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Resumen

La presente investigacion explora el poder biologico del extracto etandlico al
70 % de Triumfetta bogotensis conocida popularmente como “Rata Rata” para
ejercer una accion inhibitoria frente a dos patéogenos de importancia clinica:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 35218. En cuanto
al método, se empled la técnica de Kimby- Bauer, se llevé a cabo un ensayo in-
vitro utilizando el método de excavacion de pozos.

El contenido de humedad alcanzé un 71,66 %, mientras que el rendimiento se
situé en un 39,4 %. Asimismo, muestra una solubilidad notable en medios polares
agua, etanol al 40 %, etanol al 70 % y metanol y, en contraste, permanece
insoluble en disolventes apolares como acetona, benceno y cloroformo. Los
estudios fitoquimicos revelaron una abundante presencia de taninos, saponinas,
glucoésidos y azucares reductores, conferidos con firmeza por la naturaleza del
vegetal. En nuestras pruebas de macrodilucion, el extracto demostré su
capacidad bacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 al alcanzar
los 100 mg/mL, observando a esta concentracion ausencia de microorganismos.
De igual modo, Escherichia coli ATCC 35218 bastaron apenas 50 mg/mL, para
inhibir el crecimiento de estas bacterias.

En nuestros ensayos in vitro, el extracto etandlico al 70 % de Triumfetta
bogotensis, administrado en dosis de 20 mg por cada 50 pL, trazé un anillo de
inhibicion frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 que promedié 18,33 mm,
por su parte, ante Escherichia coli ATCC 35218, el mismo nivel de concentraciéon
del extracto vegetal produjo una zona de inhibicion media de 23,33 mm.
Podemos afirmar que el extracto etandlico al 70 % de Triumfetta bogotensis,
demostrd en el laboratorio una capacidad real para frenar el crecimiento de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 35218.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, Triumfetta bogotensis “Rata-rata”,
Stahylococcus ATCC 25923; Escherichia coli ATCC 35218, excavacion de

POZOs.
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Summary

The present research explores the biological power of the 70% ethanolic extract
of Triumfetta bogotensis, popularly known as 'Rata Rata’, to exert an inhibitory
action against two clinically important pathogens: Staphylococcus aureus ATCC
25923 and Escherichia coli ATCC 35218. Regarding the method, the Kimby-
Bauer technique was employed, and an in-vitro assay was carried out using the
well-digging method.

The moisture content reached 71.66%, while the yield was 39.4%. Likewise, it
shows notable solubility in polar media such as water, 40% ethanol, 70% ethanol,
and methanol, while it remains insoluble in non-polar solvents like acetone,
benzene, and chloroform. Phytochemical studies revealed a substantial presence
of tannins, saponins, glycosides, and reducing sugars, firmly attributed to the
nature of the plant. In our macro-dilution tests, the extract demonstrated its
antibacterial capacity against Staphylococcus aureus ATCC 25923 by reaching
100 mg/mL, with the absence of microorganisms observed at this concentration.
Similarly, only 50 mg/mL was sufficient to inhibit the growth of Escherichia coli
ATCC 35218.

In our in vitro assays, the 70% ethanolic extract of Triumfetta bogotensis,
administered in doses of 20 mg for every 50 uL, traced an inhibition ring against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 averaging 18.33 mm. Similarly, against
Escherichia coli ATCC 35218, the same level of plant extract concentration
produced an average inhibition zone of 23.33 mm. We can affirm that the 70%
ethanolic extract of Triumfetta bogotensis demonstrated a real capacity in the
laboratory to halt the growth of Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Escherichia coli ATCC 35218.

Keywords: Antibacterial activity, Triumfetta bogotensis, Staphylococcus ATCC
25923; Escherichia coli ATCC 35218, well digging.
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Introduccioén

A dia de hoy, a pesar de la gran variedad de farmacos desarrollados en la
medicina moderna, no todos cumplen con los estandares de eficacia o seguridad
que deberian, y algunos presentan efectos secundarios o limitaciones que
pueden afectar la confianza en su uso. Este descubrimiento ha encendido una
chispa de curiosidad tanto en amplios sectores de la poblacion como en la
comunidad cientifica, invitandolos a redescubrir la medicina ancestral como una
via legitima, asequible y plenamente armonizada con la naturaleza para abordar
todo tipo de afecciones.

La medicina tradicional, como su propio nombre sefiala, tiene sus raices en
tiempos ancestrales, donde el uso de plantas medicinales y el conocimiento
empirico sobre sus propiedades se transmitian de generacion en generacion,
hasta llegar a nuestros dias. En ese sentido la flora vegetal, tanto arborea como
arbustiva, constituye el cimiento sobre el cual se erige la medicina tradicional
actual. Siendo mas comun en areas rurales y comunidades indigenas, a donde
las instituciones médicas y la capacidad econdmica para acceder a la medicina
moderna son escasas; por tanto, estas especies vegetales suelen ser el unico
recurso disponible que tienen para la atencion de la salud (1).

En este contexto, una de tantas plantas emplead.,m,.as con fines curativos es la
especie vegetal Triumfetta bogotensis (“Rata-ra.,.ta”), que emerge como una
planta de interés particular debido a su empleo tradicional para tratar diversas
infecciones y afecciones. Impulsados por el deseo de respaldar con rigor
cientifico las bondades terapéuticas de “rata-rata”, este trabajo se centra en
indagar su poder antibacteriano: un extracto etandlico al 70 % de Triumfetta
bogotensis frente a dos adversarios clinicos de gran relevancia —
Staphylococcus aureus y Escherichia coli— bacterias que, con frecuencia, han
demostrado su capacidad para evadir los farmacos tradicionales. La validacion
de su eficacia podria aportar una alternativa terapéutica valiosa y accesible para
la poblacion, especialmente en zonas alejadas de las urbes.

Se hace necesario este estudio a razén de contrarrestar la alarmante tendencia
por la cual se ve un incremento en la denominada tenacidad antibacteriana, que
es, sin lugar a dudas, una dificultad en expansién a escala global, causada
fundamentalmente por esa desconfianza con respecto a la medicina moderna,

en especial por la desconfianza o la tendencia de consumir un medicamento,
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solo hasta que éste logre la sensacion de haber hecho desaparecer el malestar
asociado al cuadro infeccioso o bacteriano que se padezca, y a partir de ello
suspender la ingesta de la medicacion, y es ese accionar el que posibilita la
resistencia de las bacterias hacia los farmacos. En Latinoamérica, las
infestaciones bacterianas de relevancia comienzan a intensificarse su resistencia
de manera alarmante, siendo considerada como un problema serio en todo el
mundo porque aumenta la morbimortalidad y los costos de salud. En general, las
naciones en proceso de desarrollo poseen menores recursos que los paises
industrializados para desarrollar estrategias de contencion. Por lo tanto, aunque
es un problema a nivel mundial, tiene un mayor impacto en las naciones con
mMenos recursos. (2)

Asi pues, motivados por la apremiante necesidad de hallar remedios de origen
natural, dirigimos nuestra investigacion a desentrafar el potencial antibacteriano
del extracto preparado con etanol al 70 % de la planta Triumfetta bogotensis,
conocida carinosamente como “rata-rata”. El cual es utilizado en infusion o
coccidn, para el tratamiento de infecciones estomacales, infecciones urinarias,
diurético, aftas, micosis, adelgazante, antiinflamatorio, analgésico y como

protector gastrico. Se utiliza también como emplasto como un eficaz cicatrizante.

XV



Capitulo |

Generalidades

1.1. Planteamiento del problema

Segun la OMS en los ultimos afos, un porcentaje considerable de la poblacion
global, equivalente al 80%, ha optado por las plantas medicinales como método
para abordar diferentes enfermedades o padecimientos. Esta inclinacion se debe
a la facilidad de acceso y al menor costo que presentan en comparacion con los
farmacos (3). Este resurgir pone de manifiesto como, a nivel mundial, los saberes
ancestrales han recobrado un lugar de honor, movidos tanto por la preocupacion
ante los efectos colaterales que acarrea el uso excesivo de farmacos sintéticos
como por el anhelo de encontrar soluciones terapéuticas sostenibles y en armonia
con nuestro entorno natural (4).

En el ambito latinoamericano, Peru destaca por su vasta riqueza en plantas
medicinales, con mas de 4400 especies identificadas, muchas de las cuales tienen
usos conocidos por las comunidades locales (5). Esta abundancia posiciona al
pais como un centro de biodiversidad y conocimiento tradicional en la region
andina. En Cusco, reconocida como la capital cultural de América en 2007 por la
Organizacion Capital Americana de la Cultura, el aprovechamiento de flora con
propiedades curativas pervive como parte del legado ancestral que ha resistido
las transformaciones ocurridas en las épocas colonial y republicana (6). Informes
recientes destacan que la regidon cusquenfa lidera los estudios etnobotanicos en el
Peru, acumulando un total de 40 divulgaciones que evidencian el interés
académico por esta riqueza cultural y natural (7).

