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RESUMEN

Los abscesos cutaneos y de tejido blando e infecciones de quistes pueden ser causados por
bacterias aerobias y anaerobias y estan entre las mas comunes y a veces llegan a convertirse
en serias complicaciones locales y sistémicas. Estas infecciones pueden ser potencialmente
peligrosas y pueden tener un rapido progreso. Su temprano reconocimiento y un manejo
medico y quiruargico apropiado son por lo tanto de primera importancia.

Los organismos mas comunes que se involucran en infecciones de piel y tejido blando son S.
aureus y Streptococcus Grupo A y con menos frecuencia Enterobacter y E. coli.

Las infecciones anaerobias de la piel y tejido blando frecuentemente ocurren en areas del
cuerpo que han sido comprometidas o perjudicadas por un cuerpo extrafio, el trauma o la
cirugia. Como la microflora local por lo general es responsable de estas infecciones, los sitios
anatomicos que estan sujetos a la contaminacion fecal u oral son en particular los de mayor
riesgo.

Los antimicrobianos deben cubrir la mayoria de los microorganismos aislados de pacientes con
infecciones en heridas y su presencia debe ser anticipada por terapias dadas. Los
antimicrobianos apropiados incluyen clindamicina, metronidazol, cefoxitin, carbapenem
(imipenem, meropenem, ertapenem); o combinacion de inhibidores de beta-lactamasa (acido
clavulinico, tazobactan) y penicilinas (amoxicilina, ticarcilina, piperacilina)

En infecciones estafilocécicas el antibiotico de eleccion es la oxacilina y en pacientes alérgicos
son administrados los macrélidos o vancomicina.

En infecciones con bacilos aerobios Gramnegativos los antibiéticos de eleccién son los

aminoglucésidos, quinolonas o cefalosporinas de cuarta generacion (ceftazidime, cefepime). @1,

22)
El objetivo principal de este trabajo fue determinar el efecto inhibitorio del extracto de Styrax
Benzoin Dryand. en 10 bacterias que comunmente se asocian a infecciones de heridas
utilizando el método de Mosmann y Microscopia Electréonica de Transmisién. Las bacterias que
se utilizaron en este trabajo son Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa.
Se realiz6 la esterilizacién del extracto proporcionado por Extractos Sigma S.A de C.V
mediante la filtracion empleando una membrana millipore de celulosa de 0.45 pym verificando la
prueba de esterilidad mediante un sembrado en una placa de agar BHI, obteniéndose un
resultado negativo de crecimiento microbiano. Posteriormente el extracto se sometid a
desecacion total en horno Pasteur a una temperatura de 45 °C, se recolectd la materia seca, se
peso y se colocd en un frasco ambar estéril. Una vez obtenida la materia seca, se pesé un
gramo de esta y se le agregaron 5 ml de DMSO y 25 ml de SSF estéril con agitaciéon constante
en un vortex (solucién de trabajo). Con esta solucién de trabajo se realizaron ensayos con las
bacterias antes mencionadas en microplacas utilizando el método de Mosmann, después se

determiné el efecto bactericida-bacteriostatico mediante una prueba cualitativa en placas de

-1-
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agar BHI. Finalmente el dafio producido a las bacterias tratadas con el extracto de Styrax

Benzoin Dryand. fue evidenciado mediante Microscopia Electrénica de Transmision.

De las diez bacterias usadas, el 100% de ellas resultaron sensibles al extracto de Styrax
Benzoin Dryand. con diferencias en la MIC. El 40% (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterobacter aerogenes y Pseudomonas aeruginosa) tuvieron una MIC de 3330
pg/100ul; 30% (Escherichia coli, Proteus mirabilis y Klebsiella pneumoniae) tuvieron una MIC
por encima de 400 ug/100ul y el 30% restante (Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactiae y Enterococcus faecalis) presentaron una MIC por debajo de 53 ug/100ul.

El Styrax Benzoin Dryand. logré inhibir al 100% de las bacterias que se utilizaron con
diferencias en las MIC’s.

De las bacterias estudiadas, sélo se le realizé la MET a 2 (20%) de ellas, Streptococcus
faecalis y Escherichia coli, en ambos se observan las alteraciones producidas por el extracto de
Styrax Benzoin Dryand.
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1. INTRODUCCION

1.1 ANATOMIA DE LA PIEL

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo al que recubre en su totalidad, tiene una superficie
media de 1,6 m? y un peso de aproximadamente 4 kg (Imagen 1). Actua como escudo protector

contra el calor, la luz, lesiones e infecciones y cumple con las siguientes funciones:

e Regula la temperatura corporal.
e Almacena agua y grasa.

e Es un érgano sensorial.

e Evita la pérdida de agua.

e Previene la entrada de bacterias.”"®

IMAGEN (1): Anatomia de la piel

La piel esta compuesta por las siguientes capas, cada una de ellas desempefa distintas

funciones (Imagen 2): “3*9

e Epidermis.
e Dermis (tejido conectivo).

e Capa de grasa subcutanea (tejido graso).

IMAGEN (2): Capas de la piel que la constituyen
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1.1.1 EPIDERMIS

La epidermis es la capa externa delgada de la piel y esta constituida por un epitelio escamoso
estratificado y queratinizado que tiene un grosor de 0,4 a 1,5 mm. Contiene cuatro tipos
principales de células: queratinocitos (90 %), melanocitos (8 %), células de Langerhans y

células de Merkel. La epidermis esta compuesta por los cinco estratos siguientes:

e Estrato basal
El estrato basal es la capa mas profunda de la epidermis que consiste en una sola
capa de queratinocitos cubicos o cilindricos, algunos de los cuales son células madre,
que estan en division celular constante para producir continuamente nuevos
queratinocitos que reemplazan a los antiguos que se desprenden de la superficie
cutanea. Melanocitos; células de Langerhans y de Merkel que se hallan dispersos entre

los queratinocitos del estrato basal. “* 44

e Estrato espinoso
Contiene ocho a 10 capas de queratinocitos poliédricos que estan estrechamente

unidas; incluyen prolongaciones de células de Langerhans y melanocitos.

e Estrato granuloso
Localizado en la parte central de la epidermis, consta de tres a cinco capas de
queratinocitos aplanados en los que ocurre apoptosis, los organelos ya estan en
degeneracion; las células contienen la proteina queratohialina, que organiza los
filamentos intermedios en haces gruesos, y granulos laminares, que liberan una
secrecion rica en lipidos, el cual llena los espacios entre las células y funciona como un
sellador retrasando la pérdida de liquidos corporales y la entrada de materiales

extrafios. “% 44

o Estrato lucido
Se encuentra so6lo en la piel de las yemas de los dedos, palmas de las manos y plantas
de los pies. Consta de tres a cinco capas de queratinocitos transparentes, planos y
muertos con filamentos intermedios muy apifiados y poseen una membrana plasmatica

engrosada. (43, 44)

e Estrato cérneo
Esta constituido por 25 a 30 capas de queratinocitos muertos y planos, que contienen
filamentos intermedios en intima aposicion, queratohialina y granulos laminares. Estas
células se desprenden (descaman) constantemente y las sustituyen otras de estratos
mas profundos. El estrato cérneo sirve como barrera impermeable efectiva y también

protege de lesiones y microbios. “* 4%
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1.1.2 DERMIS

La dermis representa un tejido fibro-elastico, formado por una red de colageno y fibras

elasticas.

La dermis se mantiene unida por una proteina denominada colageno, compuesta por

fibroblastos. En esta capa se encuentran los receptores del dolor y del tacto. (43, 44)

La dermis es la capa media de la piel. La dermis esta compuesta por lo siguiente:

e Vasos sanguineos.

e Vasos linfaticos.

e Foliculos pilosos.

e Glandulas sudoriparas.

e Fibras de colageno, elasticas y reticular.

e Células (Fibroblastos, mastocitos y macréfagos).

e Nervios.

La dermis reticular es mas rica en colageno y fibras elasticas. Las fibras elasticas son
esenciales para las propiedades retractiles de la piel y solo representan un 2-4% de los

constituyentes de la dermis.

El fibroblasto es una célula muy abundante y tiene como mision la fabricacion de los elementos

fibrosos de la dermis, especialmente una proteina sintetizada llamada colageno. (43, 44)

1.1.3 CAPA DE GRASA SUBCUTANEA (HIPODERMIS)

La capa subcutanea es la capa mas profunda de la piel. Esta compuesta por una red de células
de colageno y grasa, que ayuda a conservar el calor corporal y protege al cuerpo contra
lesiones puesto que amortigua los impactos. (7.8)

La piel tiene multiples funciones (Tabla 1) que son desarrolladas por las diferentes estructuras,
células y anexos que la componen. Entre las funciones destaca la funcién inmunoldgica y la
funcion barrera. La funcién inmune se realiza por la inmunidad natural y la adaptada. La
funcion barrera impide la entrada de sustancias u organismos del exterior y la pérdida desde el
interior también el filtro de la radiacién ultravioleta. Entre otras funciones destacan la funcion
reparadora de heridas, ulceras y del dafo celular producido por la radiacion ultravioleta, las
funciones vasculares nutritivas y reguladoras de temperatura, las funciones sensitivas, de

comunicacion y las funciones de relacion o atencion. " *?
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TABLA (1): Funciones cutaneas de la piel

FUNCION MECANISMO ACCION SITUACION DEFECTUOSA
. Prevenir infecciones fungicas,
Inmunidad : - .
bacterianas, viricas, Infecciones, enfermedades
Inmunes natural, ; ; . .
adaptada enfermedades autoinmunes, autoinmunes, neoplasias cutaneas
P neoplasias
Estrato S e . . _
) Prevenir la infeccién, Infecciones bacterianas de repeticion,
corneo, - : . s . L
Barrera . . absorcion y deshidratacion, absorcién de sustancias quimicas,
epidermis, . L . . o i ,
. filtrar la radiacion ultravioleta deshidratacion, cancer cutaneo.
melanina
Curacion de heridas y ulceras . . .
. . ~ Ulceras cutaneas, queloides,
Reparadora Fibroblastos cutaneas, reparar el dano . \
) neoplasias cutaneas
celular por ultravioleta
Circulacion - ., . L s
e Nutritiva y regulacion de la Infarto, insuficiencia venosa, vasculitis,
Vasculares hematica y T L
e temperatura drenaje linfatico | vasculopatia, linfedema
linfatica
Fibras e . . . I .
nerviosas Conduccién de estimulos Hiper e hiposensibilidad, prurito,
Comunicacion aferentes nerviosos, secrecion de hiperhidrosis, sindromes neuroldgicos,
y citocinas control de la temperatura
eferentes
e Visual, Pigmentacion, distribucién del | Fotoenvejecimiento, vitiligo, alopecia,
Atencion . ! . X .
olfativa pelo, sudoracién halitosis, bromhidrosis

Tomado de (8)

1.2 HERIDAS

Se define la palabra herida como cualquier ruptura de la superficie externa o interna del cuerpo
que produce separacion de tejidos y estad causada por una fuerza o agente lesionante

externo.!

Las infecciones bacterianas en heridas, representan actualmente un problema de magnitud
considerable ya que al presentarse y no atenderse oportunamente se pueden desencadenar

trastornos locales y sistémicos que van desde retraso en la curacién, hasta deformaciones.

Las infecciones de heridas pueden ser enddgenas o exdgenas. Las exdgenas son las
asociadas a traumas, mordeduras de animales, quemaduras o de cuerpos extrafios en la

mucosa O en Estas lesiones frecuentemente son colonizadas por bacterias

15)

la piel.

ambientales.'

Las heridas y abscesos enddgenos se pueden asociar con apendicitis, celulitis, infecciones
dentales, artritis séptica, osteomielitis, sinusitis, etc.; Asi como por intervenciones quirurgicas, y

uso de prétesis donde generalmente estas heridas son causadas por bacterias anaerdbicas.

Los microorganismos que se logran identificar nos dicen la localizacion anatémica de la

infeccion, y sobre todo el grado de contaminacion. Las heridas traumaticas generalmente se
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colonizan con microorganismos aerobios como Staphylococcus aureus, Streptococcus grupo A
y D (Enterococcus), Pseudomonas aeruginosa, Actinobacter spp, Flavobacterium,

Enterobacterias; Escherichia coli, Proteus spp, Klebsiella, Enterobacter, Serratia y Providencia

spp. (1®

Las bacterias anaerdbicas que llegan a las heridas mas profundas pueden ser Clostridium

perfringes tipo A, Clostridium septicum causantes de gangrena gaseosa.

En el caso de quemaduras graves el microorganismo mas peligroso es Pseudomonas

aeruginosa junto con flavobacterias y otros bacilos Gram negativos.

