracidn de los precursores de la pared celular y la modificacion de
enzimas esenciales. La modificacion de las proteinas ribosémicas confiere resistencia a los
aminoglucésidos, tetraciclinas, cloranfenicol, macrdlidos y lincosamidas, por lo que se
impide la accién de todos estos antimicrobianos como inhibidores de la sintesis de

proteinas.32:33

Ejemplos de este tipo de resistencia son la resistencia a estreptomicina de Micobacterium
tuberculosis, la resistencia a eritromicina de estafilococos, estreptococos, enterococos y
algunos microorganismos anaerobios y la resistencia a tetraciclina en microorganismos
grampositivos, gramnegativos e incluso Micoplasma y

Ureaplasmaq.32:33

Respecto a la alteracién de los precursores de la pared celular, en el género
Enterococcus, la sintesis de depsipéptidos con un residuo terminal D-alanina-D-lactato, en
vez de los péptidos habituales del péptido glicano terminados en D-alanina-D-alaninag,
afecta a la unién de vancomicina y teicoplanina con estos precursores de la pared. Este

mecanismo de resistencia tiene gran importancia epidemiolégica, ya que los
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enterococos presentan resistencia infrinseca a  mdltiples antimicrobianos vy los
glicopéptidos son una de la pocas opciones terapéuticas para el tratamiento de las
infecciones producidas por estos microorganismos. En cuanto a las enzimas esenciales
que participan en distintos procesos del metabolismo bacteriano y que son diana de
multiples antimicrobianos, su modificacion puede dar lugar a la resistencia a beta-
lactdmicos, quinolonas, sulfamidas, trimetoprim, rifampicina y novobiocina. La alteracién
de las PBPs, proteinas que catalizan la sintesis del péptido glicano, determina resistencia a
los beta-lactdmicos. Este mecanismo es mds importante en las bacterias grampositivas
que en las gramnegativas, y tiene particular importancia en Streptococcus pneumoniae
y Enferococcus , en las que determina resistencia a penicilina, y en Staphylococcus
aureus, que le confiere resistencia a todos los beta-lactdmicos. Las mutaciones en gyrA o
gyrB, genes responsables de la sintesis de las dos subunidades de la enzima ADN-girasa,
afectan a su afinidad por las quinolonas. La resistencia de Mycobacterium tuberculosis a
la rifampicina se debe a mutaciones en el gen rpof, responsable de la sintesis de la

subunidad B de la ARN-polimerasa.32:33

La resistencia a sulfamidas y a frimetoprim puede deberse a la presencia de enzimas
modificadas, dihidropteroato sintetasa y dihidrofolato reductasa, respectivamente. Sin
embargo, el incremento en la sintesis de enzimas no modificadas puede dar lugar a una
inhibicion parcial de estas enzimas por parte del antibidtico y la consiguiente apariciéon
de resistencia. Esta mayor produccion de la diana también se ha observado en
Enterococcus, en el que también la hiperproduccion de PBPs puede contribuir a su
resistencia a la ampiciina.  Por Ultimo, existen mutantes que son resistentes vy
dependientes a la vez de un antibidtico determinado y que sélo son capaces de
desarrollarse en presencia del antibidtico. Este hecho puede explicarse por la producciéon
de dianas alteradas que solamente son funcionales cuando se modifican por el
antibidético. Entre éstas estdn algunas cepas de Enterococcus dependientes de

vancomicina o de M. tuberculosis dependientes de estreptomicina.3233

435.- DESARROLLO DE ViAS METABOLICAS ALTERNATIVAS.

Este mecanismo de resistencia se produce en mutantes auxdtrofos que dependen del
aporte de substratos para la sintesis de productos que normalmente se obtienen a través
de vias metabdlicas en las que participan las enzimas que inhiben los antibidticos. Por ello,
el microorganismo es capaz de crecer a pesar de la inhibicidn enzimdtica ejercida por el
antibiético. Un ejemplo cldsico es la resistencia a trimetoprim en bacterias dependientes

de fimina. Los microorganismos son capaces de sintetizar timidilato por el aporte externo
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de timina por una via biosintética en la que actia una timidina fosforilasa y una timidina
cinasa que produce timidina, en vez de acudir a la via habitual, que se encuentra

blogueada por la accidn del trimetoprim.3233

Figura No. 2.- Mecanismos de resistencia bacterianos a antibidticos: a) Alteracién en la
permeabilidad de la membrana, b) Modificacién enzimdtica, c) Modificacion de la diana

de accion.

Tomado (34)

5- BACTERIAS MULTIRRESISTENTES.

En la actualidad existen una gran cantidad de bacterias que presentan multirresistencia a
antibidticos, no solamente en el drea intrahospitalaria sino también a nivel comunitario, lo
gue sin duda alguna es de gran importancia ya que desde hace muchos anos esto ha
generado gran canfidad de fallecimientos fras largos y costosos fratamiento con
antimicrobianos, que no solo ocasionan perdidas econdmicas como se ha mencionando

con anterioridad.
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Setividad antimisrobiana do Dgrmas aulgards

Muchas bacterias son causantes de importantes y letales padecimientos para el ser
humano pero principalmente por el hecho de presentar gran resistencia a antibidticos

podemos senalar a tres de ellas:

5.1.- Staphylococcus avureus.

Actualmente Staphylococcus aureus meticilinorresistente (MRSA) es reconocido como
uno de los mds importantes patdgenos causantes de infecciones nosocomiales en todo
el mundo; el surgimiento y la diseminacién de cepas cada vez mds virulentas y

multirresistentes hace necesario hacer una revision del tema.4

La elevada virulencia de este patdégeno fue notificada por primera vez en un estudio
publicado en 1941, en donde se identificd 82% de mortalidad asociada a pacientes con
bacteremias ocasionadas por este microorganismo en un hospital de la ciudad de
Boston. La incidencia de las infecciones causadas por esta bacteria pueden resumirse de
la siguiente manera: frecuentemente neonatos, ninos y adultos pueden ser colonizados y
portadores del microorganismo generalmente en fosas nasales y, en ocasiones, en la piel
y la ropa. Desde estos sitios, se puede transmitir a ofras regiones en la piel o a las
membranas mucosas; si estas barreras son interrumpidas por un trauma o una cirugia,
Staphylococcus aureus, que es un patdégeno oportunista, puede acceder al tejido
provocando una lesién local. Debido a su amplia versatilidad, esta bacteria es capaz de
causar enfermedades de amplio espectro: infecciones menores de la piel e infecciones
invasoras serias como: bacteriemia, infecciones del sistema nervioso central, osteomielitis,
infecciones del tracto respiratorio, infecciones del tracto urinario y sindrome de choque

toxico 4

51.1.- FACTORES DE VIRULENCIA.
El éxito de la colonizacién y la produccién de enfermedades por Staphylococcus aureus

se debe a la expresidon de factores de virulencia que participan en adhesion, adquisicion

de nutrientes y evasidon de la respuesta inmune del huésped. 4
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Setividad antimisrobiana do Dgrmas aulgards

Los factores de virulencia se clasifican en tres categorias:

a.- Factores involucrados en la adherencia de la célula huésped o matriz
exfracelular, proteinas de unidn a fibrindgeno, fibronectina, coldgeno vy

coagulasa.4

b.- Factores involucrados en la evasidon de las defensas del huésped, como las
enterotoxinas estafilocdcicas (SEs), SEA-SEE, SEG-J, SEK, SEL, SEP, SEM y SEO; la
toxina 1 del sindrome de choque téxico (TSST), proteina A, lipasas y polisacdridos

capsulares, tipos 1, 5y 8.4

c.- Factores involucrados en la invasion de la célula huésped y penetracion de los

tejidos, a toxina, B, yy 6 hemolisinas.4

5.1.2- EPIDEMIOLOGIA.

En México, la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemioldgica (RHOVE) notificd que los
porcentajes de mortalidad entre pacientes infectados con Staphylococcus aureus varian
enfre 5y 70% y que los porcentajes de mortalidad atribuibles pueden ser elevados (50%).
Con datos provenientes de hospitales generales, pedidtricos, universitarios y de
especialidades, esta misma red reportd que en el periodo de 1997-2003, ocupd el tercer
lugar en morbilidad y el cuarto lugar en mortalidad. Un hospital pedidtrico de tercer nivel
en México, registrd un franco predominio de este relacionado con bacteremias
nosocomiales. Una revision refrospectiva de 23 anos, sobre las infecciones
infrahospitalarias en un hospital pedidtrico en Guadalajara-México, reconoce que
actualmente el género Staphylococcus tiene una prevalencia de 8.3 a 36% en esas
infecciones, tanto este como diversos estudios de vigilancia de las infecciones

nosocomiales indicaron la misma prevalencia. 4

5.1.3.- INCIDENCIA DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

La introduccidon de la penicilina a principios de los anos 40 como tratamiento en las
infecciones causadas por Staphylococcus aureus abati® de manera importante las
infecciones ocasionadas por este microorganismo. Sin embargo, para 1946, en Inglaterra
se observd que aproximadamente 60% de los aislamientos de estafilococos fueron

resistentes a penicilina, y para mediados de 1950, los aislamientos mostraron niveles mds
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elevados de resistencia. Los primeros dislamientos clinicos multirresistentes fueron
recobrados en 1957, y a principios de 1960 los Staphylococcus habian adquirido

resistencia a la gran mayoria de los antibidticos disponibles.4

La meticilina es un derivado semisintético de la penicilina. Esta droga fue infroducida en
Europa en 1959, y un ano después se detectd la primera cepa de Staphylococcus aureus
meticilinorresistente; mds tarde, en 1963, se reportd el primer brote nosocomial causado

por SAMR; desde entonces se han notificado cepas de SAMR en todo el mundo.4

La gran mayoria de los SAMR no sdlo son resistentes a todos los B-lactdmicos, sino también
a multiples antibidticos. Estos patrones de resistencia limitan las opciones terapéuticas

contra las infecciones del SAMR .4

En México existe un nUmero limitado de estudios sobre la susceptibilidad antimicrobiana
en SAMR. En 1993, en el Hospital General de Ledn, Guanajuato, se idenfificd una
resistencia global a meticilina de 24.1 %. Asimismo, en el Hospital Civil de Guadalajara, se
obftuvieron resultados que indicaron un incremento en la resistencia a oxacilina en
Staphylococcus aureus de 7%, en 1989, a 20%, en 1998. Un estudio llevado a cabo entre
1998 y 1999 en un hospital de tercer nivel en México registrd una frecuencia de resistencia

de Staphylococcus aureus de 14.2%.4

Tabla No. 1.-Staphylococcus aureus: Porcentaje de resistencia, 2004.

No PEN | CLI CIP | VAN | RIF | SXT | OXA GEN | CHL | TCY | ERI | MNO
I(R|I|R|I I/R|I|R|I|R|I|R|[I|R|I|IR|I|R|I|R|I|R

497 -l 22| -] - -84 [52]- z

Porcentaje de  Staphylococcus aureus resistente a  Peniciina  (PEN);  Clindamicina  (CLI);

Ciprofloxacina(CIP);Vancomicina(VAN);Rifampicina (RIF); Trimetoprima+sulfametoxazol (SXT); Oxacilina (OXA);
Gentamicina (GEN); Cloranfenicol (CHL); Tetfraciclina (TCY); Eritromicina (ERI); Minociclina (MNO).
Microorganismos de origen hospitalario. Informe Anual de la Red de Monitoreo/Vigilancia de la Resistencia a los

Antibidticos, Organizacién Panamericana de la Salud -2004-, Brasilia, Brasil 27 al 29 de julio, 2005.
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Grdfico No. 1.- Staphylococcus aureus resistente a meticilina (oxacilina) en pacientes
de UAG.*

% de Resistencia 3p

1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000

| Pacientes de unidades de atencién general |

La resistencia de Staphylococcus aureus en pacientes de atencidn general. National Nosocomial Infections

Surveillance (NNIS) System; Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC).