Las medicinas y la terapéutica moderna tienen sus raices en la medicina ancestral,
la cual se ha nutrido de los avances en quimica y bioquimica (4). Hoy dia, las
plantas medicinales emergen como aliados prometedores en la lucha contra
desafios de envergadura por ejemplo, las infecciones bacterianas que hoy
amenazan la salud publica mundial, en gran parte por la proliferacion de cepas
resistentes a los medicamentos convencionales. Esta opcién natural no solo
aporta compuestos bioactivos con efectos terapéuticos comprobados, sino que
también ofrece un enfoque mas armonico y sostenible para frenar el avance de
patogenos rebeldes. Asi, el retorno a la farmacia viva de nuestras comunidades
ancestrales no solo reclama un lugar en la ciencia moderna, sino que apunta a

consolidarse como una estrategia complementaria, asequible y ecolégica para
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salvaguardar el bienestar colectivo (8). Las bacterias poseen mecanismos para
desarrollar y transmitir resistencia, generando infecciones cronicas de dificil
tratamiento (9). Esta situacién ha llevado a una creciente demanda de nuevos
farmacos (10), en un contexto donde los contagios por microorganismos
resistentes (ORMs) se consideran una enfermedad naciente con el potencial de
afectar a toda la poblacion mundial debido a la globalizacion y el intercambio

comercial (11).

Dentro de este marco, la Triumfetta bogotensis, conocida como “Rata Rata”, se
presenta como una planta prometedora. Este arbusto, que alcanza una altura
aproximada de 1.50 m y prospera en zonas humedas de las franjas tropicales
peruanas, es conocido por sus propiedades antiinflamatorias y cicatrizantes (12).
Investigaciones han identificado en esta especie compuestos fendlicos,
particularmente flavonoides, en cantidades significativas (13). Tradicionalmente,
se ha utilizado para tratar infecciones estomacales y urinarias, como diurético,
analgésico, antiinflamatorio, cicatrizante y para combatir aftas y micosis (14).
Ademas, estudios han demostrado que los compuestos fendlicos presentes en
muchas plantas poseen efectos bactericidas y antiinflamatorios (15). asi como una
notable capacidad para neutralizar especies reactivas de oxigeno responsables
del desbalance celular (16).

Impulsados por estos hallazgos previos, este estudio se propone evaluar el poder
del extracto etandlico al 70 % de Triumfetta bogotensis, nuestra “rata-rata”, para
frenar el crecimiento de dos cepas ATCC de relevancia clinica: Staphylococcus
aureus y Escherichia coli. Con ello, buscamos cuantificar su efectividad como
barrera natural frente a estos patdégenos y aportar evidencia solida que respalde
su uso en terapias alternativas. Con esta investigacién nos proponemos ampliar
el acervo cientifico en torno a esta especie, reafirmar su legitimidad en la tradicién
etnomedicinal y sentar las bases para el disefio de nuevas formulas terapéuticas,
capaces de suplir las crecientes carencias que hoy exhiben los antibiéticos de
sintesis.

1.2. Formulacion del problema

¢Presentara actividad antibacteriana in vitro el extracto etandlico al 70% de
Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a cepas de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General
16



Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico al 70%
de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a cepas ATCC de

Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli.

1.3.2. Objetivos Especificos

1.-

Realizar las pruebas preliminares de: Porcentaje de humedad, solubilidad,
rendimiento, analisis fitoquimico cualitativo y control de calidad del extracto

etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”.

2.- Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), del extracto etandlico

al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a cepas ATCC de

Staphylococcus aureus.

3.- Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), del extracto etandlico

al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a cepas ATCC de

Escherichia coli.

4.- Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico al 70% de

Triumfetta bogotensis “Rata Rata” sobre cepas ATCC de Staphylococcus

aureus, en comparacion a los farmacos Clindamicina y Tetraciclina.

5.- Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico al 70% de

Triumfetta bogotensis "Rata-Rata" sobre cepas ATCC de Escherichia coli

en comparacion a los farmacos patrén Ciprofloxacino y Amikacina.

1.4. Justificacion de la investigacion

De conocimiento: A lo largo del periodo, el empleo de las hierbas curativas
se ha fundamentado en saberes practicos, utilizandolas como punto de
partida de remedios elaborados ancestrales. Numerosos medicamentos
que se usan en la actualidad se originan a partir de sustancias terapéuticas.
Estos remedios necesitan de investigaciones previas para el uso de
medicamentos en individuos, es por ello que se debe obtener estudios
cientificos precisos y aplicaciones de las hierbas curativas. Asi, esta
investigacion enriquece profundamente nuestro entendimiento de la
Triumfetta bogotensis la entrafiable “rata-rata” al mismo tiempo que impulsa
su divulgacion consciente y responsable, fomentando un uso mas amplio y
acertado de sus virtudes farmacolégicas en favor de la salud y el bienestar
colectivo.

De prioridad: Frente a la preocupante marea de bacterias que han ido
aprendiendo a sortear nuestros antibiéticos en los ultimos afos, nos

hallamos ante un desafio de gran envergadura y multiples aristas, capaz
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de minar la salud colectiva y exigir respuestas urgentes y creativas: la
principal causa de infecciones en los hospitales de la nacién y con una
prevalencia en aumento de cepas resistentes a medicamentos vy
desinfectantes, estamos motivados a la exploracién de nuevos agentes
antimicrobianos de procedencia vegetal.

De aplicabilidad: Este estudio tiene como propdsito ofrecer nuevas
alternativas terapéuticas con accion antibacteriana frente a Escherichia coli
y Staphylococcus aureus, dos de los agentes patogenos mas comunes y
problematicos en la region, responsables de una gran parte de las
infecciones que afectan a la poblacién local. Con ello, se busca aportar
soluciones efectivas, accesibles y alineadas con el conocimiento tradicional
y cientifico. Este creciente interés ha impulsado el abordaje cientifico del
tema, con el propédsito de corroborar su actividad farmacolégica y
determinar una serie de lineamientos que posibiliten su uso seguro y apropiado,

los que definitivamente va contribuir en la validacién cientifica, de la especie

Triumfetta bogotensis “Rata Rata”.

1.5. Hipétesis

El extracto etandlico al 70 % de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus'y

Escherichia coli.

1.6 Limitaciones

Entre las limitaciones observadas se tuvo:

La escasa informacién bibliografica sobre Triumffeta bogotensis, existe
mayor informacion relacionados al mismo género

La falta de medios de cultivo y farmacos patron en laboratorio, se tienen

otros alternativos, que han sido utilizados numerosas veces.
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Capitulo i

Marco teérico y conceptual

2.1 Vision histérica

Triumfetta bogotensis es un arbusto considerado como maleza, originario de las
regiones tropicales de América. Se desarrolla de forma silvestre en una variedad
de habitats, especialmente en areas de crecimiento secundario como bordes de
caminos sombreados, pastizales, terrenos baldios, margenes de bosques y zonas
donde los ecosistemas han sido alterados o perturbados. Su capacidad de
adaptacion le permite prosperar en suelos diversos y en condiciones poco
favorables, lo que ha facilitado su presencia en multiples entornos rurales, ha sido
catalogado como una especie invasora transformadora en Cuba, aunque algunas
otras fuentes lo consideran nativo de este pais, que se utiliza con objetivos
medicinales, por ejemplo, en Republica Dominicana, se usa como antiinflamatorio,
analgésico y para heridas e infecciones cutaneas. En Guatemala, el extracto
hervido se usa para la ictericia, inflamacion del estbmago y gonorrea. Las ramas
a veces se utilizan para hacer escobas rusticas o cepillos. Ademas, desde el siglo
XX, se la ha usado para la produccion de fibra, dada la resistencia de los tallos
(17).

A finales del siglo XX, con la creciente preocupaciéon por la conservaciéon de la
biodiversidad, los estudios sobre plantas nativas andinas ganaron relevancia. En
el caso de Triumfetta bogotensis, los investigadores comenzaron a examinar su
papel dentro de los ecosistemas de alta montana. En este contexto, se ha
estudiado su distribucidén y su capacidad de adaptacion a diferentes altitudes y
condiciones climaticas. Ademas, se han analizado sus interacciones con otras
especies vegetales y animales, especialmente en el contexto del cambio climatico.
Estos estudios ecoldgicos han puesto de manifiesto la importancia de conservar
especies como Triumfetta bogotensis para mantener el equilibrio de los
ecosistemas andinos. Investigaciones actuales siguen explorando su papel en la
conservacion y su potencial para aplicaciones agroforestales sostenibles. En los
ultimos afios, aunque sigue siendo una especie menos estudiada en comparacion
con otras de su género, los cientificos contindan investigando su posible uso
medicinal y su contribucién a la biodiversidad andina. Si bien no existe una
abundante literatura sobre Triumfetta bogotensis, los estudios sobre la

conservacion de la flora andina y las plantas medicinales en paises como
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Colombia, pueden ofrecer una base para comprender su relevancia actual (18).