Las infecciones en heridas son divididas dentro de heridas incisionales y heridas profundas y
seran consideradas como nosocomiales a todas aquellas que sean adquiridas durante la
estancia en hospital, y no nosocomiales a aquellas infecciones que no hayan sido adquiridas

dentro del hospital. M

Las heridas sépticas o infectadas son aquellas en las que una zona esta contaminada por

bacterias que pueden producir supuracion o destruccién de tejidos.

Las heridas pueden ser clasificadas en tres tipos fundamentales: heridas quirurgicas, heridas

no quirurgicas y heridas por quemaduras.

*HERIDAS QUIRURGICAS: Estas son infectadas por organismos introducidos al tejido durante
los procesos operatorios cuyo origen es la flora cutanea residente del paciente; las bacterias
toleradas en el aire son de poca consecuencia en la etiologia. Los factores més importantes en
la infeccion de estas heridas son: el tipo de operacién, la duracion, la destreza del cirujano y la
resistencia del paciente. En las operaciones se involucran sitios contaminados (intestino, recto,
boca, etcétera) y otros estériles; en los primeros el riesgo de infeccion es mayor.

Algunos factores predisponentes de heridas infectadas incluyen la edad avanzada, los estados
de mala nutricion, focos de infeccién distantes, diabetes mellitus, deficiencia renal y terapia con
corticoesteroides. Muchas heridas infectadas aparecen de 3-7 dias postcirugia; algunas en
forma temprana (24-48 horas) son comunmente causadas por Streptococcus del grupo “A” o
por especies de Clostridium. La infeccién causada por Staphylococcus aureus generalmente de

4-6 dias y de una semana 0 mas para los gérmenes Gram negativos. 4

*HERIDAS NO QUIRURGICAS: Son comunes de infecciéon nosocomial e incluyen: sitios de
inyeccion, ulcera de decubito, Ulceras cutaneas, resultado de enfermedades oclusivas venosas

o arteriales. En general los patégenos son similares a las infecciones de heridas quirirgicas.
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*HERIDAS POR QUEMADURAS: Indudablemente, el paciente quemado se encuentra dentro
de los sujetos comprometidos, que por su situacion son facilmente colonizados por organismos
oportunistas, propios de su flora o provenientes de otras fuentes. El siguiente estudio nos

muestra los géneros y especies bacterianos mas frecuentes. 4

TABLA (2): Especies bacterianos mas frecuentemente aislados en 392 muestras de pacientes

quemados.

Especie Numero | %
Pseudomona aeruginosa 145 29.8
Staphylococcus aureus 109 224
Staphylococcus epidermidis 108 22.2
Escherichia coli 12 25
Citrobacter freundi 9 1.9
Citrobacter diversus 3 0.6
Klebsiella pneumoniae 3 0.6
Enterobacter aerogenes 1 0.2
Enterobacter cloacae 5 1.02
Enterobacter agglomerans 23 4.7
Hafnia alvei 15 3.1
Serratia marcescens 3 0.6
Serratia liquefaciens 17 3.5
Serratia rubidaea 7 14
Proteus mirabilis 18 3.7
Proteus vulgaris 5 1.02
Proteus rettgeri 1 0.2
Morganella morganii 2 0.4

NOTA: Este estudio se realizé en el Hospital Rubén Lefero
(Cruz G. et al. 1994)

El 85% de las heridas quirtrgicas infectadas se adquiere a nivel hospitalario. Se debe hacer
énfasis en el mantenimiento de la esterilidad en el quiréfano e insistir en las técnicas
quirargicas que disminuyen el trauma al tejido.

Las quemaduras que ocupan una superficie corporal amplia pueden causar la muerte,
producida comunmente por procesos infecciosos agregados. Estas infecciones ocupan un
lugar predominante por su frecuencia entre las infecciones nosocomiales. ¥

La infeccidon de las lesiones producidas en quemaduras es un problema que se observa en
todo el mundo, dicho problema esta fuertemente asociado a bacteremia, se sabe que puede
causar rechazos de injertos o incluso en casos muy severos causa la muerte. Los

microorganismos que con mas frecuencia infectan las lesiones por quemaduras son
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estreptococos, S. aureus, S. epidermidis, Enterobacter, Pseudomonas, otros bacilos Gram

negativos, Candida y Aspergillus. "

1.3 INFECCIONES EN HERIDAS Y ABSCESOS

Ocurren como complicaciones de operaciones quirlrgicas, traumatismos o enfermedades que
puedan interrumpir la superficie de una mucosa o de la piel. De la naturaleza de la flora

infectante dependera el problema y la localizacion del proceso.

El trauma facial representa una de las patologias mas frecuentes en nuestro medio. En el
Servicio de Urgencia de nuestro hospital se realizaron en promedio 30 atenciones mensuales

por traumatismos faciales de diversa severidad durante los afios 2004 y 2005. ©4)

La flora normal de un area, puede ser modificada por procesos patolégicos o agentes
microbianos y la flora ambiental permitira establecer en forma racional los posibles agentes
etiolégicos. La tincién de Gram le da al microbiélogo la informacién para asegurar el empleo de
los medios, condiciones de cultivo, etc.

Las vesiculas y ampollas son lesiones llenas de liquido debido a ciertos microorganismos,
estas lesiones son muy caracteristicas, por lo cual es facil identificar si son de origen viral o
bacteriano, en éste caso la tincién de Gram también proporciona valiosa informacién acerca del

agente etioldgico para llevar a cabo una terapia eficaz. (a7

1.4 COLONIZACION

La colonizacién es la presencia de un microorganismo en un hospedero, con crecimiento y
multiplicacion, pero sin ninguna expresién clinica o respuesta inmune detectada en el

hospedero en el tiempo de su aislamiento. )

La colonizacion normal en el humano después del nacimiento es un proceso,
subsecuentemente generado por el contacto del medio ambiente animado e inanimado

logrando un balance estableciendo, subsecuentemente la flora normal. (15.18)

En ocasiones esta flora puede provocar una infeccién cuando las defensas normales sufren un
desequilibrio por una terapia inmunomoduladora, o el uso de un dispositivo invasivo, etc. De
igual forma esta flora puede alterarse con alguna terapia antimicrobiana, es asi como algunos

pacientes adquieren infecciones intra hospitalarias o nosocomiales. '*?"
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Aungque numerosos microorganismos estan en contacto con la superficie cutanea, este
ambiente relativamente hostil no es util para la supervivencia de la mayoria de ellos. Los
microorganismos que se encuentran con mayor frecuencia en la superficie cutdnea son
bacterias grampositivas (p.ej., Staphylococcus coagulasa-negativo y, menos a menudo, S.
aureus, Corynebacterium y Propionibacterium). Clostridium perfringens se aisla en la piel de
aproximadamente el 20% de las personas sanas, y los hongos Candida y Malassezia pueden
también localizarse sobre las superficies cutaneas, en especial en las humedas. Aunque los
estreptococos son capaces de localizar la piel de forma transitoria, los acidos grasos volatiles
producidos por Propionibacterium anaerobio son tdxicos para estos microorganismos. Debido a
su sequedad los bacilos gramnegativos no colonizan de manera permanente la superficie

cutanea. 1718

1.5 CARACTERISTICAS DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS EN HERIDAS

1.5.1 BACTERIAS GRAM POSITIVO

1.5.2 ESTRUCTURA BASICA

La estructura basica de las bacterias Gram (+) esta constituida principalmente por:
*Peptidoglucano (mucopéptido): Estd compuesta por moléculas alternadas de N-
acetilglucosamina, ademas tiene adherido a cada molécula de ac. muramico un tetrapéptido
formado por D y L aminoacidos.

*Acido teicoico: Que son polimeros de fosfatoglicerol y ribitol, se localizan en la capa externa

de la pared celular y algunos de estos atraviesan hasta llegar al peptidoglucano. M

Los estafilococos han demostrado una gran capacidad para desarrollar resistencia a la
mayoria de los antibidticos. Hasta hace poco, el unico antibiético que habia permanecido activo
de manera uniforme frente a los estafilococos era la vancomicina, el antibiético de eleccion en
la actualidad para tratar a los estafilococos resistentes a la oxacilina. No obstante, ahora se han
encontrado aislamientos de S. aureus con una sensibilidad disminuida a la vancomicina, y en
los estafilococos coagulasa-negativos se ha observado una resistencia franca a la misma.

El mecanismo de esta resistencia es desconocido; sin embargo, hay evidencias de que los
cambios en la sintesis de la pared celular han llevado a una union reversible de la vancomicina
que evita de forma eficaz que la vancomicina interrumpa la sintesis de los peptidoglicanos, y si
esto sigue ocurriendo en la naturaleza, los estafilococos se hardn muy resistentes a la

vancomicina. Esto creara una bacteria muy virulenta que esencialmente no se podra tratar. (18,
22, 26)
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1.5.3 Staphylococcus aureus COMO CAUSANTE DE INFECCIONES

El habitat natural del Staphylococcus aureus (Imagen 3) es
la superficie corporal. Es una bacteria comensal que esta
presente en la piel, fosas nasales de la mayoria de las
personas sanas. En los neonatos, es frecuente Ila
colonizacion del ombligo, la piel y la regidén perianal. La piel
actua a menudo como un vehiculo para la propagaciéon de
persona a persona, en los hospitales esta es una
caracteristica especial y favorable para su transmision

debido a la asistencia estrecha que se presta a los

enfermos. S. aureus es el patégeno aislado con mayor

IMAGEN (3): Staphylococcus . . . . .
aureus en agar SM. frecuencia a partir de infecciones de heridas post-

operatorias, con un porcentaje de hasta el 10% de las
heridas, y aproximadamente el 15% de los adultos sanos son portadores permanentes de S.
aureus en la nasofaringe. "
Los pacientes de riesgo para enfermedades especificas incluyen a las mujeres menstruantes
(sindrome del shock toxico), los lactantes (sindrome de la piel escaldada), nifios pequefios con
mala higiene personal (impétigo y otras infecciones cutaneas), catéteres intravasculares
(bacteremia y endocarditis); pacientes con funcidén respiratoria comprometida o con

antecedentes de una infeccion respiratoria viral (neumonia). '® 2"

TRATAMIENTO

Los antibidticos de eleccion en las infecciones de las heridas son oxacilina, para los S. aureus
resistentes a meticilina se elige vancomicina con o sin rifampicina y para los S. aureus
sensibles a meticilina se elige penicilina resistente a la penicilinasa, también depende del
diagndstico precoz y la reapertura total o parcial de la herida infectada.

Debido a los problemas que existian con los estafilococos resistentes a la penicilina, se
desarrollaron penicilinas semisintéticas resistentes a la hidrdlisis por 3-lactamasas (meticilina,
nafcilina, oxacilina, dicloxacilina). No obstante, los estafilococos desarrollan también resistencia
a estos antibidticos.

Actualmente del 30 al 50% de las cepas de S. aureus son resistentes a estas penicilinas
semisintéticas. '®

Deben aplicarse los principios generales del tratamiento de las infecciones (inmovilizacion,
elevacion y calor, aplicacion de desinfectantes y soluciones antisépticas).

El lavado de manos y la cobertura de la piel expuesta ayuda al personal sanitario a prevenir la

infeccion o la extension a otros pacientes. 2%
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1.5.4 Staphylococcus epidermidis COMO CAUSANTE DE INFECCIONES

Se presenta frecuentemente en la piel de humanos y de
animales y en membranas mucosas. Es la causa menos
comun en infecciones oportunistas y es un mediador de
infecciones nosocomiales. Staphylococcus epidermidis se
puede obtener en una herida ya que es de flora normal.
Provoca dafio en la piel, separando el estrato granuloso
del cérneo dando el signo de piel escaldada. ¢ ¥

El S. epidermidis (Imagen 4) y otros estafilococos

coagulasa negativos representan los  mayores

IMAGEN (4): Staphylococcus componentes de la microflora de la piel y mucosa
epidermidis en agar SM. .
humana. A pesar de su alta frecuencia como

contaminante, el S. epidermidis se ha convertido en un importante patégeno nosocomial, en
parte probablemente debido al uso incrementado de dispositivos médicos como catéteres
endovenosos de permanencia prolongada. En un estudio de infecciones postoperatorias
después de injertos 6seos, el mayor numero de infecciones del lecho operatorio fueron
causadas por S. epidermidis, y el 30% de los pacientes con estas infecciones no presentaban
factores predisponentes que podian ser correlacionados estadisticamente con un riesgo
incrementado de infeccion. ©

Los pacientes de riesgo son los que tienen cuerpos extrafios (p.ej., sutura, protesis, soporte o
catéteres), ya que producen infeccion en las heridas quirdrgicas cuando estos cuerpos
extrafos estan presentes.