Grdfico No. 2.- Staphylococcus aureus resistente a meticilina (oxacilina) en pacientes
de UCIL*

% de Resistencia

1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000

[m Pacientes de unidades de cuidados intensivos

Actualmente, mds de 50% de los aislados de Staphylococcus aureus causantes de infecciones en unidades de
cuidados intensivos son resistentes a la meticilina; en otras unidades del hospital esa resistencia pasa de 40%.
National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) System; Centfros para el Control y la Prevencidén de
Enfermedades (CDC).

* Informacién disponible del CDC ( Centers for Disease Control and Prevention).
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514.- TRATAMIENTO.

Aungue en los Ultimos anos se ha documentado, en Japdn y en Estados Unidos, el
hallazgo de cepas SARM con sensibilidad reducida a la vancomicina, este antibidtico,
con guien se fiene una mayor experiencia clinica, y la teicoplanina, constituyen en la
actualidad los fdrmacos de primera eleccion en el fratamiento de las infecciones
causadas por cepas SARM. La teicoplanina posee una vida media mds larga y puede
administrarse por via inframuscular, sin requerir control de dosis; también presenta menos

efectos secundarios.8

Se ha fratado de combinar la vancomicina con la rifampicina, d&cido fusidico o
fosfomicina, aunque en los ensayos clinicos aleatorios no se ha demostrado la ventaja de
dichas combinaciones sobre la vancomicina sola. Estos antibidticos no deben prescribirse
solos porque seleccionan mutantes resistentes, pero pueden ser Ufiles cuando se
combinan con la vancomicina para el tfratamiento de las infecciones éseas, articulares,

endocarditis 0 meningitis, gracias a su mayor distribucién tisular.8

Las cepas SARM son, a menudo, resistentes a los aminoglucdsidos, quinolonas,
clindamicina y macrélidos. Ademds, no siempre la demostracion de sensibilidad in vitro
frente a estos antimicrobianos lleva aparejados buenos resultados terapéuticos. La
asociacién de vancomicina con gentamicing, si la cepa SARM es sensible a ésta, podria

emplearse en casos de endocarditis infecciosa sobre prdtesis valvulares.8

Algunas nuevas fluorogquinolonas, como el trovafloxacino y el DU-6859°, estreptograminas
como la RP-59500 (quinupristina-dalfopristina), oxazolidinonas como el linezolid, y los
derivados carbapenémicos con elevada afinidad por la PBP2a, como el L-695,256 son
nuevos agentes antibacterianos con potente actividad frente a los SARM, pendientes de

validar mediante ensayos clinicos.8

52.- Psevudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa es un organismo bacteriano patdégeno, con prevalencia
nosocomial, en el Instituto Nacional de Cancerologia de la Ciudad de México ha
ocupado el tercer sitio en frecuencia dentro de los adislamientos infrahospitalarios en los
Ultimos cinco anos.s Es causa comun de neumonia, infeccidn del tfracto urinario, infeccién

de heridas quirlrgicas y bacteremia en pacientes hospitalizados.
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La infeccién por Pseudomonas aeruginosa se asocia a una estancia prolongada en la
unidad de cuidados intensivos, aumenta en la duracién de ventilacién mecdnica, en

comparacion con ofros agentes bacterianos.10

En las unidades de cuidados intensivos es frecuente en casos de bacteremias y de
neumonias, particularmente en los pacientes intubados, en quienes, ademds, suele ser

multirresistente e incrementa la mortalidad asociada.s

Los brotes por Pseudomonas aeruginosa en cirugia limpia son inusuales, al igual que la
transmision de este microorganismmo por personal colonizado; mds aun, no se ha descrito

antes en una unidad ambulatoria de cuidados postquirdrgicos de heridas.s

521.- FACTORES DE VIRULENCIA.

Tiene muchos factores de virulencia, enfre los que se encuenfran componentes
estructurales, toxinas y enzimas; sin embargo, es dificil definir el papel que cada factor
desempena en la enfermedad, y la mayoria de los expertos en este campo creen que su

virulencia es multifactorial .3

Los factores de virulencia presentes son:

e Cdpsula.- Exopolisacdrido mucoide; adhesing; inhibe la accién bactericida de los
antibidticos (aminoglucdsidos); suprime la actividad de los neutrdfilos y de los
linfocitos.3

e Pili .- Adhesina.3

e Lipopolisacdrido (LPS).- Actividad endotoxina.3

e Piocianina.- Altera la funcién ciliar; incrementa la liberaciéon de IL-8, la cual
estimula la respuesta Inflamatoria media en el dano tisular con la produccién de
radicales de oxigeno téxicos (p. ej.. perdxido de hidrégeno, superoxido, radicales
hidroxilo).3

e Exotoxina A.- Inhibidor de la sintesis de proteinas; produce dano tisular (p. €j., piel,
cérnea); inmunosupresor.3

e Exotoxina S.- Inhibidor de la sintesis de proteinas; inmunosupresor.3

e Citotoxina (leucocidina).- Citotdxica para las membranas eucariotas (p. €]., altera

la funcidon leucocitaria, produce lesiones en el lecho microvascular del pulmén).3
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e Elastasa.- Destruccidn de los tejidos que contienen elastina (p. €j., vasos
sanguineos, tejido pulmonar, piel), coldgeno, inmunoglobulinas y factores del
complemento.?

¢ Proteasa alcalina.- Destruccidn fisular; Inactivacion del interferén y del factor de
necrosis tumoral a.3

e Fosfolipasa C.- Hemolisina termoldbil, media en el dano fisular; estimula la
respuesta inflamatoria.?

¢ Ramnolipido.- Hemolisina termoestable; altera los tejidos que contienen lecitina;

inhibe la actividad ciliar del pulmén.3

522.- EPIDEMIOLOGIA.

Los brotes por Pseudomonas representan 5% de las infecciones nosocomiales. Esta
bacteria se ha asociado con la contaminacidn de fuentes comunes como agua,

anfisépticos y equipo médico, como broncoscopios.>

La mortalidad que ocasiona es aproximadamente de 40-50%. Existe un incremento en la
prevalencia de neumonia en la comunidad con origen de Pseudomonas aeruginosa en
los Ultimos anos, en especial en pacientes con una lesidon estructural previa de la via
aérea (enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis quistica o bronquiectasias). El
conocimiento de la epidemiologia de esta bacteria en los servicios de hospitalizacion

puede favorecer un mejor confrol de las infecciones por dicho agente.©

523.- INCIDENCIA DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

A fravés de los anos su frecuencia de resistencia se ha incrementado, con mds del 30%
para antibidticos con actividad antipseudomona; incluso es critica la resistencia a los
carbapenemos. Pseudomonas aeruginosa es el patdégeno con mds alta prevalencia de
resistencia a los antimicrobianos actuales, sobre todo en América Latina y aunque existen
reportes en México de resistencia semejante, es muy alta en relacién con la reportada en
Inglaterra e Irlanda, incluso de algunos de sus hospitales de ensenanza. Nuevas
carbapenemasas, que tienen resistencia a carbapenemos, se describen en
Pseudomonas aeruginosa, los cuales son mediados por pldsmidos y convendria

determinar su existencia en el hospital.1
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Aungue en algunas series no se ha observado un aumento en la resistencia
antimicrobiana, en los Ultimos anos, la mayoria de los estudios si lo han comunicado. Esto
se ha observado, de forma muy llamativa, con ciprofloxacino que ha pasado de un 1%

de resistencia en 1986 a casi un 40% en estudios recientes.!?

Tabla No 2.- Pseudomonas aeruginosa; porcentaje de resistencia, 2004.

No GEN TZP CIP CAZ IPM | MEM | AMK FEP CFP | ATM | PIP
I(/R|I  R| I  R|I R|I[R[IIR|I R[I[R|I R|IIRII R
g9 |6 l29 ) 21221223 [3[31]13 )2 3 (271416

Porcentaje de Pseudomonas aeruginosa resistente a Penicilina (PEN); Clindamicina (CLI); Ciprofloxacina (CIP);
Vancomicina (VAN); Rifampicina (RIF); Timetoprima+sulfametoxazol (SXT); Oxacilina (OXA); Gentamicina (GEN);
Cloranfenicol (CHL); Tefraciclina (TCY); Eritromicina (ERI); Minociclina (MNO). Microorganismos de origen
hospitalario. Informe Anual de la Red de Monitoreo/Vigilancia de la Resistencia a los Anfibidticos, Organizacidon

Panamericana de la Salud -2004-, Brasilia, Brasil 27 al 29 de julio, 2005.

Grdfico No. 3.- Pseudomonas aeruginosa resistente a Fluoroquinolonas en pacientes de
UAG.*

Pseudomonas aeruginosa resistente a Fluoroquinolona

% de Resistencia

1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000

W Pacientes de unidad de atenciéon general

Resistencia de Pseudomonas aeruginosa en pacientes de unidades de atencién general. National Nosocomial

Infections Surveillance (NNIS) System; Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC).
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Grdfico No. 4.- Pseudomonas aeruginosa resistente a Fluoroquinolonas en pacientes de
ucl*

Pseudomonas aeruginosa resistente a fluoroquinolona

% Resistencia

1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000

@ Pacientes de unidad de cuidados intensivos

Resistencia de Pseudomonas aeruginosa en pacientes de unidades de cuidados intensivos. También comienza
a surgir resistencia a las fluoroquinolonas, fendmeno atribuible al mayor uso de esta clase de medicamentos en
la década pasada . National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) System; Centros para el Control y la

Prevencion de Enfermedades (CDC).

* Informacion disponible del CDC ( Centers for Disease Control and Prevention).

524.- TRATAMIENTO.

En general se recomienda un tratamiento combinado con un betalactdmico y un
aminoglucésido. Si el paciente ha recibido previaomente aminoglucdsidos se recomienda
sustituirlos por ciprofloxacino o amikacina. No existen estudios que hayan comparado la
monoterapia frente a la combinacion de estos agentes entre si. En monoterapia se han
utilizado tres fdrmacos: ceftazidima, imipenem-cilastatina y ciprofloxacino. Como profilaxis
no son Utiles ni la descontaminacién selectiva del tubo digestivo ni la inmunizacién

activa.i2
Dada la existencia de cepas multirresistentes es importante el estudio de sinergia en

asociaciones de antfimicrobianos como posibles alternativas en el tfratamiento de estas

infecciones.12
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53.- Klebsiella pneumoniae.

Es un patdégeno oportunista colonizador de piel y mucosas de pacientes hospitalizados
que pueden presentar infecciones invasoras como bacteriemias o sepficemias.
Usualmente las manos contaminadas del personal son el vehiculo responsable de brotes
epidémicos. En México existen algunos reportes que muestran a K. pneumoniae como
uno de los principales organismos causantes de infecciones infrahospitalarias, que causan

niveles significativos de morbilidad y mortalidad.s 13

53.1.- FACTORES DE VIRULENCIA.