2.2. Antecedentes del estudio

2.2.1. Antecedentes internacionales

Martinez M., Sardifa G. y colab. Composicion fitoquimica y propiedades
antibacterianas de Ricinus communis L. Pastos y Forrajes. 2023.

El propédsito fundamental de este estudio consistié en desentrafiar tanto el perfil
fitoquimico como la capacidad inhibidora de los extractos derivados de las hojas
de Ricinus communis L. Para ello, se recolectaron hojas de individuos maduros y
se sometieron a dos procesos de maceracion: uno con etanol al 90 % y otro con
agua destilada, obteniéndose fracciones ricas en distintos metabolitos. La
investigacion sobre la actividad antimicrobiana de los extractos se llevd a cabo
mediante el método de difusidon en agar con pocillos, evaluando su potencial
inhibitorio sobre diversos microorganismos. Se analizé la respuesta tanto de
bacterias Gram negativas (incluyendo Escherichia coli con referencia ATCC
25922, especies de Proteus, y Klebsiella pneumoniae) como de una cepa Gram
positiva representativa (Staphylococcus aureus ATCC 25923). El analisis
fitoquimico preliminar arrojé hallazgos significativos, destacandose una
considerable concentracion de compuestos polifendlicos como los flavonoides,
junto con una marcada presencia de estructuras terpenoides y diversos
compuestos tanicos. En contraste, el screening revelo niveles intermedios de otros
metabolitos secundarios de interés farmacoldgico, especificamente esteroides,
compuestos saponinicos y estructuras cumarinicas, los cuales se manifestaron en
cantidades detectables pero comparativamente mas discretas que los primeros
grupos mencionados. La cuantificacion de fenoles totales alcanz6 valores de
56,5 mg/g de peso fresco, indicando una elevada carga de compuestos fendlicos.
Ademas, el extracto etandlico mostré6 un contenido superior de azucares
reductores y proteinas solubles, y se distinguié por exhibir una actividad
antibacteriana especialmente pronunciada contra S. aureus y Proteus sp., lo que
sugiere un prometedor potencial terapéutico de esta planta en el desarrollo de
agentes antimicrobianos alternativos. En contraste, el efecto inhibidor fue menos
notable frente a E. coli y Klebsiella sp. En conclusion, los resultados evidencian
que dichos extractos poseen propiedades antibacterianas prometedoras para el
tratamiento de enfermedades infecciosas, lo que respalda la necesidad de
continuar con estudios que avalen su posible incorporacion en la medicina

tradicional. (19).
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BELATTAR H., HIMOUR S. P., Cribado fitoquimico y evaluacién de la
actividad antimicrobiana del extracto metandlico de Ficus carica.
Universitario Abdelhafid Boussouf Mila. Argelia. 2021.

La investigacion actual fue disefiada con el objetivo fundamental de examinar
exhaustivamente las propiedades antimicrobianas manifestadas por los extractos
obtenidos mediante solventes metandlicos a partir del material foliar de Ficus
carica, comunmente conocida como higuera, especificamente de especimenes
que prosperan en el ecosistema edafico caracteristico de la region argelina. Esta
exploracion cientifica buscd determinar con precision el potencial terapéutico de
estos compuestos bioactivos contra diversos patdgenos, contribuyendo asi al
creciente corpus de conocimiento etnofarmacolégico asociado con esta especie
vegetal de considerable importancia histérica y medicinal en la cuenca
mediterranea. La seleccion de ejemplares procedentes del territorio argelino
afade una dimension geografica relevante al estudio, permitiendo analizar la
influencia de las condiciones ambientales especificas de esta region norteafricana
en la composicion fitoquimica y consecuente actividad biolégica del material
vegetal investigado. Para ello, se aplico el método de difusion en disco,
examinando la eficacia de dichos extractos frente a cuatro patégenos de gran
relevancia clinica: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae. De manera simultanea, se efectudé un riguroso
cribado fitoquimico con el fin de identificar y caracterizar los principales
metabolitos secundarios presentes en la matriz vegetal. Los analisis cualitativos
pusieron de relieve una abundante presencia de flavonoides, saponinas, taninos
y alcaloides, compuestos a los que se atribuye el notable poder antimicrobiano
observado en los ensayos. En conjunto, los hallazgos sugieren que la riqueza
fitoquimica de las hojas de higuera, en particular sus flavonoides y taninos, podria
constituir la base de nuevos agentes antibacterianos de origen natural, dignos de
estudio mas detallado y eventual aplicacion farmacéutica. La investigacién reveld
un hallazgo de especial relevancia relacionado con la selectividad antimicrobiana
del preparado vegetal. Especificamente, el extracto bruto obtenido mediante
extraccidon metandlica demostré una capacidad inhibitoria notablemente superior
cuando se enfrentd a microorganismos pertenecientes al grupo de bacterias Gram
positivas. Este fendémeno contrastdé significativamente con la actividad
antimicrobiana mas moderada que el mismo extracto exhibid frente a los

microorganismos clasificados como Gram negativos. Esta diferencia en la
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susceptibilidad bacteriana puede explicarse por las caracteristicas estructurales
distintivas de ambos grupos microbianos. Las bacterias Gram positivas presentan
una envoltura celular menos compleja, con una gruesa capa de peptidoglicano,
pero sin la membrana externa adicional que caracteriza a las Gram negativas.
Esta arquitectura celular mas sencilla facilita la penetracion de los compuestos
bioactivos presentes en el extracto, permitiendo que alcancen sus dianas celulares
con mayor facilidad y, consecuentemente, manifestando un efecto inhibitorio mas
pronunciado. Los componentes fitoquimicos identificados previamente en el
extracto, como flavonoides, terpenoides y taninos, probablemente interactuan de
manera sinérgica para comprometer la integridad de la pared celular de las
bacterias Gram positivas, alterando procesos metabdlicos esenciales o
interfiriendo con mecanismos clave para su supervivencia. La barrera adicional
que poseen las bacterias Gram negativas, constituida por una membrana externa
con lipopolisacaridos, representa un obstaculo formidable para la penetracién de
estos compuestos bioactivos, lo que explicaria la respuesta diferencial observada
en los ensayos antimicrobianos. Estos hallazgos sugieren el prometedor
desarrollo de nuevos agentes antibidticos alternativos basados en los
componentes de las hojas de higuera. (20)

FLOREZ RESTREPO L. Y VARGAS VELASQUEZ S. Evaluacién de la
capacidad de coagulacion/floculacion de extractos de material vegetal
nativo. Universidad Catélica de Manizales. 2021.

Voy a parafrasear y enriquecer el texto sobre la investigacion de extractos
naturales para tratamiento de aguas residuales: El estudio cientifico que se
presenta en este documento se centré en la evaluacion sistematica del potencial
coagulante y floculante de dos extractos vegetales obtenidos de especies nativas:
Heliocarpus popayanensis, conocida vernaculamente como "Balso Blanco" (BB),
y Triumfetta bogotensis, denominada comunmente "Cadillo de Bogota" (CB). El
objetivo fundamental consisti6 en determinar la eficacia de estos compuestos
bioactivos cuando son aplicados especificamente en los procesos de depuracion
de efluentes domésticos. Esta investigacion se inscribe en la creciente tendencia
hacia la busqueda de alternativas sostenibles para el tratamiento de aguas
residuales, utilizando recursos fitoquimicos autoctonos que ofrecen ventajas
significativas frente a los agentes quimicos convencionales. El enfoque
metodoldgico adoptado permitio examinar minuciosamente el comportamiento de

estos extractos vegetales en las fases criticas de coagulacion (donde se
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neutralizan las cargas de los coloides) y floculacion (donde se forman agregados
de particulas que facilitan su precipitacion). La seleccion de especies
pertenecientes a la flora regional para este propdsito responde a la necesidad de
desarrollar tecnologias apropiadas que aprovechen la biodiversidad local como
fuente de compuestos con propiedades fisicoquimicas adecuadas para la
clarificacion del agua. Estos materiales vegetales, ricos en polimeros naturales
como polisacaridos, proteinas y taninos, representan una alternativa prometedora
frente a los coagulantes sintéticos, ofreciendo beneficios desde perspectivas
ambientales, econdmicas y de salubridad publica. La investigacion abord6 de
manera integral la caracterizacion de estos extractos, su dosificacion éptima y los
mecanismos involucrados en su interaccién con los contaminantes presentes en
las aguas residuales domésticas, con el propdésito ultimo de establecer protocolos
eficientes para su implementacion en sistemas de tratamiento a diversas escalaS.
En la primera etapa, la aplicacion de 11 mL del extracto CB consiguié una notable
reduccion del 63,8 % en la turbidez inicial. A fin de optimizar las condiciones de
tratamiento, se determind que un pH de 5 resultaba ideal para ambos
biocoagulantes manteniendo inalterada la dosis de 11 mL. Bajo este entorno
acido, el preparado de BB elevd la eliminacion de particulas turbias hasta un
68,2 %, mientras que el de CB alcanzd un sobresaliente 84,5 %. Estos hallazgos
ponen de relieve el extraordinario potencial de estos compuestos vegetales para
la clarificacién eficiente de aguas contaminadas, abriendo camino a soluciones
mas verdes y sostenibles en el tratamiento de efluentes domésticos. (21)