S. epidermidis es el responsable del 20% de los casos de impétigo, pueden provocar varias

enfermedades tales como bacteremia y endocarditis. '®

TRATAMIENTO

La bacteremia por S. epidermidis es una condicidn que no suele poner en riesgo la vida del
paciente iniciado el tratamiento en forma oportuna y que conlleva una evolucién favorable. En
cuanto al tratamiento, el farmaco de eleccion es la vancomicina. ©

Los estafilococos desarrollaron una rapida resistencia a los antibidticos después de la
introduccién de la penicilina, y en la actualidad menos del 10% de las cepas son sensibles este
antibidtico; asi que los antibidticos de eleccion para el tratamiento de enfermedades con S.
epidermidis son oxacilina (u otras penicilinas resistentes a la penicilinasa) o vancomicina para
las cepas resistentes a la oxacilina y generalmente es necesario retirar el cuerpo extrafio para
que el tratamiento tenga éxito. 26)

El numero de microorganismos necesarios para que se produzca una infeccién (dosis infectiva)
es generalmente elevado, a no ser que exista en la herida un cuerpo extrano. Una limpieza

correcta de la herida, y la aplicacion de un desinfectante adecuado (p. €j., jabdn germicida,
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solucién de yodo, hexaclorofeno) prevendra la mayoria de las infecciones en individuos
sanos.!"®

1.6 INFECCIONES EN PIEL CAUSADAS POR Streptococcus

La fuente de infeccién causada por esta especie suele ser enddgena (vias respiratorias altas,
fisuras u otras heridas infectadas). Las bacterias también pueden proceder de instrumentos o
pafos contaminados. Se han descrito epidemias provocadas por portadores de bacterias en las

heces, en la faringe o lesiones cutaneas infectadas.

La clasificacion de los Streptococcus se basa en tres caracteristicas fundamentales:
a) Por el tipo de hemodlisis que presenta en el medio de Agar Sangre:
e Hemodlisis tipo a que corresponde a la lisis parcial de los eritrocitos.
e Hemodlisis tipo B que corresponde a la lisis completa de los eritrocitos. (Imagen 5)
e Hemodlisis tipo y que corresponde a la ausencia de hemdlisis en el medio circundante.
b) Reacciones serologicas (reacciones de Lancelfield), que estan basadas en la determinacion
del carbohidrato C.
C) Caracteristicas fisicas y fisiolégicas, como la producciéon de enzimas especificas y la

facultad de crecer en sustancias quimicas diversas. .2

Streptococcus pyogenes

Streptococcus Streptococcus

faecalis agalactiae

IMAGEN (5): Streptococcus B-hemoliticos en AS
(Escorza P. 2007)
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1.6.1 Streptococcus pyogenes (Grupo A) COMO CAUSANTE DE INFECCIONES

Streptococcus pyogenes (Imagen 6) son llamados del Grupo
A ya que ocasionan la completa ruptura de los eritrocitos
(beta-hemodlisis) y la recuperacion de hemoglobina; puede
ser encapsulado por lo que resisten a la fagocitosis. (19)

Streptococcus pyogenes habita la piel y las vias
respiratorias superiores de los seres humanos. No se
considera parte de la flora normal, pero puede existir el
estado de portador nasal, faringeo y a veces, en la mucosa
anal. Su presencia en las muestras casi siempre se

considera clinicamente importante. Se transmite de persona

a persona por contacto directo con mucosas o secreciones,

IMAGEN (6): Streptococcus . . .
’ pyogenes en AS. o por gotitas contaminadas producidas por la tos o

estornudos.

S. pyogenes se asocia a muchas importantes enfermedades, la infeccion mas frecuente que
produce es la faringitis estreptocdcica, también produce varias infecciones de piel como celulitis
estreptococica, impétigo, erisipelas, fascitis necrotizante (gangrena estreptocécica), fiebre
escarlatina, sindrome de shock toxico estreptocécico y artritis donde las articulaciones mas

afectadas son rodillas 75 %, tobillos 50 %, codos y mufiecas.? &

TRATAMIENTO

En un estudio estadistico que se realiz6 del afio 2002 al 2006, se trataron con diferentes
antibidticos muestras de exudados faringeos con desarrollo de Streptococcus pyogenes,
siendo el antibidtico con mayor porcentaje de sensibilidad penicilina con 82.6 % y los
antibidticos con menor sensibilidad vancomicina y trimetoprim/ sulfametoxazol con 55.5 y 29 %
respectivamente. ® (Gréafica 1)

La eritromicina y las cefalosporinas se usan en pacientes alérgicos a la penicilina y se
administran antibiéticos antiestafildcocicos en las infecciones mixtas. S. pyogenes es resistente

a sulfamidas, tetraciclinas, cloranfenicol, macrélidos y licosamidas. ¥

-14-



http://es.wikipedia.org/wiki/Celulitis
http://es.wikipedia.org/wiki/Erisipela
http://es.wikipedia.org/wiki/Fascitis_necrotizante
http://es.wikipedia.org/wiki/Escarlatina
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome_de_shock_t%C3%B3xico
http://es.wikipedia.org/wiki/Sulfamida
http://es.wikipedia.org/wiki/Tetraciclina
http://es.wikipedia.org/wiki/Cloranfenicol
http://es.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3lido
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Licosamida&action=edit&redlink=1

Universidad Nacional Auténoma de Maéxico. Fes-e

CUAUTITLAN

GRAFICA (1): Porcentaje de sensibilidad de diferentes antibiéticos utilizados en muestras de
exudado faringeo con presencia de Streptococcus pyogenes.

(Escorza P. 2007)

1.6.2 Streptococcus agalactiae (Grupo B) COMO CAUSANTE DE INFECCIONES

IMAGEN (7): Streptococcus
agalactiae en AS.

S. agalactiae (Imagen 7) se conoce tanto por ser una
importante causa de septicemia, neumonia y meningitis en
los recién nacidos como por ser causa de enfermedad
grave en los adultos. Colonizan de manera asintomatica el
tracto respiratorio superior y el tracto genitourinario de los
adultos. Otras infecciones por streptococos del grupo B son
endocarditis, infeccion del tracto urinario, infeccién de una

herida y bacteremia. '®

Aunque una infeccion por S. agalactiae normalmente no
ocasiona problemas a las mujeres sanas antes del

embarazo, la mayor parte de las infecciones de los recién

nacidos se adquieren de la madre durante la gestacion o en el momento del parto.

Los neonatos tienen un mayor riesgo de infeccion si:

a) Hay una rotura prematura de membranas, un parto prolongado, prematuridad, o una

enfermedad materna diseminada por estreptococos del grupo B.

b) La madre no tiene anticuerpos especificos de tipo y tiene valores bajos de complemento.

Una de cada cuatro o cinco mujeres embarazadas tiene estreptococos grupo B en el recto o en

la vagina, lo que provoca que estén en riesgo de una sepsis posparto. (

22, 27)
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TRATAMIENTO

El tipo de tratamiento para la infeccién por estreptococo del grupo B se define de acuerdo al
momento en que se detecta la presencia del microorganismo. Se realizan dos tipos de
tratamientos: si la infeccion es detectada durante el embarazo, se realiza un tratamiento con
antibiéticos por via oral en cualquier edad gestacional en los casos de infeccidon urinaria o
vaginitis sintomatica, pero si hay cultivos positivos en las ultimas semanas de embarazo, se
indica un tratamiento preventivo con antibiéticos durante el trabajo de parto. (18)

La penicilina G es el farmaco de eleccion, sin embargo, la CMI que se necesita para inhibir al
microorganismo es aproximadamente 10 veces superior a la que se necesita para inhibir a S.
pyogenes. En los pacientes con infecciones graves se usa una combinacién de penicilina y un
aminoglucésido; la vancomicina se emplea en los pacientes alérgicos a la penicilina.

En los nifios de alto riesgo, se hace tratamiento antibidtico e inmunizacién pasiva mediante

transfusion de sangre con anticuerpos especificos de tipo. (1)

1.6.3 Enterococcus faecalis COMO CAUSANTE DE INFECCIONES

Las infecciones causadas por los enterococos son de
especial importancia en el hospital debido a la presencia de
estos como parte de la flora normal en los aparatos genito-
urinario y gastrointestinal.

Los Enterococcus son fuente de infeccion hospitalaria del
aparato urinario, aparato intrabdominal o intrapélvica. En la
practica quirlrgica se encuentra casi siempre en
infecciones mixtas de heridas o0  septicemias

intraperitoniales y son una de las causas principales de

infecciones nosocomiales responsables del 10 % de dichas

IMAGEN (8): Enterococcus infecciones.
faecalis en AS.

Las infecciones producidas por Enterococcus (Imagen 8)
1,18)

son mucho menos invasivas que las infecciones producidos por Streptococcus del grupo Al

TRATAMIENTO

El tratamiento de las infecciones graves necesita la combinacion de un aminoglucésido con un
antibiético que inhiba la sintesis de la pared celular (penicilina, vancomicina o ampicilina); sin
embargo més del 25 % de los enterococos son resistentes a los aminoglucésidos; mas del 50
% de algunas especies son resistentes a ampicilina y muchos centros describen que mas del
20 % de los enterococos son reistentes a la vancomicina. Se han desarrollado nuevos
antibioticos especificamente para tratar los enterococos resistentes a ampicilina y vancomicina.

Estos incluyen linezolid, quinupristina/dalfopristina y quinolona seleccionadas. ('®
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TABLA (3): Ejemplos de Infecciones causadas por Bacterias Gram positivas y

tratamientos

Bacteria

Infecciones

Tratamiento

Staphylococcus aureus

e Sindrome del shock
toxico

e Sindrome de la piel
escaldada

¢ Impétigo

e Bacteremia

¢ Endocarditis

eOxacilina
e\ancomicina
eMeticilina
eNafcilina
eDicloxacilina

¢ Piel escaldada
¢ Infeccién en las heridas

i i V ..
Staphylococcus . IqUIrLf:_glcas : Oigzﬁir:;cma
epidermidis mpetgo
¢ Bacteremia
¢ Endocarditis
e Faringitis estreptococica |e Penicilina

Streptococcus pyogenes
(Grupo A)

e Impétigo

e Erisipelas,

¢ Gangrena estreptocdcica
¢ Sindrome de shock téxico
¢ Estreptocécico

o Artritis

e Vancomicina

e Trimetoprim/
sulfametoxazol

e Eritromicina

e Cefalosporinas

Streptococcus agalactiae
(Grupo B)

¢ Endocarditis
Infeccion
urinario
Infeccion de una herida
Bacteremia

del tracto

e La penicilina G

e Combinacioén de
penicilina con
aminoglucésidos

e Vancomicina

Enterococcus faecalis

Infecciones hospitalarias
Infecciones del aparato
intrabdominal o
intrapélvica

e Septicemias
intraperitoniales

e Combinacién de un
aminoglucésido con
penicilina, vancomicina o
ampicilina
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1.7 BACTERIAS GRAM NEGATIVO

En las infecciones post-quirargicas producidas por Escherichia coli, Enterobacter sp.,

Klebsiella sp., Proteus o Pseudomonas suelen encontrarse también Streptococos anaerobios y

B. fragilis, ya que tales infecciones son generalmente el resultado de contaminacion producida

por el contenido intestinal.

1.7.1 ESTRUCTURA BASICA

Los bacilos Gram (-) normalmente son microorganismos que no forman esporas, las

estructura basica de la pared celular de estos bacilos son de gran importancia y son los

responsables de su patogenia.

Muchos microorganismos, como Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli presentan una

capsula formada por material polisacarido, que se denomina antigeno capsular o también

llamado antigeno K. A través de la capsula externa de los organismos moviles penetra una

estructura proteica denomina flagelo, portadora del antigeno H. Estructuras superficiales

llamadas fimbrias que sobresalen de la capsula o de la pared celular externa facilitan la

adherencia a la mucosa de diferentes aparatos. M

1.7.2 Pseudomonas aeruginosa COMO CAUSANTE DE INFECCIONES

IMAGEN (9): Pseudomonas
ruginosa en agar Cetrimida

proinflamatorio en fagocitos.