Los principales factores de virulencia asociados a Klebsiella pneumoniae son 10s
polisacdridos capsulares, las fimbrias o adhesinas, los sideréforos y el lipopolisacdrido.
Todos ellos tienen una gran importancia y la patogenicidad de la bacteria es resulfado
de la accién conjunta de varios de estos factores, que permitirdn a la bacteria entrar y
mulfiplicarse en el interior del huesped, resistir su sistema inmune (o simplemente no

estimularlo) y producirle un dano.4

Polisacdridos capsulares (CPSs).- Esta cdpsula es una estructura superficial
formada por exopolisacdridos complejos que han permitido clasificar a Klebsiella
en 77 serotipos segun el antigeno capsular (K) que presentan. El material capsular
forma envolturas gruesas que recubren la superficie bacteriana, protegiendo a la

célula de la opsonofagocitosis y de la actividad bactericida del suero.14

Pilis (Fimbrias).- La habilidad de la bacteria para adherirse y colonizar las superficies
mucosas del organismo huesped es una etapa critica en el desarrollo de la
infeccion. Las propiedades adhesivas en Klebsiella son generalmente mediadas
por diversos tipos de pilis, que son proyecciones filamentosas no flagelares que se
hallan sobre la superficie bacteriana y que estdn compuestos por subunidades
proteicas globulares (pilinas). Estas estructuras flamentosas se extienden desde la
superficie bacteriana y permiten la unidén a las células eucariotas a través de

receptores especificos.!4

Sideréforos.- El crecimiento de las bacterias en los tejidos del huesped no sélo estd
limitado por los mecanismos de defensa de éste, si no también por la capacidad
de la bacteria para adquirir nutrientes esenciales para su crecimiento como el

hierro.14
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e El lipopolisacdrido (LPS).- Es una molécula glucolipidica anclada en la cara
externa de la membrana externa de la mayoria de las bacterias Gram negativas
gue consiste en una porcidn polisacaridica unida covalentemente al lipido A. La
parte polisacaridica consta de dos regiones, el nicleo del lipopolisacdrido y la
cadena lateral O 6 antigeno O. En K. pneumoniae se han descrito once
estructuras diferentes en su antigeno O que pueden ser diferenciadas por
métodos inmunolégicos, aungue algunas similitudes estructurales reducen
reactividad cruzada de forma que el nUmero actual de serotipos diferentes es de
nueve: O1, 02, O2ac, O3, 04, 05, 07,08y O12.14

53.2.- EPIDEMIOLOGIA.

La gran mayoria de las infecciones por Klebsiella estdn asociadas con la hospitalizacién,
aunque en los continentes asidtico y africano persisten como importantes causantes de
diversas enfermedades adquiridas en la comunidad. Como patdégenos oportunistas que
son, Klebsiella infectan principalmente a individuos inmunocomprometidos que se hallan
hospitalizados y padecen severas enfermedades subyacentes, como pueden ser la

diabetes mellitus o la obstruccidn pulmonar crénica.

Las infecciones nosocomiales por este patdgeno, estdn asociadas a una alta morbilidad y
mortalidad. Se estima que el género Klebsiella es el responsable del 8% de las infecciones
nosocomiales bacterianas en los Estados Unidos y en Europa, lo cual lo sitia entre los
ocho patdgenos infecciosos mds importantes en hospitales. Klebsiella pneumoniae causa,
principalmente, infecciones del tracto urinario y neumonias y es el segundo agente

causal, tras Escherichia coli, de septicemias nosocomiales por bacterias Gram negativas.

53.3.- INCIDENCIA DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

El porcentaje de individuos portadores de Klebsiella aumenta radicaimente en el
ambiente hospitalario y la colonizacién en el paciente se asocia significativamente con la
utilizacion de antibidticos. Las terapias antimicrobianas, ademds, han sido a menudo
responsables de la emergencia de cepas de Klebsiella resistentes a multiples antibidticos
en hospitales, lo cual ha generado un renovado interés en el estudio de esta como

agente infeccioso.
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En los anos setenta las cepas multirresistentes lo eran a aminoglicésidos (gentamicing,
estreptomicina, etc) principalmente, pero a partir de los anos ochenta comenzaron a
detectarse también 5 cepas productoras del p-lactamasas de amplio espectro, lo cual les
conferia resistencia a las cefalosporinas incluso de tercera generacién (como la

cefotaxima).

Tabla No. 3.- Klebsiella pneumoniae; porcentaje de resistencia 2004.

No GEN AMK CIP CEP CTX SXT IPM | MEM SAM NIT
I R I R I R |([I|R|I R I R I(R|I|R|I R I|R

B3 2] 40 | 3] 36 | 4]11 3] 31 - | -

1* | - 1/1 |- |11 - - o B0 N I I A R -1 -1-11/1
"Hemocultivo

Penicilina  (PEN); Clindamicina (CLl); Ciprofloxacina (CIP); Vancomicina (VAN); Rifampicina (RIF);
Trimetfoprima+sulfametoxazol (SXT); Oxacilina (OXA); Gentamicina (GEN); Cloranfenicol (CHL); Tetraciclina (TCY);
Erifromicina (ERI); Minociclina (MNO). Microorganismos de origen hospitalario. Informe Anual de la Red de
Monitoreo/Vigilancia de la Resistencia a los Anfibidticos, Organizacion Panamericana de la Salud -2004-, Brasilia,
Brasil 27 al 29 de julio, 2005.

Grdfico No. 5.- Klebsiella pneumoniae resistente a Cefalosporinas de 3® generacién en
Klebsiella pneumonia%@éﬁgﬁqx&%felp\@gﬂnas de 32 generacion

% Resistencia

1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000

\EI Pacientes de unidades de atencion general\

Resistencia de Klebsiella pneumoniae en pacientes de unidades de cuidados intensivos. El problema de la
resistencia a los antimicrobianos incluye también a los microorganismos gramnegativo. National Nosocomial

Infections Surveillance (NNIS) System; Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC).
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Grdfico No. 6.- Klebsiella pneumoniae resistente a Cefalosporinas de 3* generacién en

Klebsiella pneumoniad Q&K 2 d&@difehsrinas de 32 generacion
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% Resistencia

1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000

\EI Pacientes de unidades de cuidados intensivos\

Cepas de Klebsiella y muchas otfras Enterobacteriaceae han adquirido beta-lactamasas de espectro extendido
que confieren resistencia a las cefalosporinas. National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) System; Centros

para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC).

* Informacion disponible del CDC ( Centers for Disease Conftrol and Prevention).

535.- TRATAMIENTO.

Inhibidores de B-lactamasas: Existen recomendaciones varias en cuanto al reporte de
susceptibilidad para piperacilina/tazobactam, ampicilina/sulbactam y amoxicilina/dcido
clavuldnico. Hay comunicaciones de tratamiento exitoso de infecciones causadas por
bacterias productoras de BLEE pero la susceptibiidad in vivo puede ser enzima-
especifica. Asi, BLEE derivadas de TEM son mds susceptibles a piperacilina/tazobactam
gue las derivadas de SHV. Su actividad esta influenciada por el efecto inoculo, regimenes
de administracién del fdrmaco y el aumento de cepas con mutaciones en porinas. Existe
una limitada experiencia clinica para tratamiento de infecciones serias. Estos agentes

podrian ser considerados como alternativa terapéutica.!”

Quinolonas: Alternativas atractiva de tratamiento pero ya se reporta un aumento de
asociacién entre BLEE y resistencia a quinolonas, que es usualmente cromosomal. Ha sido
documentada la resistencia plasmidial con B-lactamasas tipo Amp C, sumado a una

alteracién en porinas.'?

Aminoglucésidos: Merece consideraciones similares a quinolonas. Las BLEE no tienen

efecto intrinseco en su actividad, pero la resistencia a aminoglucdsidos puede co-
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transferirse con BLEE a través de plasmidios. Los aminoglucdsidos no son una alternativa

terapéutica apropiada como monoterapia.l?

Cefamicinas: Cefamicinas (cefoxitina y cefotetan) son estructuralmente mds estables a la
hidrdlisis por BLEE, muchas bacterias son susceptibles in vifro. La informacién de
fratamiento de infecciones graves con cefamicinas es muy limitada y hay reportes de
fracaso clinico debidos a la emergencia de resistencia infratratamiento por el desarrollo
de mutacién en porinas. Se ha observado un aumento de cepas que expresan multiples

R-lactamasas Amp C que originan resistencia a este grupo.!”

Oximino B-lactdmicos: El dilema de cefepime. Cefepime es activo contra muchas cepas
productoras de BLEE, parficularmente de enzimas derivadas de SHV. Sin embargo, la
susceptibilidad disminuye con el aumento del inoculo en test de susceptibilidad in vifro y
en modelos in vivo. Este es el lamado efecto inoculo: aumento en 8 veces la CIM con
mayor inéculo bacteriano; ha sido observado en cefepime y cefotaxima, es menos
importante en carbapenems, y de frascendencia intfermedia en
piperacilina/tazobactam. El resultado clinico es bueno cuando el sitio de infeccidon es
urinario. Mantiene mejor actividad que piperacilina/tazobactam (en un andlisis
farmococinético/farmacodindmico). Se ha conocido de fallas clinicas en reportes
bacterioldgicos que lo informalban como sensible (bacteremia por K. pneumoniae). No
debe indicarse como primera linea en infecciones graves por bacterias productoras de
BLEE, v si se usa, la dosis debe ser mayor o igual a 2 grs cada 12 hrs y en combinacién con

otro agente activo (aminoglucdsidos o fluoroquinolonas).!”

Carbapenems: Representan la terapia de eleccidon en bacterias productoras de BLEE
(imipenem-meropenem). Son resistentes a la hidrdlisis y tienen excelente actividad in vitro.
Diversos estudios clinicos avalan su uso; Se han descrito mecanismos de resistencia por
carbapenemasas mediadas por plasmidios, metalo P-lactamasas y proteasas de
espectro extendido; afortunadamente no son frecuentes. Resistencia debido a

alteraciones en las porinas ha sido observada en cepas de K. pneumoniae.”

Nuevas alternativas terapéuticas: Ertapenem y faropenem tienen excelente actividad
confra bacterias productoras de BLEE (K.pneumoniae, E. coli, etc) y cefalosporinasas Amp
C. Tienen la ventdja farmacocinética de una vida media larga que permite indicar una

dosis diaria.”
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Setividad antimisrobiana do Dgrmas aulgards

6- IMPORTANCIA DE LAS PLANTAS MEDICINALES.

El uso de las plantas medicinales se remonta a inicio de la civilizacion humana, las
grandes culturas como China, HindU, Griega, Nor-Africana, Azteca cuentan con
evidencia sobre el uso de este recurso para aliviar diversos problemas de salud;

fransmitidos en forma oral del conocimiento, impreso o computarizado.23

Las plantas medicinales representan una de las fuentes naturales mds importantes de
compuestos con diversas actividades farmacoldgicas; por otro lado y debido al auge
que ha tenido el uso de este recurso natural en la actualidad, la OMS estima que el 80%
de la poblacién en Africa, el 48 % en Australia, el 70% en Canadd, el 42% en Estados
Unidos, el 38% en Bélgica y un 75% en Francia utilizan las plantas medicinales para
solucionar sus principales necesidades de salud. En los paises en vias de desarrollo el gran

uso de la Medicina Tradicional se debe al facil acceso y disposicion.23

Como resultado de los modernos procedimientos de aislamiento e identificacion y de
experimentacion farmacoldgica, se han encontrado nuevas sustancias de origen vegetal
con importante actividad bioldgica, empledndose ahora mds como sustancias
purificadas que en antiguas preparaciones galénicas. La utilizacion de compuestos
naturales aislados incluyendo fadrmacos sintéticos no carecen de limitaciones pero en
anos recientes se ha incrementado el interés por el uso de agentes fitoterapéuticos

estrechamente relacionados con los recursos vegetales. 23

En el planeta existen un total de 250 000 especies de las cuales, cerca del 15% han sido

investigadas fitoquimicamente y solo al 6% se le ha explorado su potencial bioldgico.23

Actualmente no se dispone de los datos necesarios para precisar la difusién del uso de las
plantas, de los principios activos derivados de estas, en los sistemas de salud de los
distintos paises del mundo. Los fdrmacos derivados de plantas presentan gran
importancia en paises desarrollados como por ejemplo Estados Unidos, Alemania vy

Japon.z

En México, el uso de las plantas es amplio y se tiene registrado en el herbario IMSS
aproximadamente 5000 especies botdnicas con propiedades medicinales, las cuales son
utilizadas por la poblacién en general para tratar diversos padecimientos. La enorme
riqueza de la flora medicinal en México se debe a su ubicacién geogrdfica y a la
diversidad de grupos étnicos (52 grupos). Actualmente mds del 66% hace uso de este

recurso natural, en los centfros urbanos ha surgido un reencuentro con la naturaleza lo
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que ha provocado que a los conocimientos de la medicina moderna, se le agreguen los

de la medicina fradicional para obtener diferentes modelos terapéuticos.23

Actualmente, el uso de plantas medicinales tiene gran aceptacién en la poblacién, por
su facil disponibilidad, costo y forma de uso, de hecho una de las plantas utilizadas en el
tratamiento de infecciones en vias respiratorias e infecciones gastrointestinales es el
Tomillo.