CHAFLA-MOINA, A.; SILVA-DELEY, M. Evaluaciéon in vitro del efecto
antibacteriano de los extractos de bidens pilosay eryngium foetidum. 2023.
El presente trabajo se planted con la noble aspiracion de desentrafar el poder
antibacteriano del acido galico y la catequina frente a dos bacterias de relevancia
meédica: Helicobacter pylori y Escherichia coli. Para ello, se implementaron cultivos
tanto en medios solidos (TSA y LB) como en suspensién liquida, valiéndose de la
espectrofotometria a 600 nm para monitorizar el crecimiento microbiano, del
conteo de unidades formadoras de colonias (CFU/mL) para cuantificar la viabilidad
bacteriana, y de la evaluacion de la zona de inhibicidn para medir el alcance del
efecto bacteriostatico. Con este enfoque integral, se buscé no solo medir la
capacidad de estos compuestos fendlicos de frenar el desarrollo de dichos
microorganismos, sino también ofrecer una vision precisa de sus posibles

aplicaciones terapéuticas. Se prepararon soluciones de los compuestos en DMSO
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al 10%, y se determin6 que el acido galico inhibié H. pylori con concentraciones
tan bajas como 0,6 mg/mL y E. coli desde 2,5 mg/mL. El analisis comparativo de
la actividad antibacteriana revel6 diferencias notables entre los compuestos
polifendlicos estudiados. El acido galico demostrd un potencial inhibitorio superior,
requiriendo concentraciones significativamente menores para lograr el efecto
antimicrobiano deseado. En contraste, la catequina exhibi6 una eficacia
considerablemente reducida, necesitando concentraciones sustancialmente mas
elevadas para alcanzar niveles comparables de inhibicion—especificamente 0,8
mg/mL para un patégeno y 7,5 mg/mL para el segundo microorganismo evaluado.
Los estudios cinéticos proporcionaron evidencia adicional sobre la susceptibilidad
diferencial de los microorganismos analizados. Helicobacter pylori mostré una
vulnerabilidad particularmente notable frente a estos compuestos bioactivos. Esta
sensibilidad quedo claramente documentada mediante el analisis cuantitativo de
unidades formadoras de colonias (CFU), donde se observé una disminucion
estadisticamente significativa en la viabilidad celular tras apenas 90 minutos de
exposicidon a una concentracion de 1 mg/mL de acido galico. Estda marcada
diferencia en la sensibilidad microbiana puede atribuirse a las caracteristicas
estructurales distintivas de H. pylori, incluyendo particularidades en la
composicidon de su membrana celular y mecanismos de resistencia menos
robustos frente a compuestos fendlicos. La rapida cinética de inhibicion sugiere
que el acido galico podria interferir con procesos celulares esenciales para la
supervivencia de este patdgeno gastrico, posiblemente alterando la integridad de
su membrana o interrumpiendo vias metabdlicas criticas. Aunque se detectd un
efecto sinérgico, este dependié de las concentraciones de ambos polifenoles. Se
concluye que estos compuestos, especialmente el acido galico, tienen un alto
potencial antibacteriano y podrian ser alternativas frente a infecciones resistentes.
(22)

2.2.2. Antecedentes nacionales

TOLEDO NAUTO M. Estudio fitoquimico, evaluacion de la actividad
antioxidante y antimicrobiana de la corteza de “Triumfetta semitriloba”
JACQ (MOTECCEPO) y analisis de parametros reolégicos del mucilago.
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, FACULTAD DE
QUIMICA DE INGENIERIA QUIMICA. 2015.

El estudio tuvo como objetivo evaluando su actividad antioxidante vy

antimicrobiana, asi como los parametros reologicos de su mucilago. Mediante el
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analisis fitoquimico, se identificaron metabolitos secundarios como taninos
condensados, flavonoides y saponinas. La actividad antioxidante fue significativa,
con un CI50 de 21,08 pg/mL en el extracto metandlico, lo que destaca la presencia
de polifenoles. Los estudios revelaron que Triumfetta semitriloba demostré
capacidad inhibitoria significativa contra dos patdégenos bacterianos de
importancia clinica: Staphylococcus aureus (Gram positivo) y Escherichia coli
(Gram negativo). Sin embargo, resulta notable que los extractos evaluados no
manifestaron efecto antimicrobiano detectable frente a Bacillus subtilis, sugiriendo
una selectividad en su mecanismo de accion. La investigacion permite concluir
que T. semitriloba constituye una especie vegetal con considerable potencial
farmacoldgico para el desarrollo de productos fitoterapéuticos. Este potencial se
fundamenta en tres propiedades bioldgicas principales identificadas en los
extractos: su capacidad antioxidante, que podria contribuir a neutralizar radicales
libres; su actividad antimicrobiana selectiva contra patégenos relevantes; y sus
caracteristicas reoldgicas, que resultan ventajosas para la formulacién de
preparados farmacéuticos. Sin embargo, se sugiere ampliar los estudios para
confirmar su aplicabilidad en la industria farmacéutica y alimenticia (23).
RAMIREZ NADIR, Formulacion de extractos vegetales para el control de
enfermedades agricolas. UNIVERSIDAD AGRARIA LA MOLINA, FACULTAD
DE AGRONOMIA. 2021

Los analisis microbiolégicos evidenciaron que los extractos de Triumfetta
semitriloba ejercen una accion inhibitoria considerable frente a Staphylococcus
aureus (microorganismo Gram positivo) y Escherichia coli (microorganismo Gram
negativo), ambos considerados patégenos de relevancia en el ambito clinico. En
contraste, los mismos extractos no demostraron capacidad para inhibir el
crecimiento de Bacillus subtilis, lo cual sugiere una especificidad en los
mecanismos antimicrobianos de esta planta.

Los resultados obtenidos permiten establecer que T. semitriloba representa un
recurso fitoquimico valioso para el desarrollo de productos farmacéuticos de
origen natural. Su valor terapéutico potencial se sustenta principalmente en tres
propiedades biologicas documentadas: primero, su actividad antioxidante capaz
de contrarrestar especies reactivas de oxigeno; segundo, su efecto antimicrobiano
especifico contra determinados patdgenos; y tercero, sus propiedades reoldgicas
favorables para la formulacion farmacéutica. Los hallazgos obtenidos revelan que

el disefio de una formulacion con extracto vegetal descansa esencialmente en dos
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pilares: las propiedades quimicas intrinsecas de los compuestos activos y la
modalidad de presentacidén deseada. En la fase inicial del desarrollo de
fitofarmacos, resulta fundamental considerar las caracteristicas fisicoquimicas
intrinsecas de cada compuesto bioactivo. Especificamente, las propiedades
moleculares como su distribucién de polaridad, comportamiento de solubilidad en
diversos medios solventes y sus interacciones potenciales con los excipientes
seleccionados constituyen factores determinantes para la identificacion de los
componentes auxiliares mas apropiados. Este analisis meticuloso permite
asegurar tanto la estabilidad a largo plazo de la formulacién como el perfil de
liberacién 6ptimo del componente terapéuticamente activo. En una segunda etapa
decisiva, la determinacion del sistema de administracion farmacéutica pudiendo
optarse por sistemas emulsionados, formulaciones pulverulentas, preparaciones
en suspension, matrices tipo gel o sistemas encapsulados se fundamenta en un
analisis dual. Por una parte, se consideran parametros economicos cruciales
incluyendo los costes asociados al proceso productivo y la viabilidad comercial del
producto. Paralelamente, se evalua la concentracién efectiva del extracto vegetal
que podra incorporarse en la composicion final del preparado, factor que influye
decisivamente en la eficacia terapéutica del fitofarmaco desarrollado.