En la préctica clinica Pseudomonas aeruginosa (Imagen 9)
es el bacilo mas importante de los bacilos Gram (-) no
fermentadores, debido a que las infecciones sistémicas
figuran entre los de mayor tasa de mortalidad; dado que el
género y la especie de P. aeruginosa (Imagen 9) estan
asociados con enfermedades gastrointestinales o
quemaduras. "

Los pigmentos que produce son probablemente
determinantes de virulencia del patdégeno. El pigmento azul,
piocianina, dafia la funcién normal de los cilios nasales

humanos, rompe el epitelio respiratorio y ejerce un efecto
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Es un patégeno oportunista generalmente en pacientes previamente comprometidos, en
heridas y en sepsis postquemaduras, infecciones postquirirgicas, septicemias e infecciones del
tracto respiratorio. 20)

P. aeruginosa es el causante de dermatitis, causada por disminucion del control de la calidad
del agua potable y es el mas comun causante de altas fiebres en infecciones. Puede causar
una variedad de infecciones en piel localizadas y generalizadas. Condiciones de humedad
elevada (oido de nadadores), infecciones oculares, infecciones pulmonares, foliculitis, entre
otras. Los factores comunes de predisposicién son ruptura del tegumento que puede ser
resultado de quemaduras. La colonizacion de una quemadura, seguida de un dafo vascular
localizado, necrosis tisular, y finalmente bacteremia, es frecuente en pacientes con

quemaduras graves. %%

TRATAMIENTO

Los antibidticos recomendados de primera eleccidon son principalmente aminoglucosidos
(gentamicina, amikacina, tobramicina); en caso de presentar resistencia, los farmacos
alternativos son cefalosporinas de tercera generacion. En la actualidad ya existen cepas
multirresistentes por lo que es aconsejable aplicar cefalosporinas de cuarta generaciéon o

carbapenems. (18, 20)

1.8 INFECCIONES EN PIEL CAUSADAS POR ENTEROBACTERIAS

1.8.1 Escherichia coli COMO CAUSANTE DE
INFECCIONES

Son los bacilos Gramnegativos mas frecuentes en el tubo
digestivo.
La mayoria de las infecciones son enddgenas (flora
microbiana normal del paciente).
Las cepas que producen gastroenteritis se adquieren generalmente de forma exégena.
Alguna de las enfermedades que produce son: bacteremia, infecciones intraabdominales
(asociadas a perforacion intestinal), infeccion del tracto urinario limitada a la
IMAGEN (10): Escherichia coli .. e . . s
L MC. l vejiga (cistitis) o se puede extender hasta los rifiones (pielonefritis) o la

préstata (prostatitis).

TRATAMIENTO
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El tratamiento se basa en las pruebas de sensibilidad in vitro. Las infecciones se controlan con
el mantenimiento de buenas condiciones de higiene para reducir el riesgo de exposicion a las

cepas que producen gastroenteritis. '¥

1.8.2 Enterobacter aerogenes COMO CAUSANTE DE
INFECCIONES

Enterobacter aerogenes es una bacteria patdégena
nosocomial que causa infecciones oportunistas en la piel y
otros tejidos, infecciones en neonatos y en pacientes

inmunodeprimidos. ©.18)

IMAGEN (11): Enterobacter
erogenes en agar EMB.

1.8.3 Proteus mirabilis COMO CAUSANTE DE
INFECCIONES

Proteus mirabilis esta presente principalmente en el aparato
urinario bajo, y se le ha considerado responsable de

infecciones en heridas y de pulmon. )

IMAGEN (12): Proteus mirabi
en agar Base Sangre.
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1.8.4 Klebsiella pneumoniae COMO CAUSANTE DE
INFECCIONES

Klebsiella pneumoniae es la causa de hasta el 10% de las
infecciones adquiridas en los hospitales (vias urinarias, respiratorias y heridas). M
Puede producir una neumonia lobular primaria adquirida en la comunidad. Los alcohdlicos y las
personas con una funcién pulmonar alterada tienen un mayor riesgo de presentar esta
neumonia, debido a su incapacidad para eliminar del tracto respiratorio inferior las secreciones

orales aspiradas. Produce también infecciones de las heridas, de los tejidos

IMAGEN (13): Klebsiella blandos e infeccion en el tracto urinario. '®
neumoniae en MC.

Klebsiella pneumoniae es un patégeno nosocomial y adquirido en la comunidad que es una

preocupacion creciente para los médicos. Es bien conocido que Klebsiella spp. es la causa
frecuente de infecciones del torrente sanguineo y neumonia (5% y 7% respectivamente en los
EE.UU.). Un estudio reciente realizado en un Hospital de Francia reporta que K. pneumoniae
causa el 22% de neumonia grave adquirida en la comunidad (solo después de S. pneumoniae),

y que la infeccién con esta especie es un factor de riesgo independiente de mortalidad. 33)
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TABLA (4): Ejemplos de de Infecciones causadas por

tratamientos

Bacterias Gram negativas y

Bacteria

Infecciones

Tratamiento

Pseudomonas aeruginosa

Patégeno oportunista
Sepsis postquemaduras
Infecciones postquirlrgicas
Septicemias

Infecciones del tracto
respiratorio

Dermatitis

Infecciones oculares
Infecciones pulmonares
Bacteremia

Gentamicina

Amikacina

Tobramicina

Cefalosporinas de tercera

generacion

o Cefalosporinas de cuarta
generacion

e Carbapenems

ENTEROBACTERIAS

Escherichia coli

e Gastroenteritis

e Bacteremia

¢ Infecciones
intraabdominales

o Cistitis

¢ Pielonefritis

e Prostatitis

¢ Pruebas de sensibilidad in
vitro

e Buenas condiciones de
higiene

Enterobacter aerogenes

¢ Infecciones oportunistas
en la piel y otros tejidos

¢ Infecciones en neonatos y
en pacientes
inmunodeprimidos

o Cefalosporinas de tercera 'y
cuarta generacion

Proteus mirabilis

¢ Infecciones en heridas y
de pulmon

Klebsiella pneumoniae

¢ Infecciones adquiridas en
los hospitales (vias
urinarias, respiratorias vy
heridas)

e Neumonia lobular primaria
infecciones de las heridas,
de los tejidos blandos e
infeccion en el tracto
urinario

e Trimetroprim /
Sulfametoxazol
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1.9 HERBOLARIA

Ignoradas en unas épocas de la historia, las plantas medicinales llevan varios milenios
esperando pacientemente a que los seres humanos dirjamos hacia ellas nuestra atencion,
para conocerlas, estudiarlas y aplicarlas. Después de una época de brillantes progresos
cientificos, en la que la terapéutica, ciencia de la curacion, ha cifrado todas sus esperanzas en
sofisticados laboratorios y en dispositivos de alta tecnologia, vuelve a resurgir el interés por los
remedios simples que ofrece la naturaleza: no solo las plantas, sino también el agua
(hidroterapia), el sol (helio terapia) o las tierras medicinales (geoterapia), entre otros.
La ayuda que el ser humano necesita para sus muchas enfermedades y dolencias, la tiene
ahora de la tierra, de las hierbas del campo. En estos arboles silvestres olvidados, como se
llamo en antafio a las plantas medicinales, ahi es donde esconde la naturaleza sus mejores
remedios para la salud de los humanos. (28)

En la actualidad los extractos naturales de plantas es una industria que mueve millones de
euros alrededor del mundo. Se conocen aproximadamente 1340 plantas con potenciales de
fuentes de antimicrobianos, pero se conocen mas de 250,000 especies de plantas que
contienen una gran diversidad de componentes bio-activos. Sélo en el afio de 1999 el negocio
global de la venta de suplementos naturales de plantas en humanos excedié de 15 billones de
ddlares, de los cuales 7 billones fueron en Europa, 2.4 billones en Japén, 2.7 en el resto de

Asia y 3 billones en Norte América. (35, 38)
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1.10 BENJUI
1.10.1 NOMBRE CIENTIFICO: Styrax benzoin Dryand.

1.10.2 ANTECEDENTES

La palabra Styrax deriva del griego y significa "resina olorosa o resina con olor a vainilla" y el
término ben significa “fragante” y zoa = “zumo o jugo”. Asi mismo, de este nombre deriva
estoraque, utilizado en espafol antiguo asi como el término arabe assthirak. El arbol fue
denominado Styrax debido a la goma que sale del mismo. "La goma de este arbol es caliente y
molificante”. Para que se produzca la resina se requieren dos factores: altitud y algunas
infecciones por hongos que sufre la planta.

En algunas regiones del sur de Asia. El benjui se empleaba para curar las heridas de los pies

y, de acuerdo con una tradicion, habia que aplicarlo a los recién circuncidados. “2)

1.10.3 DESCRIPCION BOTANICA

El Styrax benzoin Dryand. (Benjui) son arboles pertenecientes a la familia de las Estiracaceas
de crecimiento rapido, cuya altura oscila entre 5 y 30 m; corteza gris resinosa, con las hojas
ovales o elipticas, enteras y cubiertas de pelillos blanquecinos por el envés de hasta 14 cm de
largo. Los fragantes racimos de flores blancas que aparecen en primavera y verano son
regulares y sedosas que se encuentran agrupadas en una cima, se transforman en frutos
redondeados de unos 5 cm de diametro, cada uno de los cuales encierra una o dos semillas

13, 42)

esferoidales. ¢ (Imégenes 14 y 15)
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IMAGENES (14 y 15): Hojas y flores de Styrax benzoin Dryand.
(Jorge A. 2007; Selecciones del Reader’s Digest. 1987)

TABLA (5): Clasificacion cientifica del Styrax benzoin Dryand.

CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino Plantae

Divisién | Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Ebenales

Familia | Styracaceae

Género | Styrax

Especie | S. benzoin Dryand.
(Waizel. J. 2006)

1.10.4 PARTE UTILIZADA

La edad optima para obtener la resina es entre 7-10 afos, cuando los troncos son por lo
general alrededor de siete u ocho pulgadas de diametro. La esencia se encuentra en la resina
que se obtiene cuando los recolectores hacen profundos cortes al tronco con una hachuela o
perforaciones triangulares con un cuchillo para que el liquido escurra. La resina, de color
blanco amarillento o café rojizo, se va endureciendo y formando gruesas lagrimas sobre la
corteza. Aunque el flujo es mayor durante los primeros tres afios de explotacion, suele durar

tres afios mas. En general, los arboles mueren entre los 17-20 afios.

La resina del S. benzoin suele llamarse benjui de Sumatra, y es la que se emplea en la

industria farmacéutica en combinaciéon con otras plantas que se conocen tienen actividad
farmacoldgica. 1> 4" *?)
En ocasiones se emplea el benjui de Siam que procede de S. fonkinensis (en especial en la

industria, como aromatizante y para dar sabor a los alimentos). (10.11.13)
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1.10.5 HABITAT

Esta especie es originaria de los bosques tropicales del sudeste asiatico, en especial en
Malasia e Indonesia, reportandose que el arbol crece en las islas de Sumatra, Java y Borneo
(Imagen 16). Crece en los llanos, a orillas de los rios, sobre suelos humedos, soportando

temperaturas minimas de 15-18°, (10:11.12.42)

IMAGEN (16): Distribucion geografica de las especies botanicas pertenecientes al género Styrax.
Asia (zona 1), América (zona 2), Cuenca mediterranea (zona 3)
(Hovaneissian. M. et al. 2006)

TABLA (6): Distribucién geogréfica de las especies botanicas pertenecientes al género Styrax.

Zona Distribucion geografica Especie Botanica
Laos ; Tailandia; Viet-Nam ; Malasia Styrax tonkinensis
Islas de Sumatra, Java y Borneo ; Malasia | Styrax benzoin y Styrax benzoides
Islas de Sumatra ; Malasia Styrax paralleloneurum y Styrax crotonoides
1 Malasia Styrax ridleyanum
Islas de Sumatra Styrax subpaniculatum y Styrax subdenticola
China Styrax macrothyrsus y Styrax subniveus
Japén Styrax japonicum
California Styrax californicus
Peru Styrax ovatus
? Bolivia Styrax pearcei y Styrax aureus
América Styrax reticulata y Styrax ferruginea
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3 Cuenca Mediterranea Styrax officinalis

D Especie de Benjui utilizada en este trabajo
(Hovaneissian. M. et al. 2006)

1.10.6 COMPOSICION QUIMICA
La actividad del Styrax benzoin Dryand. (Benjui) es atribuida a la presencia de:
» 90% de materia resinosa compuesta principalmente por:
= Cinamato de coniferilo

= Acido suma-resindlico (6-hidroxioleandlico - Acido triterpenoide derivado del

oleandlico)

> Acidos balsamicos libres:
= Acido benzoico (10-20%)

= Acido cinamico (10-30%)

» Fenilpropil-cinamato (2-3%)
» Trazas de cinamil-cinamato, estireno y benzaldehido.

> Trazas de vainillina (0.5 - 1%). %2

1.10.7 ACCIONES FARMACOLOGICAS (INDICACIONES TERAPEUTICAS)

Es util como antiséptico, antifungico y cicatrizante en casos de heridas, ulceraciones,
dermatomicosis, acné, forunculosis, eczemas, psoriasis, escaldaduras, quemaduras; también

esta indicado en bronquitis, bronquiectasias, enfisema y asma. “*?

1.11 EFECTOS ADVERSOS Y/0 TOXICOS

En las dosis adecuadas no se han reportado efectos adversos tdxicos. Componentes de la
tintura de benjui (en muchos con agregados de aloe, balsamo de Tolu y estoraque) pueden
originar dermatitis de contacto en personas sensibles cuando es aplicado tépicamente. El acido

benzoico es relativamente no téxico. Los vapores desprendidos por el benjui pueden originar
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accesos de tos. “?