7.- GENERALIDADES DEL TOMILLO.

71.- NOMBRE CIENTIiFICO.

Thymus vulgaris?8

Figura No. 3.- Planta de tomillo.

7.2.- DESCRIPCION BOTANICA.

Se trata de un subarbusto aromdtico y perenne, perteneciente a la familia de las
Labiadas (Lamiacéas), caracterizado por presentar una altura variable entre 10-40 cm;
tallos lefosos tortuosos y grisdceos ; hojas opuestas, verde-grisGceas, enteras , lineares o
elipticas, de hasta 15mm de largo, con envés tomentoso; flores pequenas bilabiadas de
color lila o blanco, dispuestas en inflorescencias terminales densas o laxas; que hacen su

aparicidén desde principios de verano hasta finales de otono. El fruto es un agquenio ovoide

liso.24.28
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7.21.- CLASIFICACION TAXONOMICA.

Reino: Plantaes4
Subreino: Tracheobiontas4
Division: Magnoliophytas4
Clase: Magnoliopsida’#
Subclase: Asteridae’4
Orden: Lamialess4

Familia: Lamiaceae’
Genero: Thymuss4

Especie: Thymus vulgariss4

7.3.- HABITAT.

El Tomillo es originario de la regidén mediterrdnea occidental, en especial del sur de Italia,
siendo posteriormente distribuido en prdcticamente todas las regiones. Crece silvestre en
matorrales secos, suelos rocosos pero bien drenados y soleados. Se cultiva extensamente

en casi todos los paises como planta aromdtica culinaria.2428

74.- PARTES UTILIZADAS.

Sumidad florida seca (el tallo con las bracteas y flores). El olor es aromdtico, intenso y

caracteristico, en tanto el sabor también es aromdatico y ligeramente picante.24.28

75.- HISTORIA.

El uso del tomillo data de tiempos muy antiguos. Los egipcios lo empleaban como una de
las sustancias aplicadas en los procesos de momificacion. El nombre Thymus proviene del
griego Thumus que significa “fuerza” o “coraje”, ya que se empleaba principalmente
como infusidn energizante y como antiséptico de heridas de los guerreros. Esta
nomenclatura fue empleada por Teofrasto para designar tanto al tomillo como la
gjedrea. Se cree que la planta que ufilizaban los griegos muy probablemente
correspondia a la especie Thymus capitatus L. Plinio recomendaba como antidoto para
las mordeduras de serpientes. El propio Carlomagno (742-814) ordeno su cultivo en tfodos

los jardines para aprovechar tanto sus propiedades medicinales como culinarias.28
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Al parecer, fueron los monjes benedictinos quienes la introdujeron en Europa central
siendo muy popular entre los anos 850 y 1250, sobre todo en el norte de los Alpes. Para
entonces eran muy comunes los banos tonificantes con esencias de tomillo, asi como su
empleo anfiparasitario. En el siglo XVI fue cultivado extensamente en Europa y regiones
aledanas al Mediterrdneo, formando parte de numerosas recetas y preparados
correspondientes a las primeras farmacopeas europeas. Siendo infroducida a nuestro
pais en la época Colonial y distribuida en gran parte de la Republica Mexicana.2 En
1725, un botdnico Alemdn llamado Neumann obtiene el aceite esencial, comenzando a

partir de entonces su estudio con fines terapéuticos.28

7.6.- COMPOSICION QUiIiMICA.

26.28P|anta rica en aceites esenciales 1-2.5%

e Fenoles terpénicos: principalmente timol (40%) y carvacrol (2.5-14.6%).

¢ Monoterpenos: en menor cantidad, como el borneol, el geraniol y el p-cimeno.

e Flavonoides: los mds importantes son las polimetoxiflavonas, sobre todo las tri- y
tetra-metoxiflavonas

e Taninos:7-10%

Figura No. 4.- Terpénos fendlicos de Tomillo.

Carvacrol = il Thymol

OH

OH
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77.- ACCIONES FARMACOLOGICAS.

El caso del tomillo es ilustrativo a la hora de especificar su actividad bioldgica respecto a
la especie botdnica seleccionada, ya que la composicidn fitoquimica puede variar
enormemente de un ejemplar a ofro. Las principales propiedades terapéuticas del
tomillo estdn en relacidén a la composicidon fendlica del aceite esencial desarrollando

actividad anfitusiva, expectorante, antimicrobiana, antioxidante y antiespasmodica.28

77.1.- ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

La esencia de Tomillo, fundamentalmente por sus componentes fendlicos, Timol vy
Carvacrol, tiene una actividad anfibacteriana tanto en bacterias Gram (+) como Gram (-
). Esto es debido a su efecto sobre la membrana bacteriana. La eliminacién de Timol y
Cravacrol por via respiratoria produce una actividad antiséptica respiratoria. Por su
actividad antimicrobiana el Tomillo tiene interés también como antiséptico urinario y de la
cavidad bucofaringea asi como para el lavado de heridas. Ademds el Timol y el

Cravacrol tienen una accion antimicotica, efectiva frente a Candida albicans.??

Por ofra parte el exiracto acuoso de Tomillo inhibe de forma significativa, in Vitro, el
crecimiento del Helicobacter pylori y su potente actividad ureasa.?? Denfro de la
actividad anfimicrobiana, el timol y carvacrol han demostrado exhibir el mayor espectro
terapéutico comparativamente con el resto de los componentes del aceite esencial
(Litvinenko V. et al., 1975; Olechnowicz S. et al., 1975; Pellecuer J., 1993; Dorman 1-1. &
Deans S., 2000). Investigadores de la Universidad de Montpellier (Francia) han identificado
entre seis y siete quimiotipos diferentes en ejemplares de tomillo europeos (Passet J, 1979).
En estudios de actividad antibacteriana se ha visto, que el quimiotipo 5 es el menos
activo en funcion de la MIC (concentracion inhibitoria minima) en las cepas bacterianas,

mientras que el quimiotipo 1 presenta la mayor actividad antifungica.28

Frente a Staphylococcus aureus y Helicobacter pylori también resultd activo in Vitro el
extracto acuoso de las hojas de tomillo (Cdceres A. et al., 1991). En cambio, frente a
Micrococcus luteus y Bacillus subtilis la actividad de los extractos acuoso y etdnolico ha
resultado débil (Diaz R. et al., 1988). Otros ensayos in Vitro recalizados con el aceite
esencial corroboraron su actividad frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Candida albicans, al mismo fiempo que ejercieron actividad inhibitoria frente a

Salmonella typhi, Bacillus subfilis, Pseudomonas aureuginosa, Streptococcus pneuminiae,
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Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis y C. diptheriae (Allegrini J. et al. 1972;
Ramonaelina A. et al., 1987; Safirev S.et al., 1997; Essawi T & Srour 2000; Behillvan J. et al.,
2002; Jt.:gl M. et al., 2002).28

El aceite esencial también demostrd inhibir el desarrollo de Listeria monocytogenes in Vitro
al bloguear la actividad de la enzima listeriolisina O. Al respecto, redujo a 52,1 HU/ml las
unidades hemoliticas, respecto al control de 99,8 HU/ml (Smith Palmer A. et al., 2002), A
nivel micdtico, el aceite esencial ha demostrado efecto fungistdtico frente a
Microsporum canis y Microsporum gypseum con una CIM de 25 ppm (Perrucci S. et al.,
1994).28

Tanto el extracto acuoso como cetdnico de tomillo han desarrollado actividad inhibitoria
in vitro frente a Micobacterium tfuberculosis (Lall N. & Meyer J, 1999). Otros hongos que
han demostrado sensibilidad frente al aceite esencial de tomillo son: Candida albicans,
Criptococcus neoformans, Saprolegnia sp, y Zygorhynchus sp. (Vollon C. et al., 1994;
Perrucci S. et al., 1995). Un reciente estudio demostrd el efecto inhibitorio in Vitro (CIM =
0,62 mg/ ml) del extracto metandlico de tomillo frente a Candida albicans clotrimazol-
resistente (Shahidi Bonjar G., 2003).28

En casos de candidiasis vaginal, algunos autores han sugerido la aplicacion de évulos
con aceite esencial de tomillo (50 mg/ évulo de glicerogelatina de 5 g) a razén de un
6vulo por noche durante 20 dias (Vanaclocha B.& Canigueral S., 2003). Frente a hongos
fitopatdgenos, el aceite esencial de tomillo demostrd inhibicidn in Vitro frente a Alternaria
tenui, Aspergillus flavus, A. achraceus, A. parasiticus, Fusarium sp., Lentinus lapideus y
Lenzites trabea (Grainge M. & Ahmed S., 1988; Homes Belmnnt R., 1998; Soliman &
Badeaa IZ., 2002).28

El timol del aceite esencial ha demostrado ser un efectivo antihelmintico, en especial
frente a ancilostomas, &scaris y oxiuros (Budavari S., 1989; Peris J. et al., 1995). El aceite
esencial de fomillo ha demostrado in Vitro disminuir significativamente la viabilidad de las
formas parasitarias sanguineas de Tripanosoma brucie y sobre promastigotes de
Leishmania major (Mikus J. et al, 2000). Por otra parte, el aceite esencial ha demostrado
actividad insecticida frente al tercer estadio larvario de Lucilia sericata , con una CLso=130
ppm (Morsy T. et al, 1998). Frente al gusano Spodopteralitura, invasor de las plantaciones
de tabaco, los compuestos fimol y carvacrol una significativa actividad insecticida en el

tercer estadio larvario (Isman M. et al., 2001).28
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7.72.- OTROS.

En ensayos inmunoldgicos, tanto la administracion del extracto metandlico como la
fraccién insaponificable de la planta entera de tomillo, administrados en dosis de 0,5
ml/ratén por via intraperitoneal, no han demostrado promover mecanismos de fagocitosis
(Delaveau P. et al., 1980). En estudios realizados en ninos con enuresis, el aceite de tomillo
administrado por via oral ha evidenciado su efectividad en varios casos (Martindale,
1982). La administracion a ratas por medio de intubacién gdstrica, del extracto etandlico
(95%) de la planta entera, en dosis de 500 mg/kg, evidencié propiedades antipiréticas en
un modelo de fiebre inducido por inyeccidon de levadura de cerveza (Al Yahya M. et al.,
1985).28

Estudios realizados en conejos con el aceite esencial administrado por via oral o
inframuscular, arrojaron una accién hipotensora arterial acompanada de taquicardia.
Cuando la dosis fue incrementada, se observo estimulacion respiratoria. Lo mismo
acontecid en gatos por via intravenosa, aungue no se observo taquicardia (Leung A. &
Foster S., 1996). La actividad hipotensora en ratas pudo ser observada también tras la
administracién de extractos alcohdlicos de una especie muy emparentada (Thymus
orospedanus) actuando por medio de un efecto antagonista frente a adrenalina. En la
actividad hipotensora podria incidir ademds, la accién diurética de los flavonoides 8
Jiménez J. et al., 1988). Finalmente, el timol presente en las hojas de tomillo ha demostrado
un efecto inhibidor de la agregacién plaquetaria bajo induccidn por trombina, coldgeno,
ADP y dcido araquiddnico (Okazaki K. et al., 2002).28

78.- EFECTOS ADVERSOS Y/O TOXICOS.