Esta aproximacion metodologica, que contempla tanto aspectos moleculares
como tecnologicos y economicos, garantiza el desarrollo racional de
formulaciones fitofarmacéuticas con propiedades optimizadas para su aplicacion
clinica o cosmética. De este modo, conjugar los rasgos quimicos de los
metabolitos con las exigencias de escalabilidad y viabilidad comercial permite
concebir formulaciones 6ptimas, que maximicen tanto la eficacia del extracto como
la eficiencia de su manufactura. A modo de sintesis final, basado en los hallazgos
de la presente investigacion, se establece un criterio cuantitativo de eficacia para
extractos vegetales formulados. Especificamente, se determina que para
considerar que un extracto vegetal posee verdadero potencial de aplicabilidad en
condiciones reales o ensayos de campo, este debe demostrar una actividad de
control superior al umbral del 85%. Este parametro constituye un punto de
referencia critico que permite discriminar entre formulaciones con potencial
comercial y aquellas que requieren optimizacion adicional. Esta exigencia
porcentual refleja la necesidad de garantizar una eficacia robusta cuando el
producto sea aplicado en entornos no controlados, donde variables ambientales,

biolégicas y agronomicas pueden influir en su desempeiio. La implementacion de
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este estandar de calidad asegura que unicamente los extractos vegetales con
propiedades bioactivas excepcionalmente potentes avancen hacia fases
posteriores de desarrollo, contribuyendo asi a la generacion de fitofarmacos con

verdadera relevancia practica y competitividad en el mercado. (24)

2.2.3. Antecedentes locales

MAMANI MORALES, CALIPSO Y. Evaluacion del efecto antiulceroso y
toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico al 70% de la corteza de
Triumfetta bogotensis (RATA - RATA) en animales de experimentacion.
Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco, Facultad de Farmacia y
Bioquimica. (2017).

El estudio cientifico se centré6 en investigar dos aspectos fundamentales
relacionados con un extracto especifico obtenido de Triumfetta bogotensis,
comunmente conocida como "Cadillo de Bogota". En particular, los investigadores
prepararon un extracto hidroalcohdlico al 70% a partir de la corteza de esta planta,
con el propdsito de examinar tanto sus propiedades terapéuticas antiulcerosas
como su potencial toxicidad en modelos murinos. La caracterizacién fitoquimica
preliminar del extracto revelé un perfil de metabolitos secundarios diverso y
significativo. Se identificaron principalmente glicdésidos (azucares conjugados),
compuestos con propiedades astringentes (probablemente taninos), saponinas en
forma de glucésidos, una variedad de estructuras fendlicas (posiblemente
flavonoides y acidos fendlicos), asi como una fraccion minoritaria de aminoacidos.
Esta composicidbn sugiere un potencial farmacolégico considerable,
particularmente por la presencia de compuestos fendlicos y saponinas,
previamente asociados con efectos gastroprotectores en otras especies
vegetales. El modelo experimental empleado, basado en roedores de laboratorio,
permitié evaluar simultaneamente la eficacia del extracto para prevenir o mitigar
lesiones ulcerosas gastricas y determinar si su administracion conlleva efectos
adversos significativos que pudieran limitar su aplicacion terapéutica. Esta
aproximacion dual resulta fundamental desde una perspectiva farmacologica, ya
que establece no solo la eficacia sino también el margen de seguridad del extracto
vegetal estudiado. Esta investigacion se enmarca en la tendencia creciente hacia
la validacion cientifica de plantas medicinales tradicionalmente utilizadas en
diversas culturas, aportando evidencia experimental sobre los posibles

mecanismos de accidon y composicion quimica que sustentan sus usos
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etnobotanicos. La aplicacion del extracto se tradujo en una atenuacién notable de
las lesiones gastricas: Cuando se aplicaron 300 mg/kg, las heridas registraron una
disminucién del 78,85%, en cambio, al elevar la dosis a 500 mg/kg, la remision
llegd6 a un asombroso 99,42%. Estos descubrimientos resultaron ser
estadisticamente relevantes (p < 0,05), lo que apoya firmemente el efecto de
proteccion del farmaco sobre la mucosa gastrica. La investigacion histopatologica
evidencié que el conjunto de 500 mg/kg demostrdé la mayor proteccién de los
tejidos, preservando la mayoria de las estructuras sin alteraciones, en
contraposicion a los conjuntos de 200 y 300 mg/kg, en los que se registré un dafio
tisular inferior como la erosion y la hipertrofia. En el grupo control, se observo tejido
fragmentado, una excesiva congestion vascular y necrosis. Al analizar las
consecuencias perjudiciales, se not6 que las dosis altas provocaron salivacion
excesiva, miccidn frecuente, heces blandas y convulsiones. La dosis de 20,000
mg/kg provoco la muerte del 50% de los animales en 40 minutos, definiendo la
dosis mortal media (DL50). Para concluir, el extracto hidroalcohdlico de Triumfetta
bogotensis demostré un prometedor efecto antiulceroso, pese a que a dosis
elevadas mostr6 una toxicidad significativa, siendo considerado como
relativamente seguro de acuerdo con el criterio de William. (14).

HUAYTA Y., PORTILLO K. Determinacion de la actividad antioxidante y
actividad antibacteriana in vitro frente a cepas de Eschericia coli ATCC
25922 y Staphylococcus aureus ATCC 29213, del hongo comestible Agaricus
bisporus (J.E. LARGE) imbach.; cultivada en la zona andina de la regién
Cusco. Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco. Facultad de

Farmacia y Bioquimica. 2023.

El estudio tiene como objetivo estudiar al hongo comestible de genero Agaricus
bisporus y determinar su actividad antibacteriana frente a cepas ATCC de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus y su capacidad antioxidante. El perfil
bioactivo del hongo comestible se explor6 empleando el ensayo DPPH para
determinar su poder antioxidante, mientras que la capacidad antimicrobiana se
valor6 mediante la técnica de macro-dilucién. Los resultados pusieron de
manifiesto que este taxdn micoldgico exhibe una notable actividad quelante de
radicales libres, confirmando su potencial antioxidante. En relacion con la accion
frente a agentes patégenos, se identificd un efecto bacteriostatico puntual contra
Escherichia coli, observandose una inhibicion del crecimiento bacteriano a una

concentracion minima de 14 ug/mL. Este hallazgo resalta el potencial del
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compuesto evaluado como un agente con propiedades antimicrobianas
especificas, lo cual resulta especialmente relevante al considerar la necesidad de
alternativas efectivas para el control de bacterias comunes en distintos contextos
biotecnolégicos y clinicos. No obstante, frente a Staphylococcus aureus no se
registro actividad discernible dentro del rango de concentraciones evaluado. Estos
hallazgos sugieren que, aunque el extracto fungico es prometedor como fuente de
antioxidantes naturales, su espectro antibacteriano podria estar circunscrito a
determinados microorganismos, lo que invita a profundizar en estudios sobre los
mecanismos involucrados y en la posible optimizaciéon de sus fracciones
bioactivas. Se concluye que Agaricus bisporus posee actividad antioxidante, lo
que evidencia su potencial como fuente natural de compuestos bioactivos con
capacidad para neutralizar radicales libres. Sin embargo, en cuanto a su efecto
antimicrobiano, dicha actividad solo se manifiesta frente a la cepa de Escherichia
coli, mientras que no se observé ningun efecto inhibidor sobre Staphylococcus, lo
que sugiere una selectividad en su accion bacteriostatica que merece ser
explorada en estudios posteriores. (25).

2.2.4. Estado de la cuestion

Frente a la limitada informacién disponible acerca de las propiedades
antibacterianas y el potencial antioxidante de Triumfetta bogotensis —mas
conocida en el argot popular como “Rata Rata”— se llevo a cabo una exhaustiva
revision de la literatura cientifica. A través de un riguroso escrutinio de estudios
previos, bases de datos especializadas y trabajos etnobotanicos, se recolectaron
y contrastaron evidencias dispersas, con el fin de trazar un panorama integral de
esta especie vegetal y sus posibles aplicaciones farmacolégicas. Para ello, se
acudié a monografias clasicas y modernas de botanica y farmacognosia, se buce6
en articulos cientificos publicados en revistas de prestigio internacional, y se
examino con detalle la documentacion procedente de investigaciones nacionales
y tesis de grado locales. Este recorrido documental permitidé contrastar
metodologias, comparar perfiles fitoquimicos descritos en otras latitudes y
delimitar con precision los vacios de conocimiento; al mismo tiempo, sirvid para
identificar compuestos de interés como flavonoides, taninos y saponinas cuya
presencia en especies afines sugiere un prometedor abanico de actividades
bioldgicas. Asi, la revisidn no solo puso en contexto lo ya sabido acerca de la
familia Malvaceae, sino que también sentd las bases conceptuales para disenar

futuros ensayos que confirmen, cuantifiquen y amplien el entendimiento de las
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virtudes terapéuticas de la “Rata-rata”.