¢ No se han documentado contraindicaciones.
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1.12 JUSTIFICACION

La prevencion de la colonizacion, la busqueda de nuevas alternativas de tratamiento, asi como
el control de la enfermedad primaria son los factores en la sobrevida de los pacientes con

infecciones por cualquier tipo de bacteria.

En México no se tienen reportes de estudios que se hayan realizado sobre el Styrax benzoin
Dryand. en bacterias y ya que la utilizacién de plantas medicinales como una alternativa para el
tratamiento de diferentes patologias es muy comun, en el siguiente trabajo se evalua el efecto
antimicrobiano que tiene el extracto en bacterias que se asocian a infecciones de heridas
humanas, ya que esta planta se usa dentro de la medicina tradicional como antiséptico y

cicatrizante en casos de heridas, ulceraciones, acné, escaldaduras y quemaduras.

1.13 HIPOTESIS

Si el extracto de Styrax benzoin Dryand. presenta una actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactiae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa entonces se podra proponer como una

alternativa para la elaboracion de farmacos en heridas humanas.
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1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar el efecto inhibitorio del extracto de Styrax benzoin Dryand. en 10 bacterias
que comunmente se asocian a infecciones de heridas humanas utilizando el método de

Mosmann y Microscopia Electrénica de Transmision.

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener el extracto seco total de Styrax benzoin Dryand. para realizar una solucion de

concentracion conocida.

e Determinar la concentracién minima inhibitoria del extracto de Styrax benzoin Dryand.
mediante el método de Mosmann sobre Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae y

Pseudomonas aeruginosa

e Determinar la actividad bactericida y/o bacteriostatica del extracto de Styrax benzoin

Dryand. (Benjui) mediante una prueba de crecimiento en placa.

e Observar el efecto producido en las bacterias antes mencionadas con la ayuda del

microscopio electrénico de transmision.
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1. MATERIAL Y METODOS

3.1 DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

“Evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto de Styrax benzoin Dryand.
(Benjui) en 10 bacterias que comunmente se asocian a infecciones de heridas
humanas”

! !

Esterilizacion del extracto de
Styrax benzoin Dryand. por
medio de filtracion con
membrana de 0.45 uym.

g !

Llevar a sequedad total en horno
a 45°C. Prueba de esterilidad en
agar BHI

!

Preparacién de la solucién de
trabajo del extracto de Styrax
benzoin Dryand. a 3330
pg/100ul.

Identificacion de bacterias

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Proteus mirabilis

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa

Realizacion de los ensayos de
dilucion en microplaca y
aplicacion del Método de

Mosmann

!

Ensayo
bactericida/bacteriostatico.

!

Visualizacion de bacterias
tratadas y no tratadas con MET.
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3.2 OBTENCION DEL EXTRACTO Styrax benzoin Dryand.

El extracto etandlico-acuoso de Styrax benzoin Dryand. fue proporcionado por laboratorios

Extractos SIGMA 3, con un volumen aproximado de 850 ml.

3.3 PREPARACION DE SOLUCION DE TRABAJO DE Styrax benzoin Dryand.

1. El extracto etandlico-acuoso se esterilizé por filtracion haciendo pasar el extracto a
través de una membrana Millipore de 0.45 ym, un filtro de bala y una bomba de vacio.
El filtrado se recibid en una botella ambar estéril.

2. El extracto de Styrax benzoin Dryand. ya estéril se colocd en un cristalizador estéril
llevando a sequedad total dentro de un horno a 45°C, en condiciones de esterilidad se
recolectd la materia seca con ayuda de una espatula y se colocé en un frasco ambar
para su conservacion. Se determiné el rendimiento.

3. Se peso6 en una balanza analitica 1 gr de materia seca y se colocé en un matraz
aforado de 50 ml, se le agregaron 5 ml de DMSO y se agité con un vortex para
disolverlo. Se aforé a 30 ml con SSF estéril al 0.9%. Esta es la solucion de trabajo, la
cual tiene una concentracion de 3330 ug/100 pl (33.3 mg/ml).

4. La solucién de trabajo estéril se colocd y conservé en un frasco ambar protegido de la

luz y se mantuvo a temperatura de refrigeracion.

3.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LA SOLUCION DE TRABAJO

1000mg _333Md 0.1ml ) 10004 _33349 3337 49
30ml ml { 100 img 7 1004

33.3@{1000"'} Mg _)_333™
7, Iml 10009 mi
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3.5 PRUEBA DE ESTERILIDAD PARA LA SOLUCION DE TRABAJO

= Con una micropipeta con punta estéril se tomaron 100 ul de la solucién de Styrax
benzoin Dryand. y se colocaron en una placa de agar BHI. Se realizé6 con el asa
bacteriolégica un sembrado masivo. Se incubd durante 24 horas a 37°C y se observo si
se presento crecimiento.

= Si alguno de las soluciones de trabajo llagara a presentar crecimiento microbiano se
debe de esterilizar nuevamente por filtracion con membrana millipore de 0.45 pm

mejorando las condiciones de trabajo.

3.6 IDENTIFICACION DE BACTERIAS

Las cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa que se emplearon en el
presente trabajo fueron proporcionadas por el laboratorio 10 de Microbiologia en la Unidad de

Posgrado de la F. E. S. Cuautitlan.

A todas las cepas se les realizo la tincién de Gram, la prueba de Catalasa y Oxidasa para
verificar género, y para identificar las especies se realizaron las pruebas bioquimicas

secundarias correspondientes.

3.7 PREPARACION DEL ENSAYO EN MICROPLACA CON EL EXTRACTO DE
Styrax benzoin Dryand.

1.7.1 PREPARACION DE MATERIAL

= Se sembraron las bacterias a utilizar en el ensayo en placas de Agar Infusion cerebro
corazon (BHI), se incubaron en estufa bacteriolégica a 37°C durante 24 horas.

= Se prepard Solucién Salina al 0.9%; Caldo Infusion cerebro corazén (BHI) que se
distribuyd en tubos de ensaye con tapon de rosca aproximadamente 4ml en cada tubo.
Se esterilizaron en autoclave a 15 Ib. De presion, 121°C durante 15 minutos.

=  Se esterilizaron también puntas para micropipeta de 100 pl a las mismas condiciones.

= Se necesitaron 3 Microplacas de 96 pozos estériles, micropipeta de 100 ul, tubo 0.5 Mc

Farland, agitador vortex y un asa bacterioldgica.
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3.7.2 ENSAYO EN MICROPLACA (Tabla 7)

= La microplaca cuenta con 96 pozos con columnas del 1 al 12 y filas de la Aala H,
donde cada dos filas corresponden a una bacteria diferente.

=  Se colocaron en todos los pozos de las columnas 2 ala 9, 100 yl de SSF Estéril con la
micropipeta y puntas estériles.

=  Se colocaron en todos los pozos de la columna 1y 2, 100 ul del extracto.

= A partir de los pozos de la columna 2 y hasta la 9, se realizaron diluciones dobles del
extracto obteniendo un volumen final de 100 ul por pozo. Los 100 pl restantes del pozo
9 se desechan. (Imagenes 17 y 18)

= Se inoculé un tubo con caldo BHI estéril a doble concentracién con la bacteria a probar
y se estandarizé al 0.5 con el nefelometro de Mc Farland, mezclando con agitador
vortex.

= Se agregaron a los pozos de la columna 1 a la 9 de la fila A y B, 100 pl de la bacteria
estandarizada al 0.5 con el nefeléometro de Mc Farland.

= Se realizaron los dos pasos anteriores para cada una de las bacterias a probar, una
bacteria por cada dos filas.

= La columna de pozos numero 10 corresponde a un Control Positivo el cual contiene
100 pl de SSF estéril y 100 ul con la bacteria a probar correspondiente a cada dos filas.

= La columna de pozos numero 11 corresponde a un Control Negativo el cual contiene
100 pl de SSF estéril y 100 ul de Caldo BHI doble concentracion estéril.

= La columna de pozos numero 12 corresponde a un Blanco el cual contiene 100 pul del
extracto estéril y 100 yl de Caldo BHI doble concentracion estéril.

= Una vez terminada la microplaca, se dejo incubando en estufa bacteriolégica a 37 °C

durante 24 horas.

IMAGENES (17 y 18): Ensayo en microplaca
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TABLA (7): Ensayo en microplaca

10 1 12
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Control (+) | Control | Blanco
()
A
100ul 100ul SSF
B | extracto + esteril + 100ul | 100u | 100yl
C 100upl caldo caldo BHI SSF + extracto
BHI a doble doble 100l + 100l
D concentracion concentracion | Caldo de
E con bacteria a con bacteriaa | BHI Caldo
F probar probar BHI
estandarizada estandarizada
G |o05Mc 0.5 Mc
H Farland Farland
— )
Y

Preparar diluciones como lo
muestra el siguiente diagrama

(Mosmann, T. et al., 1983, G. et al 1986)

IMAGEN (19): Diluciones para la microplaca

100pl
100ul del

extracto.
\ 100l

Cada pozo
contiene
100pl de SSF
estéril.

Colocar 100ul de
caldo BHI doble
concentracién  con
bacteria 0.5 Mc
Farland.

Desechar
100ul
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3.7.3 PRUEBA DE MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol)

En esta técnica se realiz6 una lectura colorimétrica adicionando a todos los pozos de la
microplaca 5 ul de reactivo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol (MTT) el cual presenta
un color amarillo. Se incub6 durante 15 a 30 minutos. Si no hay presencia de bacterias viables
en el pozo el MTT permanecera de color amarillo, mientras que si hay bacterias viables el MTT
va a virar a color violeta/morado.

Esta técnica nos permite observar y determinar facilmente que pozos de la microplaca
presentan crecimiento y en que pozos este se ha inhibido por accién del extracto y asi
determinar la CMI.

El extracto de Styrax benzoin Dryand. sobre las 10 bacterias se determiné por el método de
dilucién en microplaca, después de que se realiz6 este ensayo se le agrego el reactivo de MTT,
que en su forma reducida cambia de color morado purpura por accién de la enzima
deshidrogenasa, la cual indica presencia de bacterias viables, y al permanecer en su color
amarillo indica que no hay crecimiento de microorganismos, por lo tanto hay un efecto

inhibitorio del extracto.

3.7.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

La Concentracion minima inhibitoria (CMI) se determina en la lectura de resultados de la
microplaca y se considera que es la minima concentraciéon del extracto que inhibe la
multiplicacion y produccion de un crecimiento visible de la cepa bacteriana, asi como su
viabilidad esto se evidencia por turbidez o colorimetria empleando el reactivo de MTT. Color
morado purpura indica desarrollo bacteriano y el color amarillo indica que no hay bacterias

viables.

3.7.5 ENSAYO BACTERICIDA - BACTERIOSTATICO

Después del tiempo de incubacion de las microplacas y antes de agregar el reactivo de MTT,
se tomo una asada de muestra de cada pozo de cada bacteria, que se sembraron en placas de
agar BHI divididas en 24 secciones que se incubaron durante 24 horas a 37° C (Imagen 20).

En el caso de Proteus mirabilis, el ensayo se realizd en 24 tubos de ensaye con tapon de rosca
que contenian agar BHI (Imagen 21) ya que presenta el fenomeno de swarm y durante la

incubacion la bacteria crece y se extiende por todo el agar.
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Placa de Agar BHI

IMAGEN (20): Técnica de sembrado para el ensayo bactericida-bacteriostatico.

v

Tubo con Agar BHI

IMAGEN (21): Técnica de sembrado para el ensayo bactericida-bacteriostatico de Proteus

mirabilis.
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3.7.6 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS PARA DETERMINAR EFECTO
BACTERICIDA - BACTERIOSTATICO

Se observaron cada una de las placas y tubos y se verificd que los controles negativos y los
blancos no presenten crecimiento, asi como los controles positivos un crecimiento 6ptimo.
e Si existe crecimiento en donde se sembrd la muestra problema se determina que el
efecto es bacteriostatico.
=  Si no existe crecimiento en donde se sembré la muestra problema se determina que el

efecto es bactericida.
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4.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS

1. RESULTADOS

A las 10 cepas se les realizé la tincion de Gram, la prueba de Catalasa y Oxidasa para verificar

género y para identificar las especies se realizaron las pruebas bioquimicas secundarias que

se muestran en las tablas que a continuacién se presentan (Tablas 8, 9y 10)

TABLA (8): Identificacion de bacterias Gram positivas (Staphylococcus)

Bacteria Morfologia | Catalasa | Coagulasa | Oxidasa | Manitol | Hemdlisis | Novobiocina
Staphylococcus | Cocos en
] + + NR + B NR
aureus racimos
Staphylococcus | Cocos en
) . + - NR - a S
epidermidis racimos

TABLA (9): Identificacion de bacterias Gram positivas (Streptococcus)

i . o o Hidrolisis Bilis
Bacteria Morfologia | Catalasa | Hemdlisis | Bacitracina ] CAMP ]
Hipurato Esculina
Streptococcus Cocos, 8 s
pyogenes cadenas
Cocos,
Streptococcus .
. racimos y - B R + + -
agalactiae
cadenas
Cocos,
Enterococcus .
) racimos y - B R - - +
faecalis
cadenas
TABLA (10): Identificacion de bacterias Gram negativas
8 n
> 8 3 2 - Ie) © [ 2
Bacteria S 2 S 8 S = a © o s S
5 S 3 s | = @ 3 5 * <
= = © 5 =
Escherichia )
. Bacilos + + - + + - - -
coli
Enterobacter )
Bacilos + + - - - + + - - +
aerogenes
Proteus .
o Bacilos + + - - + - + + + R
mirabilis
Klebsiella )
) Bacilos - + - - - + + + - +
pneumoniae
Pseudomonas )
. Bacilos + + + - - - + - - NR
aeruginosa
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+ prueba positiva
- prueba negativa NR no se realizdé

4.2 EXTRACTO DE Styrax benzoin Dryand.

Se obtuvo una solucién de trabajo a partir del extracto acuoso-etandlico de Styrax benzoin

Dryand. con calidad microbiolégica, con un rendimiento de 3.6 gramos/850 ml.