Estudios en Animales - In Vifro: El aceite esencial en altas dosis ha demostrado ser
neurotéxico por via interna y cdustico a nivel dérmico. Tanto el limoneno, como el pineno
y el linalol serian responsables de esta Ultima actividad, de acuerdo a lo observado en
conejos y ratas. Si bien la piel humana es mucho mds resistente a estas sustancias,
igualmente se aconseja aplicar cremas o pomadas que contengan sustancias

acarreadoras o diluyentes para dichos componentes (Leung A. & Foster S., 1996).28

La administracion del extracto etandlico (40%) de las partes aéreas desecadas en dosis
de 1,6 ml/kg por via oral a conejas y ratas gestantes, no resulté embriotéxico ni
teratogénico. Tampoco demostrd inhibir la ovulacién ni la fertilidad de ratas hembras

adultas. Su suministro durante 13 semanas consecutivas a ambos grupos de animales, no
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produjo cambios en los pardmetros sanguineos o urinarios. Asi mismo no se observaron
lesiones andtomo-patoldgicas en los drganos internos luego de efectuadas las autopsias
(Leslie G. & Salmon G. ,1979).28

La DLso para el aceite esencial de tomillo por via oral en ratas asciende a 4.7g/kg y por
via dermica a 5g/kg (Opdyke D, 1974).La DLso del extracto etandlico (30%) en ratones por
via oral fue estimado en 34 mi/kg (Leslie G., 1978). La DLso del timol por via oral en ratas
asciende a 980 mg/kg, en tanto la del carvacrol en conejos (por la misma via) fue
estimada en 100 mg/kg (Budavari S., 1989). El aceite esencial no ha resultado mutagénico
en las pruebas sobre Salmonella typhimurium y Bacillus subtilis (Azizan A. & Blevins R.,
1995).28

Diferentes extractos de tomillo resultaron antimutagénicos al igual que el componente
luteolina, el cual demostrd una fuerte actividad antimutagénica frente a carcindgenos
alimentarios (Natake M. et al., 1989; Samejima K. et al., 1995). Un estudio de toxicidad
efectuado en rata demostrd la inocuidad del suministro en la dieta diaria de un 2% a 10%
de hojas de tomillo, no registrdndose danos histopatoldgicos ni alteraciones en los

pardmetros sanguineos ni pondérales (Haroun E. et al., 2002).28

Estudios en Humanos: Los extractos muy ricos en timol administrados por via oral, pueden
provocar nduseas, vomitos; dolor gdstrico, diarreas, cefalea. hipotermia, debilidad
muscular, confusibn mental y colapso cardio-respiratorio; en cambio, los muy ricos en
carvacrol (sustancia también irritante) tendrian menor potencia téxica (Pellecuer 1, 1995).
El fimol se encuentra dentro de la formulacion de algunas pastas dentales, observéndose
en sus usuarios algunos casos de queilitis y glositis (Leslie G. & Salmon G., 1979). A nivel
dérmico, se han denunciado episodios de dermatitis de contacto en granjeros que

halbrian aspirado polvo durante el proceso de secado del tomillo (Spiewak et al., 2001).28

Si bien el timol es 25 veces mds potente que el fenol, su uso en forma aislada queda muy
limitado, debido a su bagja solubilidad en agua, su poder irritante sobre mucosas (gdstrica
y urinaria) y su susceptibilidad a las proteinas. En tal sentido, se recomienda no emplear
esta especie en dosis mayores a 15 g/toma ni durante mds de 30 dias consecutivos
(Germosén Robineau L., 1996; Robbers J. et al., 1997; Brinker F., 1998). Debido a la toxicidad
del timol se dejd de emplear como antiparasitario (uncinariasis y teruasis) en humanos,
aungue aun se lo sigue utilizando con estos fines en medicina veterinaria (Robbers J. et al.,
1997).28
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79.- CONTRAINDICACIONES.

El aceite esencial no debe ser empleado durante el curso de Ulceras gastroduodenales y
debe emplearse con precaucién durante el embarazo y lactancia (Blumenthal M. et al.,
2000). Tampoco se recomienda en ninos menores de dos anos, ni en casos de
hipertiroidismo, de acuerdo a lo observado experimentalmente en ratas (el mecanismo
no estd bien dilucidado). (Newall C. et al., 1996; Leung A. & Foster S., 1998). El timol no
debe suministrarse en casos de enterocolifis, insuficiencia cardiaca y durante el

embarazo (Vanaclocha B. & Canigueral S., 2003).28

7.10.- INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS.

El extracto etéreo de hojas de tomillo, en dosis de 200 mg/kg via intraperitoneal a ratones,
demostrd potenciar los efectos de barbitlUricos administrados previamente (Han Y. et al.,
1984).28

1.- STATUS LEGAL

La sumidad florida del tomillo se encuentra en varias Farmacopeas: Argentina, Alemania
(10th Ed.), Austria (OAB, 1981-3), ESCOP (Fasciculo 1, 1997), Espaia, Francia, Gran Bretaia
(FHB, 1983), Holanda, Hungria, Italia, Noruega, Polonia, Rep. Checa, Rumania, Suecia,
Suiza(7th Ed., 1987), ex- Yugoslvia (sélo las hojas), etc. Debido a sus diferentes quimiotipos,
la Farmacopea Francesa exige para la esencia un contenido minimo en fenoles totales
del 30%, conformados principalmente por timol y carvacrol (Bezanger Beauguesne L. et
al., 1980).28

La Farmacopea Argentina exige para la esencia un tenor no menor al 20%, ni mayor al
45% de fenoles (timol y carvacrol). La farmacopea Espanola exige que la droga
contenga no menos de 0.5% de aceite esencial calculado como timol (Canigueral S. et
al., 1998). El tomillo se encuentra aprobado como suplemento alimenticio por la FDA
norteamericana, estando registrada la planta entera en categoria GRAS (Mc Caleb R.,
1993).A su vez, se encuentra aprobado por la Comision E de Monografias de Alemania
para el abordaje de cuadros respiratorios (Blumenthal M. et al., 2000). La planta entera
figura también, entre las hierbas aprobadas para uso humano por los Ministerios de

Sanidad de Bolivia, Costa Rica y Venezuela (Garda Gonzdlez M., 2000).28
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JUSTIFICACION

Tras el descubrimiento y aplicacién clinica de los agentes antibacterianos, la morbilidad y
la mortalidad causadas por infecciones bacterianas se redujo considerablemente. Hoy,
sin embargo, la salud publica se enfrenta a un nuevo desafio debido al alarmante

aumento de la resistencia bacteriana a la mayoria de los agentes antibacterianos.

Por esta razdn la finalidad del proyecto es buscar una alternativa para el tratamiento de
algunas de las bacterias resistentes causantes de infecciones comunes, la cual consiste
en el empleo de productos de origen natural, ya que durante mucho tiempo los
remedios naturales, y sobre fodo las plantas medicinales, fueron el principal 6 incluso el
Unico recurso de que disponian los médicos. Esto hizo que se profundizara en el
conocimiento de las especies vegetales que poseen propiedades medicinales y ampliar
sus conocimientos en el empleo de los productos que de ellas se extraen. De las cuales se

han encontrado mayores ventajas de uso que desventajas.

HIPOTESIS

Si determinamos la eficacia del extracto de Thymus vulgaris sobre Staphylococcus
aureus, klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi y Pseudomonas aeruginosa entonces
podremos dar una alternativa al fratamiento contra este ftipo de bacterias

multiresistentes.
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OBIJETIVO GENERAL

Evaluacién del efecto antimicrobiano del extracto de Thymus vulgaris con Salmonella

typhi, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar por medio de una prueba cudlitativa si el extracto de Thymus vulgaris

posee actividad antibacterial.

e Redlizar andlisis de sensibilidad del extracto de Thymus vulgaris con
Staphylococcus aureus, klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi y Pseudomonas

aeruginosa por medio de dilucidén en microplaca y la técnica de Mosmann.

e Determinar la Concentracidn Minima Inhibitoria (MIC) del extracto de Thymus
vulgaris en Staphylococcus aureus, klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi y

Pseudomonas aeruginosa.
e Identificar el efecto que ejerce el exiracto de Thymus vulgaris sobre

Staphylococcus aureus, klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi y Pseudomonas

aeruginosa por medio de Microscopia Electrénica de Transmision.
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METODOLOGIA

Los materiales, equipos y reactivos utilizados para llevar acabo la experimentacidon en su
mayoria fueron suministrados por el laboratorio No. 10 de la unidad de Posgrado de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlédn, asi como la obtencién del extracto de Thymus
vulgaris por donacién de * EXTRACTOS SIGMA ", ademds de el uso de equipo de los

laboratorios de Microscopia Electronica y de Inmunologia.

Las cepas bacterianas fueron obtenidas del Cepario del laboratorio No 10 de la Unidad

de Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

1.- MATERIAL

1.1.- MATERIAL DE LABORATORIO

- Recristalizador (PYREX)

- Frasco dmbar con tapdn de rosca estéril de 15ml
- Espdtula de acero inoxidable

- Membrana de 0.45um (MILLIPORE)

- Membrana de 0.22um (MILLIPORE)

- Frascos dmbar con tapdn de rosca estéril de 5L

- Papelfiliro (WHATMAN de No. 41)

- Embudo

- Microplaca de 96 pozos estéril (KLUIMBE GLASS inc.)
- 6 tubos de ensaye con tapdn de rosca estériles de 5ml (KIMAX)
- Pipetas graduadas estériles de 2ml (KIMAX)

- Pipetas graduadas estériles de 5ml (KIMAX)

- Micropipeta de 100ul (SAMPLER SYSTEM)

- Puntas estériles para micropipeta

- 5cajas petri

- Asa bacteriologica

- Mechero Bunsen

- Gradilla

- Matraz Elenmeyer de 250ml (PYREX)

- Papel aluminio

- Embudo
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1.2.-

2.-

2.1.-

EQUIPO

Estufa bacterioldgica (RIOSSA)

Campana de flujo laminar horizontal (VELO)
Parrilla eléctrica (NOVAI)
Espectrofotometro (FLX800)

Horno Pasteur (RIOSSA)

Vortex ( SCIENTIFIC INDUSTRIES)

Equipo para filtracién de liquidos (MILLIPORE)

Microscopio Electrénico de Transmisién

MATERIAL BIOLOGICO

Cepa de Staphylococcus aureus ( Cepa proveniente de aislamiento clinico)
Cepa de Pseudomonas aureuginosa ( Cepa proveniente de aislamiento clinico)
Cepa de Klebsiella pneumoniae ( Cepa proveniente de aislamiento clinico)

Cepa de Salmonella typhi( Cepa proveniente de aislamiento clinico)

REACTIVOS

Agua destilada estéril.

Caldo BHI a doble concentracion estéril.

Cloruro de sodio.

MTT.

Extracto etandlico de Thymus vulgaris (5L) (SIGMA)
Agar BHI estéril.

Agar nutritivo.

METODO

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Thymus vulgaris.

Este fue donado por EXTRACTOS SIGMA, ubicada en Av. 20 de Noviembre 221, col. Ejido

del Socorro Cuautitian Izcalli, México C.P. 54740; quienes proporcionaron 5L de extracto

de Thymus vulgaris distribuidos en envases de 1L c/u.

Los ensayos realizados por EXTRACTOS SIGMA, para verificar la calidad del extracto se

encuentran en el Apéndice C de este trabagjo.

- 49 -



22.- ESTERILIZACION DE EXTRACTO.

1.- Cada lifro de extracto fue filtrado a través de un papel filtro de poro mediano
(WHATMAN).