Como resultado se obtuvo que existen algunos libros que citan la especie en
estudio y le atribuyen actividades antibacterianas, antinflamatorias, analgésicas,
cicatrizante, antiulceroso entre otras. Rozas B. llevo a cabo investigaciones con
hojas de Triumfetta semitriloba Jacquin en modelos animales de experimentacion,
evidenciando tanto su efecto antiinflamatorio como la presencia de ciertos niveles
de toxicidad. Estos resultados aportan informacion relevante sobre las
propiedades farmacoldgicas de la planta, destacando su potencial uso terapéutico,
pero también la necesidad de un analisis cuidadoso respecto a su seguridad y
dosificacion. En estudios internacionales encontrados tenemos: Caceres A.
Samayoa B. Fletes L. realizé un tamizaje antibacteriano de 154 plantas usadas
medicinalmente en Guatemala, con énfasis en el uso antibacteriano en el que
determinaron la capacidad antibacteriana sobre nueve bacterias, obteniéndose
que 67 plantas tienen actividad antibacteriana contra por lo menos una de las
nueve bacterias (27). En un estudio orientado a analizar la composicion y las
propiedades antimicrobianas del aceite esencial de Triumfetta rhomboidea Jacq.,
las evaluaciones realizadas revelaron una actividad antimicrobiana leve frente a
las cepas de Escherichia coli y Enterococcus hirae. Estos resultados sugieren que,
si bien el aceite esencial posee cierto efecto inhibidor sobre estos
microorganismos, su eficacia es limitada, lo que indica la necesidad de
investigaciones adicionales para determinar sus posibles aplicaciones
terapéuticas o su combinacién con otros agentes bioactivos (28). Otro estudio
donde evaluan la actividad antitumoral y antioxidante de Triumfetta rhomboidea
contra carcinoma de ascitis de Ehrlich con ratones albinos suizos, mostro una

actividad antitumoral y antioxidante significativa. (29).

A nivel nacional, Toledo Nauto M. llevé a cabo un exhaustivo estudio fitoquimico
sobre la corteza de Triumfetta semitriloba, complementado con la evaluacion de
su capacidad antioxidante y antimicrobiana. En dicho trabajo se identificaron
diversos metabolitos secundarios entre ellos saponinas, esteroides, taninos,
flavonoides y cumarinas que confieren a la especie un notable potencial bioactivo.
La actividad antioxidante, medida mediante la concentracién inhibitoria media
(Clsp), alcanzo un valor de 21,08 pg/mL en el extracto acuoso, lo cual demuestra
una eficacia comparable a la de antioxidantes de referencia. Por otro lado, los
ensayos de actividad antibacteriana evidenciaron que la corteza de Triumfetta
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semitriloba presenta un efecto inhibitorio significativo frente a Staphylococcus
aureus y Escherichia coli, lo cual refuerza su perfil farmacologico y la posiciona
como una fuente prometedora para el desarrollo de agentes terapéuticos de
origen vegetal. Estos hallazgos no solo destacan su potencial en el ambito de la
fitoterapia, sino que también motivan investigaciones mas profundas orientadas a
su aplicacion clinica y formulacion segura (23).
En el marco de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, la investigadora
Mamani Morales Calipso Y. llevé a cabo un estudio in vivo utilizando el extracto
hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis, centrando su
investigacion en la evaluacion de su capacidad antiulcerosa, asi como en la
caracterizacion de su perfil de toxicidad aguda. Esta investigacién aporta
evidencia relevante sobre el potencial terapéutico de la especie, abriendo nuevas
posibilidades para su aplicaciéon en el tratamiento de afecciones gastrointestinales,
siempre considerando los aspectos de seguridad asociados a su uso. Los
resultados demostraron que dicha formulacion ejerce un efecto protector
sobresaliente sobre la mucosa gastrica, reduciendo significativamente Ila
formacion de ulceras en los modelos animales empleados, al tiempo que mostré
una toxicidad aguda minima y bien tolerada. Estos hallazgos respaldan el uso
tradicional de “Rata Rata” como coadyuvante en el tratamiento de dolencias
gastricas y sugieren un alto margen de seguridad para su posible aplicacion
terapéutica (14).
2.3. Bases tedrico cientificas
2.3.1. Aspectos botanicos
2.3.2. Clasificacion taxonémica
DIVISION: Angiosperma
CLASE: Equisetopsida
ORDEN: Malvales
FAMILIA: malvaceae
GENERO: Triumfetta
ESPECIE: Triumfetta bogotensis DC

Nombre cientifico: Triumfetta bogotensis.

” 13 ” ” 13 “*

Nombre comun: “Rata Rata”, “Yunca ratarata”, "curur curur®, “candillo de burro®,

({11

“‘pega pega“, “Carnaval®, “huayo”, “Caballusa“.

Grafico N° 1
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Triumfetta bogotensis (Rata-rata)

Fuente: Lorda. Catalogo Floristico de Navarro.2013. (30)

El arbusto perenne “Rata Rata” (Triumfetta bogotensis) puede alcanzar una altura
de 1,5 metros y se encuentra en zonas humedas de las regiones tropicales del
pais. llustracién N° 1.

El "Rata Rata" se caracteriza por presentar un tallo semilefioso recubierto por una
corteza externa de tonalidad grisacea. Sus ramas terminales poseen una
superficie pilosa, mientras que sus hojas, de forma eliptica, exhiben tres
nervaduras principales, un margen aserrado distintivo y una cubierta de tricomas
estrellados. Estas particularidades morfoldégicas permiten su identificacion
botanica y sugieren adaptaciones estructurales que podrian estar relacionadas
con su ecologia y posibles aplicaciones etnobotanicas. Las estipulas, que son las
pequefias hojas que acompafan a las hojas principales, son largas y persistentes
(30). Las flores del "Rata Rata" emergen en las axilas de las hojas, es decir, en
los puntos de union con el tallo, y se distinguen por una corola de color amarillo o
amarillo amarronado. En cuanto a sus frutos, estos son aquenios de forma
esférica, indehiscentes (no se abren al madurar) y cubiertos de espinas, lo que
facilita su dispersion al adherirse al pelaje de los animales. Ademas, la corteza de
la planta presenta una caracteristica particular: al separarse, se desprende en tiras
largas, lo que también constituye un rasgo util para su identificacion morfologica
(31).

2.3.3. Usos

Las cortezas pulverizadas en su estado natural se emplean como antiinflamatorio
para tratar dolencias reumaticas. (23) Para fortalecer y evitar la caida de la cabellera,

se recomienda lavarlo diariamente con la sustancia viscosa que se extrae de la
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corteza de la planta. La misma sustancia, aplicada sobre las heridas, actua como
un eficaz cicatrizante. Las quemaduras se pueden tratar con un emplasto de
cortezas, que se prepara sumergiéndolas en agua tibia y luego aplicandolas sobre
la zona afectada. (23) La corteza de la planta tiene propiedades antiulcerosas. Se
hierve en agua, se filtra y se toma sin haber desayunado para combatir las ulceras.
(23) Para aclarar el vino, se utiliza la sustancia viscosa de la planta, que se coloca
dentro del recipiente donde se encuentra el vino. (23) La savia es mas o menos
mucilaginosa. El extracto hervido de la planta se utiliza como un remedio para la
ictericia; para el tratamiento de la inflamacion del estomago; y para la gonorrea (32)
Asimismo, puede desempefiar o proporcionar una actividad antiinflamatoria,

analgésica (traumatismo), heridas e infecciones dermatolégicas (27)

2.3.4. Descripcion de las cepas utilizadas
2.3.4.1. Staphylococcus aureus
2.3.4.1.1. Clasificacion cientifica Staphylococcus aureus
Posicion taxondmica.
Reyno : Procariotas
Division : Bacterias
Seccién : Cocos gram positivos
Clase : Bacilli
Orden : Bacillales
Familia . Staphylococcaceae
Género : Staphylococcus
Epiteto especifico : Staphylococcus aureus (28).
2.3.4.1.2. Descripcion de la bacteria en estudio
Las bacterias cocos se relacionaron primera ocasion con enfermedades en
humanos al ser detectadas en pus de apostemas. En el afio 1880, el cirujano
escocés Sir Alexander Ogston identificd que un conjunto de cocos dispuestos en
forma de racimo era el agente responsable de la formacion de abscesos
purulentos en el ser humano. Este hallazgo fue fundamental para la comprension
de las infecciones bacterianas, ya que permitid asociar por primera vez a
Staphylococcus aureus con procesos infecciosos supurativos, marcando un hito
en la historia de la microbiologia y la medicina clinica. Pasteur arrib6 a una
deduccion analoga de manera simultanea, pero en Paris. En 1882, Ogston
nombro a estas bacterias como "Staphylococcus”, del griego "Staphile" (racimo de