4.3 ESTERILIAD DEL EXTRACTO

La prueba resultd satisfactoria ya que después de un periodo de incubacién a 37 °C en agar

BHI no observamos ningun tipo de crecimiento. (Imagen 22)

IMAGEN (22): Agar BHI después de incubacion sin crecimiento de microorganismos.

4.4 SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO

Después de pesar 1 gr del extracto seco total del Styrax benzoin Dryand., se requirieron de 5

ml de DMSO puro y un afore a 30 ml con SSFE para una disolucion total.
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4.5 EVALUACION DEL EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE Styrax benzoin
Dryand. SOBRE LAS BACTERIAS SELECCIONADAS

La técnica de MTT nos permiti6 determinar las MIC’s para las 10 bacterias seleccionadas.

(Tablas 11 y 12 e Imagenes 23-26).

Se realizd una lectura visual obteniéndose resultados cuantitativos, siendo las bacterias mas
sensibles Enterococcus faecalis y Streptococcus agalactiae con una CMI de 13.01 ug/100ul,
después Streptococcus pyogenes con una CMI de 26.02 ug/100pl, detras Escherichia coli con
una CMI de 208.12 ug/100ul, a continuacién Proteus mirabilis con una CMI de 416.25 ug/100yl,
posteriormente Klebsiella pneumoniae con una CMI| de 832.5 ug/100ul y por dultimo
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter

aerogenes fueron las mas resistentes al verse inhibidas solo a 1665 pg/100ul. (Tabla 11)

TABLA (11): Simplificada de las CMI’s del extracto de Styrax benzoin Dryand. en 10 géneros

bacterianos.

Clasificacion Microorganismo CMI (pg/100ul)
Staphylococcus aureus 1665
Staphylococcus epidermidis 1665

Gram
N Streptococcus pyogenes 26.02
positivas
Streptococcus agalactiae 13.01
Enterococcus faecalis 13.01
Escherichia coli 208.12
Enterobacter aerogenes 1665
Gram
Proteus mirabilis 416.25
negativas
Klebsiella pneumoniae 832.5
Pseudomonas aeruginosa 1665
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TABLA (12): A detalle de los resultados cuantitativos obtenidos de la lectura en la microplaca.

pg/100ul
Bacteri 0 + =
acteria o 0 9 ~ 3 3 & = 9 L = 3
8 N - e o c
© o | 18 |8 |8 |e |o |92 & |2 |8
© < ~ - (o) N ~ © o] S o
(@) (@)
Staphylococcus aureus - + + + + + + + + + - -
Staphylococcus
= + + + + + + + + + - -
epidermidis
Streptococcus pyogenes - - - - - - o + + + _ _
Streptococcus agalactiae - - - - - - - - + + - _
Enterococcus faecalis - - - - - - - - + + _ _
Escherichia coli - - - S + + + + + T N N
Enterobacter aerogenes - + + + + + + + + + - -
Proteus mirabilis - - - + + + + + + + - -
Klebsiella pneumoniae - - + + + + + + + + - -
Pseudomonas aeruginosa - + + + + + + + + + - -
+ Desarrollo de la bacteria, - Inhibicién de desarrollo de la bacteria, __F bacteriana
C(+) C(-) Bco
A
*%k%
C
*k%
E
*%k%
G

1665 8325 416.25 208.12 104.06 52.03 26.02 13.01 6.505 pg/100ul

IMAGEN (23): Resultados para Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli y
Streptococcus pyogenes con el extracto; lectura con MTT diluciéon en microplaca. // A: Staphylococcus

aureus; C: Staphylococcus epidermidis; E: Escherichia coli; G: Streptococcus pyogenes
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C(+) C(-) Bco

1665 8325 416.25 208.12 104.06 52.03 26.02 13.01 6.505 pg/100ul

IMAGEN (24): Resultados para Pseudomonas aeruginosa y Proteus mirabilis con el extracto; lectura con

MTT dilucién en microplaca. // B: Pseudomonas aeruginosa; D: Proteus mirabilis.

C(+) C(-) Bco

1665 832.5 416.25 208.12 104.06 52.03 26.02 13.01 6.505 pg/100ul

IMAGEN (25): Resultados para Enterococcus faecalis y Streptococcus agalactiae con el extracto; lectura

con MTT dilucién en microplaca.// A": Enterococcus faecalis; C": Streptococcus agalactiae.

C(+) C(-) Bco

1665 832.5 416.25 208.12104.06 52.03 26.02 13.01 6.505 pg/100ul

IMAGEN (26): Resultados para Enterobacter aerogenes y Klebsiella pneumoniae con el extracto; lectura
con MTT dilucién en microplaca.// E": Enterobacter aerogenes; G’: Klebsiella pneumoniae.
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GRAFICA (2): Representacion gréafica del ensayo cuantitativo mostrando el efecto

antibacteriano de Styrax benzoin Dryand. en Staphylococcus aureus.

GRAFICA (3): Representacion grafica del ensayo cuantitativo mostrando el efecto

antibacteriano de Styrax benzoin Dryand. en Staphylococcus epidermidis.
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GRAFICA (4): Representacion gréafica del ensayo cuantitativo mostrando el efecto

antibacteriano de Styrax benzoin Dryand. en Escherichia coli.

GRAFICA (5): Representacion grafica del ensayo cuantitativo mostrando el efecto

antibacteriano de Styrax benzoin Dryand. en Streptococcus pyogenes.
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GRAFICA (6): Representacion grafica del ensayo cuantitativo mostrando el efecto
antibacteriano de Styrax benzoin Dryand. en Pseudomonas aeruginosa.

GRAFICA (7): Representacion grafica del ensayo cuantitativo mostrando el efecto

antibacteriano de Styrax benzoin Dryand. en Proteus mirabilis.
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GRAFICA (8): Representacion grafica del ensayo cuantitativo mostrando el efecto

antibacteriano de Styrax benzoin Dryand. en Enterococcus faecalis.

GRAFICA (9): Representacion grafica del ensayo cuantitativo mostrando el efecto

antibacteriano de Styrax benzoin Dryand. en Streptococcus agalactiae.
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GRAFICA (10): Representacion grafica del ensayo cuantitativo mostrando el efecto
antibacteriano de Styrax benzoin Dryand. en Enterobacter aerogenes.

GRAFICA (11): Representacién grafica del ensayo cuantitativo mostrando el efecto

antibacteriano de Styrax benzoin Dryand. en Klebsiella pneumoniae.
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4.6 RESULTADOS DEL EFECTO BACTERICIDA / BACTERISTASTICO DEL EXTRACTO
DE Styrax benzoin Dryand. EN 10 GENEROS BACTERIANOS

Staphylococcus aureus:
Se observa crecimiento desde la concentracion de 1665 ug/100ul hasta 6.505 pg/100ul
(cuadrantes 1-9), por lo tanto el efecto sobre Staphylococcus aureus es solamente

bacteriostatico. (Imagen 27).

c(-) Grocimiarto 1 |

C(+) Bco

IMAGEN (27)

Ensayo bactericida bacteriostatico de Staphylococcus aureus en agar BHI. 1-9: Diluciones del Extracto;
10: Control positivo; 11: Control negativo; 12: Blanco.
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Staphylococcus epidermidis:
Se observa que el efecto es bacteriostatico al presentarse crecimiento desde la concentracién

de 1665 hasta 6.505 ug/100pl (cuadrantes 1-9 respectivamente) (Imagen 28).

IMAGEN (28)
Ensayo bactericida bacteriostatico de Staphylococcus epidermidis en agar BHI. 1-9: Diluciones del
Extracto; 10: Control positivo; 11: Control negativo; 12: Blanco.

Escherichia coli:

Las concentraciones a las cuales se produce un efecto bactericida es a la de 1665, 832.5,

416.25 y 208.12 pg/100ul (cuadrante 1 al 4), (Imagen 29).

IMAGEN (29)
Ensayo bactericida bacteriostatico de Escherichia coli en agar BHI. 1-9: Diluciones del Extracto; 10:
Control positivo; 11: Control negativo: 12: Blanco.
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Streptococcus pyogenes:
Se observa crecimiento desde la concentracién de 1665 hasta 6.505 ug/100ul (cuadrantes 1 al
9), por lo tanto el efecto sobre Streptococcus pyogenes es bacteriostatico. No hay efecto

bactericida. (Imagen 30).

IMAGEN (30)
Ensayo bactericida bacteriostatico de Streptococcus pyogenes en agar BHI. 1-9: Diluciones del Extracto;
10: Control positivo; 11: Control negativo: 12: Blanco.

Pseudomonas aeruginosa:.

Este ensayo no se efectudé en tubos de ensaye, ya que al ver los resultados de la placa
después de la incubacion, se observo que la bacteria no invadio todo el agar y si se pudieron
leer con claridad todos los cuadrantes.

Se observa que el efecto es bacteriostatico ya que hubo crecimiento desde la concentraciéon

1665 hasta 6.505 ug/100ul (cuadrantes 1-9 respectivamente). (Imagen 31).

IMAGEN (31)
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Ensayo bactericida bacteriostatico de Pseudomonas aeruginosa en agar BHI. 1-9: Diluciones del Extracto;
10: Control positivo; 11: Control negativo: 12: Blanco.
Proteus mirabilis:

Este ensayo se realiz6 en tubos de ensaye de agar BHI, debido al fendmeno de swarm que
produce esta bacteria.

En los primeros 2 tubos, se presentd un efecto bactericida a las concentraciones de 1665 y
832.5 ug/100pl y efecto bacteriostatico al haber crecimiento a partir de la concentraciéon 416.25

hasta 6.505 ug/100ul (tubos 3 al 9 respectivamente). (Imagen 32).

IMAGEN (32)
Ensayo bactericida bacteriostatico de Proteus mirabilis. 1-9: Diluciones del Extracto; 10: Control positivo;
11: Control negativo: 12: Blanco.

Enterococcus faecalis:
Se observa que el efecto es bacteriostatico presentandose crecimiento desde la primera
concentraciéon 1665 hasta 6.505 pug/100ul (cuadrantes 1 hasta el 9) (Imagen 33).

IMAGEN (33)
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Ensayo bactericida bacteriostatico de Enterococcus faecalis en agar BHI. 1-9: Diluciones del Extracto; 10:
Control positivo; 11: Control negativo: 12: Blanco.
Streptococcus agalactiae:

Se observa un efecto bactericida a la concentracion de 1665 pg/100ul (cuadrante 1) (Imagen
34).

IMAGEN (34)
Ensayo bactericida bacteriostatico de Streptococcus agalactiae en agar BHI. 1-9: Diluciones del Extracto;
10: Control positivo; 11: Control negativo: 12: Blanco.

Enterobacter aerogenes:
Se observa un efecto bacteriostatico al presentarse crecimiento a todas las concentraciones del

extracto. No hay efecto bactericida. (Imagen 35).

IMAGEN (35)
Ensayo bactericida bacteriostatico de Enterobacter aerogenes en agar BHI. 1-9: Diluciones del Extracto;
10: Control positivo; 11: Control negativo: 12: Blanco.
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Klebsiella pneumoniae:
Hay un efecto bacteriostatico a una concentracion de 1665 ug/100ul (cuadrante 1) no hay

efecto bactericida. (Imagen 36).

IMAGEN (36)
Ensayo bactericida bacteriostatico de Klebsiella pneumoniae en agar BHI. 1-9: Diluciones del Extracto; 10:
Control positivo; 11: Control negativo: 12: Blanco.
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1.7 OBSERVACIONES OBTENIDAS EN MICROSCOPIO ELECTRONICO DE
TRANSMISION (MET)

4.7.1 Enterococcus faecalis tratado con extracto de Styrax benzoin Dryand.

Control (Imagen 37 A):

Agrupaciones en pares con bordes bien

delimitados y similitud en tamafo y forma

Muestra tratada (Imagen 37 B):
Se presenta con irregularidades en su forma y
tamano, ademas se puede observar el

estallamiento de la bacteria.