2.- Después de haber realizado una primera filfracién para la eliminacidén de particulas
suspendidas se realizo una segunda filtfracion con el equipo de filtfracion (MILLIPORE)
utiizando membrana estéril de 0.45um, dentro de una campana de flujo laminar
horizontal (VELO), recibiendo el filfrado en un frasco dmbar de 5L esterilizado en

autoclave (121°/15min).

3.- Se llevo a cabo una segunda filtracion con membrana estéril de 0.22um, siguiendo el

mismo procedimiento descrito en el punto anterior.

Una vez terminado el proceso de esterilizacion del extracto se realizo una prueba para

confirmar su esterilidad:

1.- En una caja petri con Agar BHI o Agar nufritivo se colocaron 100ul del extracto, por

medio de una micropipeta con punta estéril (todo esto bajo condiciones de esterilidad].

2.- Una vez depositado el volumen se esparcié en el medio con un asa bacteriolégica

estéril y se incubo a 37°C por 24 horas.

3.- Transcurrida la incubacién no se observo ningun tipo de crecimiento.

Confirmada la esterilidad del extracto se procede a la cristalizacién.

23.- OBTENCION DEL EXTRACTO SECO.

1.- Se vertié todo el contenido del frasco dmbar en un cristalizador estéril (PIREX), bajo

condiciones de esterilidad.

2.- El cristalizador con el exiracto se infrodujo en el Horno Pasteur(RIOSSA) y se dejo

evaporar el etanol a una temperatura no mayor de 40° C por 24 horas.

3.- Formados los cristales se recolectaron con ayuda de una espdtula estéril y contenidos

en frascos viales estériles.
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24.- PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK.

1.- En condiciones de esterilidad se pesd 1g de cristales de Thymus vulgaris y se vertieron

en un frasco dmbar estéril de 15ml.

2.- Posteriormente se le anadid Tml de DMSO vy se llevdé a un aforo de 10ml con agua

destilada estéril para disolver los cristales, obteniendo una concentracién de 100mg/ml.

25- PRUEBA CUALITATIVA DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL D
EL EXTRACTO.

1.- En una placa con agar nutritivo se inoculo Staphylococcus aureus (cepa de 24 horas
de crecimiento), reparando un inoculo de concentracién igual al 0.5 del Nefelbmetro,

por medio de un sembrado masivo.

2.- Se incubo por 5 minutos y se anadieron con ayuda de una micropipeta y punta estéril

100ul del extracto.

3.- Se incubo a 37°C por 24 horas.

4.- Transcurrido el tiempo se observa la placa, para verificar si el exfracto posee actividad

antibacterial.

26.- PREPARACION DE CEPAS BACTERIANAS.

La verificaciéon vy tipificacion de las bacterias utilizadas en este procedimiento se llevo

acabo por medio del uso de medios selectivos y pruebas bioquimicas. (Ver Apéndice A)

Para la preparacion de las suspensiones bacterianas se procedid de la siguiente manera:

1.- Tipificadas las bacterias se sembraron en placas con Agar nutritivo las cepas de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Salmonella

typhi por 24 horas a 37°C.

2.- En tubos de ensaye de 5ml con caldo BHI a doble concentracion estéril, se gjustaron a

0.5 de la escala de Mac Farland (1.5 X 108 UFC/m); esto en condiciones de esterilidad.

-51-



27- ENSAYO EN MICROPLACA.

La microplaca posee 96 pozos con columnas del 1 al 9 donde cada columna
corresponde a una dilucidon y columnas 10 a 12 donde se probaron los confroles y
blancos; las filas de la A a la H, corresponden a los ensayos de las bacterias por

duplicado.

1.- Se colocaron en los pozos de la columna 2 a la 9 en las 8 filas 100ul de SSF Estéril, con la

micropipeta y puntas estériles, utilizando para cada fila un tubo diferente.

2.- Enlos pozos de la columna 1 en las 8 filas se colocan 100wl del extracto concentrado.

3.- A partir de los pozos de la columna 2 y hasta la 9 realizar diluciones dobles del
extracto obteniendo un volumen final de 100ul por pozo. (Los 100ul restantes en el pozo 9

se desechan).

4.- De los inéculos preparados se le adicionan 100ul de estos a los pozos de las columnas
1 a 9, realizando dos ensayos por cada una de las bacterias, es decir las filas Ay B
correspondieron a Staphylococcus aureus, C y D a Pseudomonas aeruginosa, Ey F a

Salmonella typhi y G y H a Klebsiella pneumoniae.

5.- En la columna de pozos numero 10 correspondieron a un Confrol Positivo el cual

contiene 100ul de SSF Estéril y 100ul de la bacteria a probar correspondiente a cada fila.

6.- La columna de pozos numero 11 corresponde a un Confrol Negativo el cual contiene

100ul de SSF Estéril y 100ul de Caldo BHI a doble concentracion estéril.

7.- La columna de pozos numero 12 correspondieron a un Blanco el cual contenia 100l

del extracto estéril a probary 100ul de Caldo BHI a doble concentracién estéril.

8.- Terminado el llenado de los pozos se colocd en una estufa bacteriolégica a una

temperatura de 36-37 °C durante 24 horas.
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Figura No. 5.- Bioensayos en micropalcas.
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28.- LECTURA DEL ENSAYO EN MICROPLACA.

1.- Después de las 24 horas de incubacion se observa la microplaca y se realizan lecturas

visuales.

2.- Se debe de observar ausencia de turbidez en las columnas de pozos que son Confrol
Negativos y Blancos, mientras que en la columna que corresponde al Control Positivo

debe de presentar turbidez abundante.

3.- Se comparan los pozos problema con los controles y el blanco determinando si
presentan turbidez o no. Si existe la presencia de turbidez y enfre mas se asemejen al
Control Positivo indican un crecimiento de la bacteria por lo cual el crecimiento de esta
no se inhibe por el exiracto que se esta probando. Los pozos que no presentan turbidez y
entre mds se asemejan al Contfrol Negativo indican que no existe un crecimiento de la
bacteria por lo cual el extracto si presenta un efecto inhibitorio al crecimiento del

microorganismo.
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29.- ENSAYO BACTERICIDA/BACTERIOSTATICO.

1.- En una placa con agar BHI se realizan divisiones por la parte externa de la placa, cada

divisidn correspondid a un pozo del ensayo.

2.- Se tomd con un asa bacterioldégica estéril de cada pozo un indculo y se realiza un

estriado en el espacio correspondiente.

3.- Se incubaron a 37°C por 24 horas.

4.- Transcurrido el tiempo de incubacion se observaron las placas, en los estriados que no
presentaron crecimiento se denoté una actividad bactericida del extracto, pero en los
estriados del inbculo donde si observd crecimiento en placa, con ausencia de actividad

metabdlica, la actividad del exitracto es denotada como bacteriostdtica.

2.10.- TECNICA DE MOSMANN (REACTIVO MTT).

Este método se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MITT) readlizada por la enzima succinato-deshidrogenasa en un
compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la
funcionabilidad de las células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir
supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la
cantidad de formazdn producido. Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983

siendo modificado en 1986 por Francois Denizot y Rita Langa.3!

1.- Se adicionaron a todos los pozos de la microplaca 5ul de reactivo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5 difeniltetrazol (MTT) el cual presenta un color amarillo sino hay presencia de
bacterias viables en el pozo, mientras que en los pozos donde las bacterias son viables el
MTT vira a color violeta/morado. Esta técnica permite observar y determinar fadcimente
cuales pozos de la microplaca presentan crecimiento y en cuales pozos el extracto ha

inhibido la actividad de la bacteria, permitiendo determinar la MIC.
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2.11.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION(MET)

Para poder conocer mds acerca de la accidon antibacterial del extracto se tomaron
microfotografias de las bacterias seleccionadas para este ensayo con el extracto al igual
que de las bacterias solas para poder realizar comparativos y de esa forma determinar si
en readlidad ejerce algin efecto y fratar de comprender la accidn que ejerce el extracto

en las bacterias.

Para la obtencidn de las fotografias se realizaron las preparaciones de las muestras como

se indica:

1.- Obtencion de las bacterias (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae y Salmonella typhi), con un tiempo de incubacién no mayor a 24

horas.

2.- Preparaciéon de 40 ml de caldo BHI a doble concentraciéon estéril.

3.- Numerar tubos estériles 1, 2 y 3 con capacidad de 10 ml (Para cada bacteria). El tubo
nUmero 1 corresponde a la muestra problema vy el tubo nimero 2 al control positivo vy el

tubo numero 3 al control negativo.

4.- En el tubo nimero 1 se colocaron 2.5 ml de SSF estéril, mds 2.5 ml de caldo BHI a doble
concentracion estéril, previamente inoculado con la bacteria problema al 0.5 del

Nefeldbmetro de Mac Farland.

5.- En el tubo nUmero 2 se adicionaron 5.0 ml de caldo BHI doble concentracion con

bacteria estandarizada al 0.5 del Nefeldbmetro de Mac Farland.

6.- El tubo nUmero 3 se preparo con 5 ml del extracto de Thymus vulgaris.

7.- Se incubaron los fres tubos a 37°C/24 h, en la estufa bacteriolégica.

8.- Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizo a los tres tubos centrifugaciones a
2000rpm/10 min. Empleando para los lavados SSF estéril, desechando el sobrenadante

(hasta observar el sobrenadante claro).

9.- Posteriormente se adiciono a cada tubo, 3 ml del reactivo de Karnovsky, dejando

reposar durante una hora; para posteriormente centrifugar a 2000 rom/30 min.
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10.- Para finalizar se elimino el sobrenadante y se resuspendidé la pastilla con 3 ml de Buffer

de fosfatos.

11.- La muestra se ajusto a 106-107 UFC/m, igualando para ello al 0.5 del Nefeldmetro de
Mac Farland.

211.1.- PREPARACION DE LAS REJILLAS CON MEMBRANAS DE
PARLODION AMILO.

1.-Las rejillas se deben lavar con acetona y esperar a que sequen.

2.- Se preparo el parlodidn amilo 2.5 % de parlodion en acetato de amilo.

3.- Llenar un vaso de precipitado con capacidad de un 1Lt, con agua destfilada (Bano
Maria).

4.- Se impregno un portaobjetos con Parlodidén amilo, y se dejo reposar hasta observar la

pelicula seca (con un grosor de 70-100um).

5.- Posteriormente se cortaron las cuatro orillas del portaobjetos, se sumergié en el bano

Maria, poco a poco hasta que se logro separar la pelicula pldstica.

6.- Las rejillas fueron colocadas sobre la membrana y posteriormente recogidas con

papel filtro.

2.11.2- TECNICA DE TINCION NEGATIVA

1.- Se coloco una gota de suspensidon bacteriana sobre un papel parafiim, y encima de

ésta se colocaron 2 rejillas con membrana para que se adsorbiera la muestra durante un

tiempo aproximado de 20 minutos.

2.- Se tomaron las rejillas y el exceso se fue retirado con papel filtro.

3.- Las rejillas fueron lavadas con SSFy el exceso de agua, se elimino con papel filtro.

4.- Posteriormente se llevo a cabo la tincién de las rejillas con dcido fosfotingstico (AFT

soluciéon al 1% con pH = 7.2), durante 1 minuto.

-56 -



5.- Se lavaron las rejillas para eliminar el exceso de colorante con SSF estéril y dejaron

secar en estufa a 35 °C/20 min.

6.- Una vez seca la rejilla se observd en el Microscopio Electrénico de Transmisién.

7.- Se tomaron fotografias para observar la morfologia bacteriana.
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RESULTADOS

1.- RESULTADOS DE LA PRUEBA CUALITATIVA PARA LA DETERMINACION DE INHIBICION DE
CRECIMIENTO.