uvas) y "kokkus" (frutilla). Desde el punto de vista morfolégico, Ogston propuso
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este término para diferenciarlas de las bacterias estreptocécicas, caracterizadas
por su disposicién en cadenas. Ogston evidencié que la inoculacion de pus con
cocos en ratones generaba idéntica sintomatologia que en humanos. A su vez,
observo que la aplicacion de calor al pus y su tratamiento con fenol anticipaba la
enfermedad. (29)
Staphylococcus aureus suele colonizar de forma habitual la nasofaringe, asi como
otras zonas humedas del cuerpo, como los pliegues inguinales y las axilas. Estas
areas proporcionan un ambiente propicio para su supervivencia y proliferacion, lo
que explica su presencia frecuente como parte de la microbiota humana, aunque
también representa un riesgo potencial cuando ocurre una disrupcion en las
barreras inmunoldgicas o cutaneas. En la parte delantera de la nariz, la adhesion
parece ser influenciada por el nivel de acidos teicoicos. Se calcula que alrededor
del 20-30% de los adultos son portadores en la nariz. A lo largo del tiempo,
aproximadamente el 30% de las personas podrian ser portadoras de por vida, el
50% portadora inconstante y el 20% no esta colonizada. Ciertos grupos de
personas, como el personal sanitario, pacientes en hemodialisis, diabéticos, y
adictos a drogas intravenosas, pueden tener una tasa de colonizacion mayor.
aunque S. aureus tiene muchas caracteristicas de patogenicidad, es posible que
logre coexistir con el organismo como forma parte de su microbiota habitual sin
provocar perjuicios. Sin embargo, a veces esta armonia puede romperse. Los
portadores pueden transferir bacterias desde las fosas nasales en distintas zonas
de la piel, a pesar que normalmente hay inmunidad a la colonizacion de la piel
sana. No obstante, una lesion (a menudo inadvertido) puede permitir la entrada
del microorganismo. Por lo tanto, en situaciones de infeccion, Staphylococcus
aureus frecuentemente puede tener un origen enddgeno, es decir, provenir
del propio microbiota del paciente. Esto subraya la importancia de
comprender su colonizacion habitual para manejar adecuadamente las
infecciones y prevenir su diseminacion, especialmente en entornos clinicos donde
las barreras defensivas pueden estar comprometidas. (29)
2.3.4.1.3. Morfologia
Son bacterias redondas, de coloracién Gram positiva, con tendencia a unirse en
formaciones compactas. Su tamafo ronda la micra. Para su visualizacion, se
precisa aislar la cepa en una placa de Petri. Este aislamiento facilita la observacion
de los atributos de los grupos de bacterias. En entornos de cultivo no especificos,

S. aureus presenta colonias con un diametro entre 1 y 3 mm, de superficie lisa,
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ligeramente aumentadas, con margenes completos, ligeramente curvadas hacia
afuera y tipicamente con coloracion que va desde el beige hasta el amarillo (29).
La produccion de pigmento aumenta si los cultivos se mantienen incubados
durante un periodo adicional de 24 a 48 horas a temperatura ambiente. En el caso
del crecimiento en agar con sangre de oveja, se puede notar una region de [3-

hemolisis alrededor del grupo de bacterias. (29)

2.3.4.1.4. Mecanismo de resistencia a los antibiéticos

Se han detectado al menos tres formas en que S. aureus resiste los B-lactamicos,
que a menudo estan interconectadas: Las bacterias han desarrollado un
verdadero arsenal de mecanismos para eludir la eficacia de los antimicrobianos
B-lactamicos. Entre ellos, destaca la sintesis de enzimas B-lactamasas, cuya
funcién principal consiste en abrir y desactivar el anillo B-lactamico esencial para
la actividad del farmaco. Por otro lado, la alteraciéon o la aparicién de variantes de
las proteinas ligadoras de penicilina (PBP) responsables de la resistencia
intrinseca a compuestos como la meticilina disminuye drasticamente la afinidad
de estos antibidticos por su sitio de accion, complicando aun mas el combate

contra estas cepas resistentes.

Con el fin de neutralizar estos sofisticados sistemas bacterianos, se disefaron
derivados de la penicilina que exhiben resistencia a la accion de las penicilinasas,
entre los cuales destacan compuestos como la oxacilina, la meticilina y la
cloxacilina, asi como multiples generaciones de cefalosporinas. En su armazon
molecular, estos farmacos incorporan grupos protectores que resguardan el anillo
B-lactamico, dificultando su reconocimiento y ruptura por las enzimas
B-lactamasas y permitiendo que conserven su potencia frente a cepas que, de otro
modo, resultarian insensibles. No obstante, ciertos estafilococos han alcanzado
un nivel aun mas elevado de defensa. La resistencia a la meticilina en
Staphylococcus aureus se basa fundamentalmente en la produccion de una
variante modificada de la proteina ligadora de penicilina, conocida como PBP2a
(o PBP2'), que tiene un peso molecular aproximado de 78 kDa. Esta proteina
presenta una afinidad notablemente reducida por la meticilina y otros antibiéticos
B-lactamicos, lo que le permite al microorganismo evadir la accion de estos
farmacos y persistir frente a tratamientos convencionales. El origen de esta
capacidad radica en el operdn mec, un segmento cromosomico que alberga al gen

mecA, responsable directo de la sintesis de PBP2a y, por ende, del fenotipo
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resistente que caracteriza a estas cepas. (33)

- Resistencia a otros agentes antimicrobianos
Un rasgo particularmente sobresaliente del genoma de Staphylococcus aureus es
su abundancia de elementos moviles: plasmidos variados, secuencias de
insercidn y transposones, que funcionan como reservorios para una amplia gama
de factores de virulencia y genes de resistencia a diferentes antimicrobianos. La
minuciosa exploracion de esta constelacion de fragmentos genéticos dinamicos
ha develado los intrincados mecanismos por los cuales se tejen, modifican y
diseminan estas piezas de ADN a través de plasmidos moviles, facilitando asi una
danza evolutiva de intercambio y adaptacion constantemente en movimiento. (34)
- Resistencia a B-lactamicos:
Hay varias técnicas que facilitan la resistencia a los antibiéticos B-lactamicos. La
generacion de B-lactamasas desactiva algunos B-lactamicos al romper el anillo 3-
lactamico. Las enzimas combaten a la penicilina G., el resultado de esta ruptura
no cuenta con el efecto antibacteriano. Mas del 90% de las cepas de
Staphylococcus aureus poseen la capacidad de producir enzimas conocidas como
penicilinasas, las cuales inactivan eficazmente los antibidticos del grupo de las
penicilinas, representando asi un mecanismo clave de resistencia frente a estos
farmacos. Una parte de la molécula enzimatica se libera al medio circundante,
mientras que el resto queda firmemente anclado a la bicapa lipidica de la
membrana celular, garantizando asi su continua proteccion contra los antibioticos
B-lactamicos. Se han identificado 4 variaciones de B-lactamasas: A, B, Cy D. en
la mayor parte de los distanciamientos, la enzima esta encriptada en plasmidos,
pero de igual modo presente a grado cromosémico como parte de un componente
movil. Ademas, se encuentra la inmunidad a la meticilina o la oxacilinaEste
mecanismo se basa en la sintesis de una variante de la proteina ligadora de
penicilina (PBP), conocida como PBP2a o PBPZ2', cuya estructura reduce
significativamente su afinidad por la meticilina y otros antibiéticos B-lactamicos,
incluidas las cefalosporinas; de este modo, el farmaco no logra unirse de manera
eficaz y pierde su capacidad bactericida. Se trata de una enzima transpeptidasa
clave para la construccion de la pared celular en aquellos momentos en que las
demas PBPs quedan inactivas tras unirse a antibidticos B-lactamicos. Esta
proteina alternativa, conocida como PBP2a o PBP2', esta codificada por el gen
mecA, presente en el genoma de todas las cepas de Staphylococcus aureus que

muestran resistencia a la meticilina, lo que subraya su papel esencial en la
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supervivencia bacteriana frente a estos farmacos. Se presume que la region mec
tuvo su origen en estafilococos coagulasa negativos y después se propagé a S.
aureus. Si una cepa es inmune a la meticilina, quiere decir es inmune a los demas
antibiéticos (29)
- Resistencia a glicopéptidos:

La capacidad de los estafilococos para resistir los glicopéptidos se ha notado en
muestras clinicas de estafilococos que no coagulan la sangre, como S.
haemolyticus, en los afos recientes también se han descrito muestras de S.

aureus sensibles reducida e incluso resistencia a estos antibiéticos. Se requieren

aun mas investigaciones para determinar con precision el proceso molecular que
conduce a la inmunidad a los glicopéptidos. Hasta ahora, no se han identificado

cepas con esta forma de inmunidad en la nacién. (29)

- Resistencia a macrélidos:

En S. aureus, lainmunidad a la eritromicina se presenta en dos formas. La primera
se debe a una alteracion del ARNr objetivo de enzimas que metilan un residuo
especifico en el ARNr. Esto disminuye la afinidad de la eritromicina, demas
macrolidos y las lincosaminas por el ARNr. Los genes responsables de esta
inmunidad se situan en plasmidos y cromosoma. La segunda forma implica una
inmunidad a los macrélidos. Se refiere a un gen situado en un fragmento de ADN
que crea un sistema de expulsién dependiente de ATP. (29)

- Resistencia a aminoglucésidos:

La inmunidad a los aminoglucosidos en S. aureus es el resultado de 3 hechos
especificos.