AN

IMAGENES (37): Microfotografias electrénicas de transmision de Enterococcus faecalis a 20
000 y 10 000 magnificaciones respectivamente. A muestra control no tratada; B muestra

tratada con el extracto de Styrax benzoin Dryand.
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4.7.2 Escherichia coli tratada con extracto de Styrax benzoin Dryand.

Control (Imagen 38 A):

Las muestras no tratadas se observan con

bordes bien definidos.

Muestra tratada (Imagen 38 B, C):
Se observan ligeros estallamientos de la bacteria
y la formacién de esferoplastos por ser una

bacteria Gram negativa.

IMAGENES (38): Microfotografias electronicas de transmision de Escherichia coli obtenidas a
10 000 magnificaciones. A muestra control no tratada; B y C muestras tratadas con el extracto
de Styrax benzoin Dryand.
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2. DISCUSION

Las infecciones nosocomiales son un problema comun a todos los paises del mundo. De
acuerdo con una publicacion sobre prevencion de infecciones nosocomiales publicado por la
OMS en 2002, la mayor incidencia de estos eventos se presenta en los paises de la regién del
Mediterraneo Oriental (11.8%) y del Sudeste Asiatico (10%), seguidas por la del Pacifico
Occidental (9%) y Europa (7.7%).

GRAFICA (12): Porcentaje de incidencia de infecciones nosocomiales en algunas regiones del mundo.
(Chavez K. et al. 2008)

En México, las infecciones nosocomiales también son un problema frecuente entre las
instituciones de salud. En el IMSS, segun una encuesta nacional de 1995, ocurrieron mas de
32,552 casos de infeccion nosocomial, de los cuales falleci6 el 17.5%, ademas causaron una
prolongacion de la estancia hospitalaria promedio de 6.6 dias entre los pacientes afectados.

La tipologia y localizacién de las infecciones nosocomiales son muy diversas, sin embargo,
algunos informes establecen que afectan principalmente las vias urinarias (29.4%), heridas

quirargicas (21.9%), y las vias aéreas, provocando neumonias (14.2%), entre otras. "

GRAFICA (13): Porcentaje de infecciones nosocomiales por entidad federativa, México 2006. (Chavez K. et al. 2008)

-56-




(R T iy
g F‘i'—?-{.

Saiz
i 9 .?r Universidad Nacional Auténoma de Maéxico. Fes-e

aw

En México segun el I.N.E G.I (Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica) en
promedio el 62% se atribuye a algun tipo de accidente, de los cuales el 5.7% ha sufrido y ha
tenido que ser atendido por causa de quemaduras, con respecto al lugar del accidente, el
hogar es el mas frecuente con un 67% en promedio, seguido de la via publica e industria. En
relaciéon con el sexo y edad, encontramos que el hombre se quema con mayor frecuencia que
la mujer, siendo en la edad mas productiva de su vida, con un promedio de 68% a 32%
respectivamente. (29)

La edad, el consumo cronico de alcohol y el estado nutricional de los pacientes han sido
identificados como un factor de riesgo. Pacientes de 70 afios o mayores son considerados
como los mas propensos a la mayoria de las infecciones y la mortalidad resulta del estrés
asociada con la infeccion. Numerosos estudios han demostrado un incremento en las

®9 En nuestra poblacién adulta, las causas

infecciones quirurgicas en los pacientes adultos.
mas frecuentes son accidentes de transito y deportivos, caidas y agresiones por terceros. Se
estima que dos tercios de los participantes en accidentes automovilisticos presentaran lesiones

de la cara. ®¥

La causa mas frecuente en nifios (menores de 15 afios) son los accidentes domésticos,
seguidos por las mordeduras de animales, constituyendo un 55,8% de nuestra serie. El grupo
entre los 16 y 65 afos representa el 33,5%, y los pacientes sobre 66 afios constituyen el 7,6%.
La resistencia a los antibidticos es un problema de salud publica a nivel mundial con
consecuencias graves para los pacientes, los sistemas de atencién sanitaria y en los
hospitales con pérdidas econdmicas, las infecciones causadas por bacterias resistentes se
asocian con tasas mas elevadas de morbimortalidad y estancias hospitalarias prolongadas. 30,
) Es por esta razén que en los ultimos afos se han buscado tratamientos con el uso de
extractos naturales como una alternativa complementaria para el control de estas patologias.
Los extractos naturales deben su actividad bioldgica al sinergismo entre los diversos
compuestos ya que estos por separado poseen mucha menor actividad que cuando se
encuentran juntos. La toxicidad de los extractos es mas reducida cuando se encuentran todos
sus compuestos que cuando se encuentran purificados, este fendmeno se denomina buffering.
(35)

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana del extracto de
Benjui en 10 bacterias que comunmente se asocian a infecciones de heridas humanas. Cabe
mencionar que no existen en las bases de datos bibliograficos y hemerogréficos trabajos
relacionados con Styrax benzoin Dryand. y bacterias por lo tanto la discusion de mi trabajo va
encaminada a compararse con otros trabajos realizados con diferentes plantas medicinales.
Para lo cual utilizamos un extracto seco total por medio de la evaporacién a 45 °c para evitar
que el alcohol que es el disolvente organico contenido en éste inhibiera a las bacterias que se
utilizaron. Posteriormente se realizé6 una prueba de esterilidad la cual fue satisfactoria y esto

nos permitié hacer un ensayo in-vitro confiable.
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De la materia seca obtenida se pes6 1 gr y se disolvié en 5 ml de DMSO llevando a un aforo de
30 ml con SSFE, obteniéndose asi la solucion de trabajo. Encontramos que el DMSO tiene
propiedades bactericidas cuando se utiliza concentrado, en este trabajo, el DMSO no interfiere
con la actividad del extracto ya que la concentracion final en la solucién es del 16.6 % que es
una pequefa cantidad que no tiene ningun efecto contra las bacterias. Ademas la utilizacion de
este solvente nos permitié tener una disolucion total del extracto y un manejo 6ptimo con las
micropipetas. Dicha solucion tuvo una concentraciéon de 33.3 mg/ml, comparandola con el
trabajo que realizé6 Chavez Maya D., et. al en 2009 ®7) con Salvia officinalis donde se utilizé una
concentracion de 42.7 mg/ml y el trabajo realizado por Ramirez Zufdiga G., et. al en 2009 (38)
con Eucalyptus globulus que utilizé una concentracién de 50 mg/ml, se observa que las
concentraciones no estan muy distantes entre si y se encuentran dentro de un rango similar al

nuestro.

Se utilizaron 10 diferentes tipos de cepas bacterianas, 5 Gram positivas y 5 Gram negativas
para probar si el extracto tiene algun efecto antimicrobiano y después para conocer sobre que
género bacteriano tiene el mayor efecto. Las bacterias que se utilizaron en este trabajo se

eligieron porque son las que comuinmente se reportan en las infecciones de heridas humanas.

Para poder evidenciar los resultados obtenidos por la diluciéon en microplaca donde el 100 % de
las bacterias mostraron sensibilidad al extracto concentrado, se empleo el método de
Mosmann, este nos permitié comprobar si el extracto inhibid el crecimiento bacteriano.

Al realizar la lectura espectrofotométrica de las microplacas, observamos que las lecturas que
presenta el control positivo son similares a las lecturas de los primeros pozos en donde no hay
cambio al agregar el MTT, indicandonos que en estos primeros pozos existe una inhibicién por
parte del extracto hacia las bacterias probadas (Ver imagenes 23-26 y graficos 2-11), esto se
debe a que el extracto en los primeros pozos tiene una concentracion elevada y por lo tanto un
color café intenso dandonos absorbancias iguales o mayores que el control positivo. Pérez
Avendaiio Y. et. al en 2008 “? reporta que el extracto de caléndula que es de un color amarillo
claro no produce este tipo de interferencia, pero el extracto de cancerina si mete ruido en las

lecturas.

Posteriormente se determin6 la concentracion minima inhibitoria (CMI) con dicho ensayo
colorimétrico cuantitativo, cuyo fundamento se basa en la apertura del anillo de la sal de
tetrazolio (MTT, color amarillo) en el interior de las mitocondrias de las células vivas, por accién
de la enzima succinato deshidrogenasa, dando como producto de reaccién al formazan que es
una sal insoluble en agua de color azul-violeta. Donde el color es directamente proporcional a

la proliferacion celular (Imagen 39). ¢
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IMAGEN (39): Proceso de reduccion del MTT.
(Gerlier D. et al. 1986)

Con este ensayo se pudieron analizar los datos y se obtuvieron las CMI’'s de las bacterias
utilizadas, las cuales fueron S. aureus, S. epidermidis, Enterobacter aerogenes y Pseudomonas
aeruginosa con 1665 ug/100ul que necesitaron una concentracion mas alta del extracto para
poderse inhibir; Klebsiella pneumoniae con 832.5 ug/100ul; Proteus mirabilis con 416.25
Mg/100ul; Escherichia coli con 208.12 ug/100ul; Streptococcus pyogenes con 26.02 ug/100ul,
Streptococcus agalactiae y Enterococcus faecalis con 13.01 ug/100ul.

En cuanto a la CMI’s, el 40 % correspondieron estando en el primer pozo con una MIC de 1665
pg/100ul (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterobacter aerogenes y
Pseudomonas aeruginosa); tres bacterias que tuvieron CMI’s diferentes, 832.5 ug/100ul (pozo
No. 2), 416.25 ug/100ul (pozo No. 3) y 208.12 ug/100ul (pozo No. 4), Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis y Escherichia coli respectivamente. El 10 % de las bacterias totales presento
una CMI de 26.02 pg/100ul (pozo No. 7) que representa a Streptococcus pyogenes, y por
ultimo, Streptococcus agalactiae y Enterococcus faecalis con una MIC de 13.01 ug/100ul en el
pozo No. 8. (Ver Tabla 11)

No se encontraron reportes acerca de que estas especies presenten sensibilidad al benjui. Sin
embargo, comparando las CMI’'s de S. pyogenes, S. agalactiae y S. aureus con el trabajo
realizado en 2009 por Chavez Maya D., et. al ®” con Salvia officinalis, las concentraciones del
extracto difieren con las obtenidas en este, la comparacion de los valores de CMI se muestran

en la siguiente tabla.

TABLA (13): Comparacion de las CMI’s para el extracto de Styrax benzoin Dryand. y Salvia

officinalis
CMI de Styrax benzoin Dryand. CMI de Salvia officinalis
Microorganismo
(mg/ml) (mg/ml)
Streptococcus pyogenes 0.2602 2.66
Streptococcus agalactiae 0.1301 5.33
Staphylococcus aureus 16.65 10.67
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Comparando el trabajo de Chavez Maya D. et. al en 2009 ®” y el nuestro con respecto a
Streptococcus pyogenes claramente dilucidamos que esta bacteria es sensible a los dos
extractos mostrando una inhibicién bastante significativa, hasta el pozo 9 y 7 respectivamente.
La diferencia entre las CMI’s para la misma bacteria se debe a que el extracto utilizado no es el
mismo aunque las concentraciones de las soluciones de trabajo para las dos plantas son muy
similares teniendo Chavez Maya una concentracién un poco mayor que la de nosotros.
También se debe a que la composicidon quimica es muy diferente.

Para el caso de Streptococcus agalactiae la tendencia es similar y en Staphylococcus aureus si

podemos detectar diferencias.

La siguiente prueba que se realizé fue evaluar si el benjui tiene efecto bactericida o
bacteriostatico, para la cual se sembraron en placas de agar BHI cada uno de los pozos de las

microplacas donde se realizaron los ensayos.

Styrax benzoin Dryand. present6 un efecto bactericida sobre E. coli hasta una concentracion de
208.12 pg/100ypl; sobre Proteus mirabilis utilizando concentraciones hasta 832.5 ug/100ul y
para Streptococcus agalactiae hubo un efecto bactericida solo a la concentracion de 1665
pg/100pl. (Ver Imagenes 29, 32 y 34)

Al emplear el extracto de Benjui con las cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Enterobacter aerogenes y Klebsiella pneumoniae se presentaron efectos solamente
bacteriostaticos. (Ver Imagenes 27, 28, 30, 31, 33, 35y 36)

Finalmente tratamos de evidenciar el dafio ocasionado por Styrax benzoin Dryand. a través de
la Microscopia Electrénica de Transmision y la técnica de Tincion Negativa.