Para comprobar que el extracto de Thymus vulgaris posee actividad anfibacterial, se
desarrollo una prueba cudlitativa, en la cual transcurrido el tiempo de incubaciéon se

observa una notable inhibicidn en el crecimiento, aproximadamente mds del 85%.

Figura No. é.-Inhibicidén de crecimiento de la bacteria Staphylococcus aureus tras la

incubacién con extracto de tomillo.

Zona de inhibicion de crecimiento
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Setividad antimisrobiana do Dgrmas aulgards

2.- RESULTADOS DE BIOENSAYO DEL EXTRACTO DE Thymus vulgaris CON LA BACTERIA

Staphylococcus aureus.

Se realizaron bioensayos en microplacas, donde visualmente se nota la inhibicién de la
bacteria Staphylococcus aureus, de la concentracién de 100000ug/ml hasta la
concentracién de 12500ug/ml, una vez agregando en reactivo MTT, y produciéndose las
coloraciones correspondientes se llevo acabo la lectura en el espectrofotémetro,

obteniéndose las absorbancias reportadas en la siguiente tabla.

Tabla No 4.- Datos obtenidos del Bioensayo en microplaca por el método de Mosmann

del extracto de Thymus vulgaris con la bacteria Staphylococcus aureus.

 Pozo  Problema(abs)  lg/mi
1

1.4326 100 000

2 1.7865 50 000
3 1.9321 25000
4 2.354 12 500 _
5 2.6897 6250 _

0.4303
6 2.7263 3125 _

2.6984
7 2.8475 1562.5 _

0.8546
8 2.9548 781.25
9 3.0125 390.625

Grafico No. 7.- Efecto inhibitorio del extracto de Thymus vulgaris a diferentes

concenfraciones con Staphylococcus aureus.
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Setividad antimisrobiana do Dgrmas aulgards

3.- RESULTADOS DE BIOENSAYO DEL EXTRACTO DE Thymus vulgaris CON LA BACTERIA

Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria de importancia medica debido a que
presenta una gran incidencia en infecciones de origen nosocomial ademds de ser
portadora de gran cantfidad de pldsmidos de resistencia a antibacteriales, es por esta
razén que el hecho de que presente sensibilidad a este exiracto es muy importante, los
resultados de las absorbancias obtenidas en el bioensayo de microplaca evidenciado
por la técnica de Mosmann nos denota sensibilidad de la bacteria que va de
100000ug/ml a 3125ug/ml.

Tabla No. 5.- Datos obtenidos del Bioensayo en microplaca por el método de Mosmann

del extracto de Thymus vulgaris con la bacteria Pseudomonas aeruginosa.

Grafico No. 8.- Efecto inhibitorio del extracto de Thymus vulgaris a diferentes

concenfraciones con Pseudomonas aeruginosa.
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Setividad antimisrobiana do Dgrmas aulgards

4.- RESULTADOS DE BIOENSAYO DEL EXTRACTO DE Thymus vulgaris CON LA BACTERIA

Klebsiella pneumoniae.

Tras la lectura en el espectrofotdbmetro se determino que la bacteria Klebsiella

pneumoniae presenta una MIC de 1562.5 ng/ml.

Tabla No. é.- Datos obtenidos del Bioensayo en microplaca por el método de Mosmann

del extracto de Thymus vulgaris con la bacteria Klebsiella pneumoniae.

Pozo Problema [pg/ml]
1 1.9634 100 000
2 2.0657 50 000
3 2.1803 25 000
4 2.194 12 500 Absorbancia
5 2.3845 6250 Cc/- 0.4303
6 2.4213 3125 C/+ 2.6984
7 2.5483 1562.5 Bco 0.8546
8 2.7101 781.25
9 2.7852 390.625

Grafico No. 9.- Efecto inhibitorio del extracto de Thymus vulgaris a diferentes

concenfraciones con Klebsiella peumoniae.
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5.- RESULTADO DE BIOENSAYO DEL EXTRACTO DE Thymus vulgaris CON LA BACTERIA
Salmonella typhi.

Salmonella typhi es una importante bacteria, por la incidencia que posee a nivel mundial
en infecciones, el bioensayos realizado con esta bacteria, es de forma comparativa con
respecto a bacterias que presentan de forma muy elevada resistencia a anfibidticos. Con
las absorbancias se observa que Salmonella typhi presenta sensibilidad al extracto de
Thymus vulgaris ya que en la mayoria de los pozos no presenta absorbancias iguales o
mayores al control positivo, lo que indica que la bacteria fue incapaz de desarrollarse

como normalmente lo hace en un medio enriquecido.

Tabla No. 7.- Datos obtenidos del Bioensayo en microplaca por el método de Mosmann

del extracto de Thymus vulgaris con la bacteria Salmonella typhi.

Pozo Problema [wg/ml]
1 1.9488 100 000
2 1.9672 50 000
3 2.0315 25 000
4 2.1546 12 500 Absorbancia
5 2.248 6250 C/- 0.4303
6 2.4004 3125 C/+ 2.6984
7 2.4842 1562.5 Bco 0.8546
8 2.7194 781.25
9 2.8011 390.625

Grafico No. 10.- Efecto inhibitorio del extracto de Thymus vulgaris a diferentes

conenfraciones con Salmonella typhi.
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6.- RESULTADOS DE LA PRUEBA BACTERICIDA / BACTERIOSTATICO

Esta es una prueba cualitativa que nos ayudd a determinar el tipo de efecto que tiene el
extracto sobre la bacteria, para determinar si a las concentraciones de prueba fue capaz

de eliminar completamente a la bacteria o solo inhibid su crecimiento durante su

exposicion.
Figura No. 7.- Efecto bacteriostdtico en Figura No. 8.- Efecto bacteriostdtico
Staphylococcus aureus en Pseudomonas aeruginosa
Figura No. 9.- Efecto bacteriostdtico en Figura No. 10.- Efecto bacteriostdtico
Klebsiella pneumoniae en Salmonella typhi.
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7.- FOTOGRAFIAS OBTENIDAS EN LA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

Una de las herramientas utilizadas para la evaluacién del efecto del extracto sobre las
bacterias es la Microscopia Electréonica de Transmisidn ya que nos permite evidenciar
parcialmente el mecanismo de accidon del extracto, haciendo posible observar la

morfologia de la bacteria.

En las fotografias 11y 12 correspondientes a Staphylococcus aures, se puede observar en
la primera fotografia que se frata de bacterias sin ninguna alteracién (Figura 11), ya que
se encuenfran agrupadas en racimos, presentan estructura definida, ademds de
encontrarse varias en un cuadrante, sin embargo con respecto a las fotografias 12(Ay B)
podemos observar que hay disminucidn en la misma bacteria, no poseen bordes
definidos, lo cual hace parecer que el exiracto tuvo su efecto a nivel de pared, lo que
ocasiona ademds que no puedan agruparse como convencionalmente se encuentra a

esta bacteria.

2.07um

Figura 11.- Fotografia del Control de Staphylococcus aureus a 8000 magnificaciones.
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1.14pm

Figura 12.-A y B Staphylococcus aureus con extracto a 10000 magnificaciones

Como en el caso de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa presenta
morfologia normal caracteristica en la fotografia del lado izquierdo, pero en la fotografia
del lado contrario se observan bordes irregulares en la membrana externa, al parecer no

presenta flagelos y no se encuentra agrupada.

2.6pum 2.2pm

Figura 13.- C ) Pseudomonas aeruginosa control a 8000 magnificaciones.

D) Pseudomonas aeruginosa con extracto a 8000 magnificaciones.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La técnica de dilucidn en microplaca es una técnica que posee grandes ventajas,
como: rapidez, sencillez y cuantitatividad; este ultimo atributo de gran interés al realizar
pruebas de sensibilidad de un exiracto a diferentes bacterias, debido a que podemos
determinar las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI); por el disefo de las
microplacas se pueden realizar diferentes ensayos a una misma bacteria o a diferentes, o
que facilita homogenizar las condiciones de ensayo, al igual que la optimizacidén de
reactivos y material en comparacion con la dilucién en tubo. Convencionalmente para
los ensayos de actividad antibacterial, es ufilizado Caldo Mueller Hinton ya que este
medio proporciona los requerimientos necesarios a las bacterias para poder crecer no
teniendo ningun elemento que permita favorecer las condiciones de inhibicion al
anftibiético, pero debido a que estas técnicas aun no se encuentran estandarizadas o
reglamentadas de forma general, la estandarizacién de cada método se lleva a cabo a
nivel laboratorio, de acuerdo a los elementos a estudiar, por ello se decidié trabajar con
caldo BHI estéril a doble concentracidon para brindar a las bacterias las condiciones
necesarias que permitieran su desarrollo y descartando asi una variable que alterara el

crecimiento de la bacteria.

Una de las ventajas al realizar diluciones en microplaca, es el hecho de homogenizar
condiciones de ensayo, ya que no solo se corrieron las diluciones del extracto con la
bacteria, sino que para darle veracidad y fiabilidad a los resultados obtenidos fue
necesario correr a la par controles positivos, negativos y blancos, los cuales nos dieron la
certeza para confirmar que realmente se estaba inhibiendo el crecimiento de la bacteria
y que ademds nuestro extracto no poseia microorganismos que pudiesen alterar los

bioensayos.

Si bien la técnica de dilucién en microplaca posee muchas ventajas, en este caso no
podiamos determinar la CMI por medio de la turbidez presentada en cada pozo, ya que
el ojo humano posee diferencias de visibilidad enfre individuos, es por ello que se utilizo la
técnica colorimétrica de Mosmann en la cual el reactivo Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) es reducido a un compuesto coloreado de color azul
(formazan), por medio de la enzima succinato deshidrogenasa, permitiendo determinar
la funcionalidad de la bacterias. Este método ha sido muy utilizado para medir
supervivencia y proliferacion celular debido a que la cantidad de células vivas es
proporcional a la cantidad de formazdn producido. Este método fue desarrollado por

Mosmann en 1983 siendo modificado en 1986 por Francois Denizot y Rita Lang.53
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Redlizando la lectura espectrofotométrica, se obtuvo de manera directa la
concentracién de bacterias viables en cada bioensayo, de forma que detectamos la

concentracidon Minima inhibitoria para cada caso.

Para Staphylococcus areus se determino una CMI de 12500ug/ml, para el caso de
Pseudomonas aeruginosa fue de 3125ug/ml y para las bacterias Klebsiella pneumoniae y
Salmonella typhi de 1562.5ug/ml, estas concentraciones en comparaciéon con las
obtenidas por Firas A.(2007)4¢ se encuenfran muy elevadas ya que en su estudio
determino una concentracién de 62.5ug/ml para Staphylococcus aureus, 125 pg/ml en
Salmonella typhi, 500ug/ml en Pseudomonas aeruginosa, 250ug/ml en Klebsiella
pneumoniae, Esto no indica que los resultados obtenidos en nuestros ensayos no sean
favorables, ya que Firas A.(2007)4¢ obtuvo estos valores tras la combinacién del extracto
metanolico y el aceite esencial que exiragjo de la planta, lo que sin duda aumento la

actividad debido a la cantidad de metabolitos presentes.

Esta comparacién entre los valores obtenidos de los bioensayos en microplacas del
extracto hidroalcoholico de Thymus vulgaris y ofros estudios, nos hace reafirmar la
importancia de la seleccién del método extractivoy de los disolventes a utilizar, ya que
de ello dependerd la cantidad de metabolitos que podamos obtener de la planta; en
muchos estudios realizados para determinar si una planta posee actividad antibacterial
es requerida la identificacién de compuestos presentes en el extracto o el aceite, ya sea
gue se decidieran trabajar en conjunto, lo cual en la mayoria de los casos es favorable,
considerando que a menudo los extractos naturales deben su actividad bioldgica al
sinergismo enfre sus diversos compuestos,4 o con cada uno de los metabolitos, esto nos

ayudaria a determinar los componentes activos a evaluar en cada caso.