Dado que esta técnica es costosa sélo empleamos 2 de las 10 bacterias trabajadas, una Gram
positiva (Enterococcus faecalis) y una Gram negativa (Escherichia coli) para conocer si existe
una diferencia a la sensibilidad al benjui relacionada con la estructura quimica de la pared
celular. Un factor importante fue que se eligieron las bacterias que presentaron mayor
sensibilidad, menor CMI, y en una de ellas (Escherichia coli) el efecto fue bactericida y en el

caso de la segunda (Enterococcus faecalis) el efecto fue bacteriostatico.

Se observaron dafios producidos por el extracto en la estructura bacteriana de Escherichia coli

(Imagen 38) y Enterococcus faecalis (Imagen 37).
Al realizar las observaciones a 10 000 magnificaciones de Escherichia coli encontramos que

las muestras no tratadas (Controles positivos) se observan con bordes bien definidos (Imagen

38 A). Mientras que las muestras de Escherichia coli tratadas con el extracto (Imagen 38 B, C)
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se observan ligeros estallamientos de la bacteria y la formaciéon de esferoplastos por ser una

bacteria Gram negativa.

Al realizar las observaciones en microscopio electrénico a 10 000 y 20 000 magnificaciones de
Enterococcus faecalis encontramos que las muestras no tratadas (Controles positivos)
permiten observar agrupaciones en pares con bordes bien delimitados y similitud en tamafio y
forma (Imagen 37 A). En la muestra tratada con el extracto, se observa la bacteria de
Streptococcus faecalis con irregularidades en su forma y tamafno, ademas se puede observar el

estallamiento de la bacteria (Imagen 37 B).
El extracto de Styrax benzoin Dryand. mostrd un efecto bueno de acuerdo a mi apreciacion

pero en la bibliografia encontré asociacion en presentacion farmacéutica (pomada) con

caléndula officinalis 1o cual seguramente mejora la eficacia basado en un posible sinergismo.
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1. CONCLUSIONES

Se determiné el efecto inhibitorio del extracto de Styrax benzoin Dryand. en 10
bacterias que comunmente se asocian a infecciones de heridas humanas utilizando el

meétodo de Mosmann y Microscopia Electronica de Transmision.

Se obtuvo el extracto seco de Styrax benzoin Dryand. y se logré realizar una solucién

de concentracidn conocida (3330 pg/100ul).

Se determinaron las CMI’s del extracto de Styrax benzoin Dryand. mediante el método
de Mosmann sobre Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas

aeruginosa.

Se establecié la actividad bactericida y/o bacteriostatica del extracto de Styrax benzoin

Dryand. (Benjui) en cada bacteria mediante una prueba de crecimiento en placa.

El microscopio electrénico de transmisién nos permitié evidenciar el dafio provocado

por el extracto en las bacterias estudiadas.
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2. SUGERENCIAS

e Continuar con la investigacion de esta planta medicinal.
e Disefnar formas farmacéuticas a base de esta planta medicinal, para evitar reacciones

indeseables en los usuarios.
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1. APENDICES

8.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

IMAGEN (40): Fotografia del Microscopio Electrénico de Transmision

8.1.1 MICROSCOPIO ELECTRONICO (Imagen 41)

Los microscopios electronicos de transmision son muy utiles para el estudio de las diferentes
muestras tanto bioldgicas como no bioldgicas, proporcionan informacion referente de particulas
muy pequefias de menos de 100 nm de grosor ya que funciona al alto vacio, en donde la
imagen esta dada por los electrones transmitidos a través de la muestra. ®*
El microscopio electronico de transmision sirve para aumentar la imagen de objetos pequefios
invisibles a simple vista usando un haz de electrones de alta energia como fuente de
iluminacién, debido a que los electrones tienen una longitud de onda mucho menor a la de la
luz pueden mostrar estructuras mucho mas pequefias. Este microscopio puede aumentar el
tamafio del objeto hasta un millén de veces.
Las partes principales de un microscopio electrénico son:

= Candn de electrones: emite los electrones por la aplicacion de alto voltaje.

= Lentes magnéticas: crean campos magnéticos que dirigen y enfocan el haz de

electrones.
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= Sistema de vacio: es una parte muy importante debido a que los electrones pueden ser
desviados por las moléculas del aire, se debe hacer un vacio casi total en el interior de
la columna del microscopio.

= Pantalla fluorescente: es de sulfuro de zinc es para visualizar la imagen aumentada.

= Placa fotografica: muestra la imagen en el negativo para ser procesada en el cuarto

oscuro y asi obtener la foto de dicha imagen. ®

IMAGEN (41): Microscopio electrénico de transmision.
Tomado de (24)

8.1.2 PREPARACION DE MATERIAL

= Sembrar las bacterias (seleccionadas previamente de acuerdo a su sensibilidad y
resistencia al extracto): Escherichia coli y Enterococcus faecalis en cajas de agar BHI,
incubar 24 hrs. A 37 °C en estufa bacteriolégica.

= Preparar Solucion salina fisiolégica al 8.5% y caldo BHI a doble concentracion.

= Distribuir 3 ml de caldo BHI en 4 tubos de ensaye de 13 x 100 x 20 con su respectivo
tapon de rosca, esterilizar en autoclave a 15 Ib de presiéon y 121 °C durante 15 minutos

junto con 4 pipetas graduadas de 5 ml.
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8.1.3 PREPARACION DE LAS BACTERIAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA

= Estandarizar cada una de las bacterias al 0.5 del Nefelometro de Mc Farland en los
tubos con caldo BHI de doble concentracion (la misma bacteria en dos tubos, rotular
uno como control (+) y el otro como problema).

= Agregar con pipetas estériles a los tubos control 3 ml de SSF estéril y a los tubos
problema 3 ml del Extracto de Styrax benzoin Dryand.

= Incubar los tubos a 37 °C durante 18-24hrs en estufa bacteriolégica.

= Después del tiempo de incubacion, centrifugar a 2500 rpm durante 15 minutos,
desechar el sobrenadante y resuspender la pastila en 3 ml de Solucién salina
fisioldgica estéril.

= Centrifugar a 2500 rpm durante 15 minutos, desechar el sobrenadante y resuspender la
pastilla en 3 ml de Solucién salina fisiolégica estéril.

= Centrifugar a 2500 rpm durante 15 minutos, desechar el sobrenadante y resuspender la
pastilla en 3 ml de Solucién salina fisiolégica estéril.

= Centrifugar a 2500 rpm durante 15 minutos, desechar el sobrenadante y agregar a
cada tubo 3 ml del reactivo de Karnosky, dejar reposar durante 1 hr.

= Centrifugar a 2500 rpm durante 30 minutos, eliminar el sobrenadante y la pastilla se

resuspende en 3 ml de Solucion Buffer de Fosfatos

8.1.4 PREPARACION DE LAS REJILLAS CON MEMBRANA FOMVAR (Imagen 42)

= Las rejillas deben ser lavadas con acetona y estar secas completamente.

» Preparar una solucion Fomvar al 0.1 % con cloroformo, si se hacen con parlodion, se
prepara una solucién con 0.1 % de parlodién en acetato de amilo.

= En un vaso de precipitados limpio con capacidad de 1 L, llenar con agua destilada,
colocar una ldmpara para que ilumine la superficie del agua.

= Impregnar un portaobjetos con Fomvar y dejar reposar hasta que seque la pelicula,
después con ayuda de unas pinzas se cortan las cuatro orillas del portaobjetos y sobre
el agua destilada se sumerge poco a poco hasta separar la pelicula plastica, y si la
pelicula plastica es de un color dorado-plateado es adecuada.

= Colocar las rejillas sobre la membrana y posteriormente recogerlas con papel filtro. Las

rejillas deben ser secadas perfectamente antes de volverse a utilizar.

IMAGEN (42): Rejillas con membrana fomvar
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8.1.5 TECNICA DE TINCION NEGATIVA (Imagen 43)

= Depositar una gota de suspension bacteriana sobre un papel parafilm, se colocan dos
rejilas con membrana para que se adsorba la muestra durante un tiempo que varia
entre 5 y 30 minutos.

= Tomar las rejillas y absorber el exceso con papel filtro y enseguida tefiirlos con una
gota de acido fosfotungstico (AFT solucion al 1% con pH=7.2) durante un periodo que
varia entre 5 y 30 minutos.

= Recoger las rejillas y absorber el exceso de colorante, estas se deben secar a
temperatura ambiente o en estufa a 35°C.

= Las muestras se observan y se fotografian en el Microscopio Electrénico de
Transmision (JEOL JEM 100 S).

Gota de @
suspension

bacteriana.
<)

Gota de
acido
fosfotunastico

1
Papel

parafim \‘ Papel parafilm.

@j Gota de
destilada.
(B T costioda.

‘i Papel parafiim.

IMAGEN (43): Técnica de tincién negativa.
(Gonzalez S., et al. 2003)

-67-




(R U T

= bz;;
rot | Y P P
e e b “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE Styrax benzoin Dryand. (BENJUI)
A EN 10 BACTERIAS QUE COMUNMENTE SE ASOCIAN A INFECCIONES DE HERIDAS HUMANAS”

8.2 TINCION DE GRAM

1. Fijar la bacteria en un portaobjetos.

2. Agregar 1 gota de cristal violeta durante 1 min y enjuagar con agua.
3. Agregar 2 gotas de lugol durante2 min y enjuagar.
4. Agregar 3 gotas de alcohol-acetona y enjuagar.
5. Agregar 1 gota de safranina durante 1 min y enjuagar.
8.3 MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS
MATERIAL

= Vaso de precipitados de 50, 100, 250, 500, 1000 ml.
= Probeta graduada de 100, 250, 500 ml.

= Matraz erlenmeyer de 250, 500, 1000 ml.
= Matraz aforado de 100 ml.

= Varilla de vidrio

= Embudo de vidrio

= Cajas petri de vidrio estériles

= Tubos de vidrio con tapén de rosca

= Frascos ambar de 20, 50,100, 250, 500, 1000 ml.
= Pipetas graduadas de 1, 2, 5, 10 ml.

= Micropipeta de 100 pl.

=  Termometro

= Balanza granataria

= Mechero bunsen

= Soporte universal

= Filtro de bala

= Espatula

= Gradilla

= Asa bacterioldgica

= Puntas para micropipetas de 100 pl.

= Microplacas Sarstedt 96-well

= Papel filtro Walt man

= Membrana Millipore de 0.45 um.

= Marcador indeleble

= Cinta adhesiva
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EQUIPO

Autoclave All American Modelo 1925X.

Estufa bacteriol6gica Rios Rocha S.A.

Refrigerador IEM.

Balanza analitica y balanza granataria.

Agitador Vortex Genie 2 Scientific Industries Modelo G560.
Centrifuga Dynac

Bomba de vacio Hoffmann Pinther Modelo 0210
Horno Pasteur Rios S.A. Modelo HS-41

Parrilla con agitadores NOUVA |l Stir Plate
Microscopio 6ptico Olympus Modelo CHS

Microscopio electrénico de transmision

MATERIAL BIOLOGICO

Bacterias proporcionadas por el laboratorio 10 de Microbiologia en la Unidad de Posgrado de la

F. E. S. Cuautitlan aisladas de casos de heridas.

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Proteus mirabilis

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

REACTIVOS

Etanol al 100%

Etanol al 70%

Agua destilada

Cloruro de sodio

Solucion salina fisiolégica estéril
Medio BHI agar BIOXON

Medio BHI caldo BIOXON
Dimetil sulfoxido DMSO

MTT SIGMA M-2128
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8.4 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Agar BHI (Becton Dickinson)
Disolver 37 gr de material deshidratado en 1 It de agua destilada.
Esterilizar en autoclave a 121° C, 15 Ib de presion de vapor durante 15 min.

Distribuir aproximadamente 12 ml en cada caja petri estéril.

Agar Sangre (Bioxon de México, S.A de C.V)

Disolver 40 gr de material deshidratado en 1 It de agua destilada.
Esterilizar en autoclave a 121° C, 15 Ib de presion de vapor durante 15 min.
Dejar enfriar y agregar 5 % de sangre de carnero desfibrinada estéril.

Distribuir en placas estériles.

Caldo BHI (Bioxon de México, S.A de C.V)
Disolver 37 gr de material deshidratado en 1 It de agua destilada.
Distribuir en tubos de ensaye con rosca.

Esterilizar en autoclave a 121° C, 15 Ib de presion de vapor durante 15 min.

8.5 PREPARACION DE REACTIVOS

» MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol)
Disolver MTT en RPMI-1640 rojo de fenol, hasta una concentracién de 5 mg/ml.
Filtrar con membrana de 0.22 ym.

Guardar a una temperatura de 4° C, hasta su uso.

> SSF estéril
Por cada 100 ml de agua destilada agregar 850 mg de NacCl.

Esterilizar en autoclave a 121° C, 15 libras de presion, durante 15 minutos.

> ACIDO FOSFOTUNGSTICO

El acido es una solucién al 2% ajustada al pH de 7.0 mediante NaOH 1N.
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