Muchos de los componentes de Thymus vulgaris han sido aislados y probados de forma
individual y conjunta, el conocer qué compuestos poseia nuestro extracto, no solo seria
de ayuda para comparar la variacién de la actividad reportada en otros estudios, sino
qgue también es un pardmetro de calidad, confimando la presencia de ciertas
estructuras quimicas, que son caracteristicas del extracto analizado; es por ello que al
carecer de este andlisis previo a los bioensayos hago referencia al trabajo realizado por
Solano en el 2006 en la Facultad de Estudios Superiores — Campus Zaragoza, donde se
obtiene el aceite esencial por arrastre de vapor del tomillo, al igual que la extraccién
con una mezcla hidroalcoholica y una infusidn, de las cuales realizaron Cromatografia de
gases para la determinacidén de los compuestos presentes, encontrando que el

Carvacrol, el cual es un terpeno fendlico presente en el Tomillo, al que se le atribuye

-67 -



actividad antibacterial, estd presente en mayor cantidad en el aceite, en menor
proporcién en el extracto y casi imperceptible en la infusién, a diferencia de el Timol que
se encuentfra en mayor proporcidén en comparacién con el Carvacrol, pero que al igual

que este Ultimo su proporciéon varia de acuerdo al metodo de la extraccion.

Como se observa, la mayor actividad antibacterial se encuentra en las bacterias Gram(-),
esto es debido a las diferencias morfoldgicas que hay entre ellas, la presencia de una
membrana externa y de una delgada capa de peptidoglicano las hace mds susceptibles
a los componentes del exiracto. Esto debido a que los Fenoles inferrumpe el fransporte de

electrones e inhiben enzimas ligadas a la membrana.ss

Los resultados de la prueba bactericida bacteriostdtica como se muestran en las figuras
7-10, para todos los casos se observa que el efecto solo fue bacteriostatico ya que las
bacterias crecen sin ningun problema, y solo a ciertas concentraciones se ve alterada la
morfologia de las colonias, pudiendo deberse a las posibles modificaciones que sufrieron
en la membrana, ya que el efecto que sufre la bacteria es dependiente de la

concentracioén.ss

La MET es una herramienta eficaz para determinar el efecto que ejerce el exiracto en las

bacterias, permitiendo visualizar de forma directa las modificaciones que hace en estas.

Al poder observar de forma directa los efectos que ocasiond la exposicidon del extracto
sobre la bacteria, podemos afimar que en todas ellas hay alteraciones a nivel de
membrana y pared celular; esta Ultima puede ser destruida por accidén de alguno
agentes, como la lisozima que rompe los enlaces glicosidicos B-1.4 entre las unidades N-
acetilglucosamina y N-acetimurdmico, que en consecuencia debilita la pared; lo que
ocasiona que el agua pueda entrar a la célula produciendo su lisis. Pero si esta se
encuentra en condiciones isotdnicas, la lisozima puede digerir el peptidoglicano sin
embargo el agua no entraria a la célula lo que no ocasionaria la lisis de la célula,
formdndose un protopldsto (bacteria que ha perdido su pared celular), es decir que se
considera a los protopdistos como formas normalmente libres de cualquier material
residual de la pared celular (Gram +), mientras que los esferoplastos contienen, por lo

general restos de la pared unidos a la membrana (Gram -).!

Como se observa en la Figura 11, correspondiente al control de Staphylococcus aureus se
muestra una morfologia normal encontrando a las bacterias en agrupacién de tetradas y
racimos, con bordes regulares, mienfras que en la Figura 12 (Bacteria con exfracto) se

muestra modificada en los bordes, ya que no se encuentran definidos, de igual manera

- 68 -



Hhtividad antimisrsbiana do Ygruss sesguaris

la posible formacidon de protoplastos, como lo menciona en su trabajo Perez A. (2008), en
la Figura 12-B (Bacteria con extracto) también hay separacidén entre el contenido

citoplasmdtico y la pared celular, que se nota como cdpsulas traslucidas.

En el caso de Pseudomonas aeruginosa, en la Figura 13-C (Conftrol) se observan bacilos
bien definidos con presencia de flagelos, lo cual es representativo de una bacteria
normal, mientras que en la Figura 13-D (Bacteria con extracto) se observa que no hay
agrupacién, no se distingue la presencia de algin flagelo, ademds de la posible

formacion de esferoplastos.

A pesar de que muchos mecanismos de accidn de los extractos no son conocidos
exhaustivamente, se sabe que generalmente deben su actividad bactericida o
bacteriostdtica sometida en la membrana celular, hecho que determina su integridad.42
ademds de que los componentes fendlicos pueden ser capaces de acomplejar proteinas

exfracelulares y de la pared, ocasionando la desestabilizaciéon de enlaces.

Los resultados obtenidos a través de los bioensayos en microplacas asi como las
fotografias obtenidas en MET nos proporcionan un indicio de cémo este extracto puede
ser capaz de ayudarnos en el tratamiento en contra de patdgenos causantes de muchas
infecciones. Sin embargo esto también se ve limitado debido a que los componentes a
los cuales se asocia la actividad, no podrian ser administrados tan fécilmente a los

pacientes.

La elaboraciéon de estos proyectos son con la finalidad de iniciar una conciencia sobre los
productos naturales como fuente para la elaboracién de medicamentos resultando en
muchos de los casos mds beneficios que desventajas, sin embargo para llegar al punto
de ser un medicamento como tal, faltariac mucho por hacer, estos bioensayos al igual que
la MET del extracto con las bacterias, marcan la pauta para pensar que realmente
cubren el perfil para ser utilizados con fin antibacterial, sin embargo existen un sin fin de
técnicas que ayudarian a discernir cual seria la mejor forma de obtener los principios de
la planta, realizar pruebas con una mayor gama de bacterias, utilizar mds técnicas para
dilucidar mecanismo de accidn; realizar pruebas de dosis efecto, pruebas de toxicidad,
en fin aln queda mucho por hacer.

Sin duda alguna este proyecto como muchos otros que se han realizado, marcan la
pauta para continuar con los estudios de nuevos compuestos presentes en plantas que
poseen actividad antibacterial, ademds de brindar los datos necesarios, para realizar

modificaciones en las técnicas que puedan favorecer los ensayos.
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CONCLUSIONES

Se readlizaron pruebas para evaluar la actividad antibacterial de tomillo en
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Salmonella
typhi, observando que el exiracto si posee actividad bacteriostdtica en todas las

bacterias mencionadas

Se determino por medio de una prueba cudlitativa en placa que el extracto de Thymus

vulgaris si posee capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano.

Se llevaron acabo los bioensayos con las bacterias de estudio de este proyecto
determinando que para Staphylococcus areus se determino una CMI de 12500ug/ml,
para el caso de Pseudomonas aeruginosa fue de 3125ug/ml y para las bacterias Klebsiella

pneumoniae y Salmonella typhi de 1562.5ug/ml.

Por medio de la MET se observo que para las bacterias Gram(+) y Gram(-) el exiracto
ejerce su actividad a nivel de membrana celular, y principalmente en la pared

ocasionando la formacién de protoplastos y esferoplastos
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APENDICE A

Tipificaciéon de cepas bacterianas.

Staphylococcus aureus

e Agar Sangre: Colonias redondas, lisas, con —hemoalisis.
e Agar Sales y Manitol: Colonias amairillas, redondas, con

vire del medio.

Pruebas bioquimicas Resultado
Coagulasa +
Arginina +
Nitratos +
Glucosa +
Sacarosa +
Cocos Gram (+) Manitol +
Urea +

Pseudomonas aeruginosa o ) )
e Agar Cetrimida: Colonias brillantes, confluentes, de borde

continlo con pigmentacion verde.

Pruebas bioquimicas Resultado
Oxidasa +
Motilidad +
Esculina -
Arginina +
Lisina -
Nitfratos +
Urea +

Bacilos Gram (-) GlUcosa +
Lactosa -
Maltosa +
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Klebsiella pneumoniae

e Agar McConkey: Colonias redondas, bordes regulares,

fermentadoras de lactosa

Pruebas bioquimicas Resultado

Motilidad -
Indol -

Rojo de Metilo -

Voges Proskauer +
Citratos +
Bacilos Gram (-) Lisina +
Malonatos +

Acido sulfhidrico -

Salmonella typhi ) , )
e Agar Salmonella Shigella: Colonias planas, amarillas con

centro negro

Pruebas bioquimicas Resultado
Rojo de Metilo +
Vogues Proskauer -
Indol -
Citratos -

Bacilos Gram (-) Urea )
Motilidad +
Lisina +
Arginina +
Acido sulfhidrico +
Malonatos -
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APENDICE B

Medios de cultivo y Soluciones utilizadas

Caldo Infusién Cerebro Corazén (BIOXON)

Cloruro de sodio 5,09
Dextrosa 2,09
Fosfato disodico 2,59
Infusidbn de Cerebro de ternera 7.79
Infusidn de corazdn de res 9.89
Peptona de gelatina 10,0g

Disolver 37g en un litro de agua destilada, reposar de 10-15 minutos hasta la disolucion
completa, hervir hasta el punto de ebullicion, verter en tubos de ensaye, estandarizar en

autoclave a 121°C (15 libras de presion) 15 minutos. pH= 7.4+0.2

Agar Infusién Cerebro Corazén (BIOXON)

Agar Agar 1509
Cloruro de sodio 5,0g
Dextrosa 2,09
Fosfato disodico 2,59
Infusién de Cerebro de ternera g
Infusién de corazdn de res g
Peptona especial 10,0g

Disolver 52,0g del medio en un litro de agua destilada, calentar agitando frecuentemente
hasta el punto de ebullicidon durante un minuto para disolver por completo, estandarizar
la autoclave a 121°C (15 libras de presidon) 15 minutos. Enfriar a 45-50°C, vaciar en cajas
de Petri estériles. pH= 7.4+0.2

Agar Nutritivo (BIOXON)

Disolver 23,0g del medio en un litro de agua destilada, calentar agitando frecuentemente
hasta el punto de ebullicidn durante un minuto para disolver por completo, estandarizar
la autoclave a 121°C (15 libras de presion) 15 minutos. Enfriar a 45-50°C, vaciar en cajas

de Petri estériles. pH=
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Solucién Salina Fisioloégica

Disolver 0,9g de NaCl en un litro de agua destilada, agitar frecuentemente para disolver
por completfo, verter en tubos de ensaye y estandarizar la autoclave a 121°C (15 libras de

presién) 15 minutos.

MTT 6 3-['4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-dimetiltetrazolio (SIGMA-21 28)

Disolver MTT en RPMI-1640 rojo de fenol, hasta una concentraciéon de 5mg/ml. Filtrar la
solucidon con una membrana de 0.22 um. Guardar a una temperatura de 4°C, hasta su
uso.

Acido Fosfotgstico

El dcido es una solucidon al 2% ajustada al pH de 7.0 mediante NaOH 1N.

Glutaraldehido-paraformaldehido (Karnosky)

Prepare una solucidon amortiguadora de fosfatos al 0.2M o una solucion de cacodilato al
0.2N a pH 7.0.

Prepare 20ml de una solucién de paraformaldehido al 10% disolviendo 2g de
paraformaldehido en polvo en 20ml de agua destilada calentando a 60-70°C mientras se
agita vigorosamente (en campana de extraccidn de gases). Agregue unas gotas de

NaOH 0.2N hasta que la solucidon se vuelva transparente. Esperar a que se enfrie.

Amortiguador de fosfatos al 0.2M 50ml.
Paraformaldehido al 10% en agud —-----------—--—---—-- 20ml.
Glutaraldehido al 25% en agua 10ml.
Agua destfilada hasta volumen final de -------------- 100ml.
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APENDICE C
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