1.- Un cambio en el cromosoma que produce una modificacion en el lugar
donde actuan los antibidticos en el ribosoma.

2.- Expulsién deficiente del antibidtico, lo que genera una resistencia leve.

3.- La generacion de enzimas que modifican el antibidtico, siendo el
mecanismo mas comun. Estas enzimas pueden estar codificadas en
transposones que se encuentran en plasmidos. (29)

- Resistencia a quinolonas:

La capacidad de las bacterias para resistir las quinolonas se debe a una menor
actividad de la girasa. Esta menor actividad es causada por mutaciones puntuales

en el gen gyrA, que se encuentra en el cromosoma y codifica la subunidad A de
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la enzima DNA girasa. Otra alteracion en la secuencia de bases, esta vez en el
gen norA, también puede generar resistencia. Esta mutacion reduce la cantidad

de quinolona que ingresa a la célula bacteriana. (29)

2.3.4.2. Escherichia coli

La bacteria Escherichia coli ha sido identificada por primera vez en 1885 por el
médico especialista en niflos Theodore Escherich, de origen aleman. Inicialmente,
esta bacteria fue denominada "Bacterium coli commune", sin embargo, en 1919
recibié el nombre actual en honor al cientifico que la descubrid, consolidandose
asi su identidad dentro del campo microbiolégico y facilitando su estudio y
reconocimiento en la comunidad cientifica. (35)

Los que conforman la especie son bacterias con forma de barra larga y delgada
(bacilos) que no se tifien de Gram (gramnegativos) y no tienen la capacidad de
oxidar ciertos compuestos (oxidasa negativos). Las dimensiones tipicas de estos
microorganismos oscilan entre 1,1 y 1,5 um de ancho, extendiéndose a lo largo
entre 2,0 y 6,0 um. Su metabolismo es de fermentacion facultativa, lo que les
confiere la versatilidad de prosperar tanto en ambientes ricos en oxigeno como en
condiciones anaerdbicas. Ademas, estas bacterias pueden presentar movilidad
cuando cuentan con flagelos peritricos, es decir, estructuras filamentosas que
rodean la célula y permiten su desplazamiento, aunque también existen cepas que
carecen de esta capacidad motora y, por lo tanto, son inmoviles (36).

2.3.4.2.1. Clasificacion cientifica de Escherichia coli

Posicion taxondmica
Reino: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: E. coli (E. freundi) (36)
Escherichia coli (E. coli) es una bacteria que forma parte del microbiota habitual

del intestino tanto en los seres humanos como en los animales de sangre caliente.
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Su presencia es comun y natural en este entorno, donde cumple funciones
importantes dentro del ecosistema intestinal. (37) se instala en el intestino de
las personas tras nacer y se denomina un ser vivo microoscopico que forma parte
de la flora intestinal. Sin embargo, existen algunas variantes de esta bacteria que
pueden ser perjudiciales y causar dafo, produciendo diferentes tipos de
enfermedades, como la diarrea. (38)

Escherichia coli, comunmente conocida como E. colii es una bacteria de
morfologia bacilar y caracterizada por ser Gram negativa. Esta microorganismo se
localiza principalmente en la flora intestinal del ser humano, donde desemperia un
papel fundamental dentro del equilibrio microbiano del ftracto digestivo.
Normalmente permanece de manera inofensiva y restringida al interior del
intestino, sin embargo, en personas con sistemas inmunitarios comprometidos o
cuando las defensas naturales del tracto gastrointestinal se ven vulneradas,
algunas cepas de E. coli pueden volverse patdégenas y provocar infecciones,
generando complicaciones que requieren atencion medica especializada. Las
cepas patdogenas de Escherichia coli exhiben una notable diversidad en sus
mecanismos de invasion, manifestando su capacidad de afectar al organismo a
través de multiples vias y presentaciones clinicas, lo que dificulta su diagnédstico y
tratamiento: en algunos casos se confinan a las mucosas, mientras que en otros
logran diseminarse y colonizar distintos tejidos del organismo. Entre las
afecciones mas frecuentes originadas por estas variantes microbianas destacan
los trastornos intestinales y los episodios diarreicos, que reflejan la habilidad de
estas bacterias para alterar el equilibrio fisiolégico del huésped. (39)

2.3.4.2.2. Clasificacion

Se pueden diferenciar seis tipos de esta bacteria segun su capacidad para causar
enfermedades (serotipos) (ECAD). (40)

a) Escherichia Coli Enteropatégena (ECEP): Este microorganismo
patogeno constituye la principal causa de diarreas en nifilos menores de dos
afos, siendo responsable de frecuentes brotes epidémicos que suelen
presentarse en espacios cerrados como guarderias y hospitales, donde las
condiciones favorecen su rapida propagacion. La manifestacion clinica de
estas infecciones abarca desde sintomas leves y manejables hasta cuadros
severos y potencialmente mortales, presentando una tasa de letalidad
inquietante que varia entre el 10 % y el 40 %. Este impacto resulta aun mas

dramatico en naciones en desarrollo, donde las infraestructuras sanitarias
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y el acceso a terapias de soporte son frecuentemente insuficientes. De
hecho, en el afo 2010 se registraron un total de 121455 defunciones
atribuibles a esta cepa, subrayando la urgencia de reforzar las estrategias
de diagndstico, prevencion y tratamiento. (42)

El tiempo que tarda en manifestarse la enfermedad tras el contagio oscila
entre 3 y 24 horas. La diarrea puede persistir durante un periodo
prolongado y presentarse con altas temperaturas y vomitos. Las cepas de
ECEP se clasifican en dos tipos: frecuentes o normales. Las primeras
poseen un plasmido virulento identificado como factor adhesivo de ECEP
(EAF), mientras que las segundas carecen de él. Las cepas atipicas cobran
mayor relevancia debido a su creciente deteccion en infantes sin sintomas
y los que tienen diarrea a lo largo de epidemias (43). La infeccion por ECEP
en el intestino genera modificaciones en la actividad normal de las células
intestinales (enterocitos). Dichos cambios provocan una mayor liberacion
de sales minerales desde las células hacia el espacio exterior, un
incremento en la capacidad de paso de las conexiones entre células y una
modificacién en la configuracién de la parte superior de las células. En
consecuencia, las células intestinales pierden su capacidad de absorcion,
lo que conduce a la acumulacion de solutos hacia el interior del intestino y,
COmo consecuencia, a la diarrea acuosa. Las técnicas fisiopatolégicas que
causan la diarrea estan inicialmente relacionadas con la modificacion de las
células intestinales, este proceso patoldgico se produce a partir de la lesidn
caracteristica de adhesion y borrado (A/E), junto con la formacién de
pedestales en las células epiteliales, lo que contribuye a la alteracién de la

funcion intestinal y al desarrollo de los sintomas clinicos asociados (44).

b) Escherichia coli Enterotoxigénica (ECET): Este patdégeno figura
entre los agentes responsables mas frecuentes de diarreas agudas, pues
cada afo aproximadamente 280 millones de nifios menores de cuatro anos
padecen infecciones por Escherichia coli enterotoxigénica (ECET), de las
cuales entre 300 000 y 500 000 derivan en un desenlace fatal, lo que
subraya su relevancia en salud publica y la urgencia de implementar
medidas preventivas eficaces. Ademas, se calcula que mas de 40 millones
de estos pequefos cursan la infeccidn de manera silente, sin manifestar
sintomas clinicos evidentes. En el contexto del turismo internacional, esta

misma afeccion recibe el nombre de “diarrea del viajero” y es
40



particularmente frecuente en destinos de paises desarrollados, donde la
combinacion de contactos con fuentes de riesgo y la movilidad constante
de los visitantes favorece su propagaciéon y convierte este cuadro en un
desafio sanitario habitual (42). No obstante, también se suele encontrar en
personas que no tienen sintomas. En algunas ocasiones, la diarrea por
ECET no es tan grave; en otros contextos puede tener mayor nivel de
gravedad. Presentando jaquecas y vomitos (39). Cada cepa de E. coli
presenta una disposicion molecular de base indispensable para su fijacién,
conocida genéricamente como factor de colonizacion (FC) y, en el caso de
la ECET, denominada también SCs, antigenos CFA o PCFs. Estas
estructuras de adhesién que pueden adoptar configuraciones fimbriales,
afimbriales, helicoidales o fibrilares engloban hoy en dia unas 25 variantes
reconocidas, mayoritariamente codificadas en plasmidos de virulencia.
Ademas, tanto el repertorio de toxinas como la eficacia de adherencia
muestran diferencias segun las poblaciones afectadas y las regiones
geograficas, lo que influye directamente en su capacidad de propagacion y
patogenicidad. En la ECET, los dos mecanismos iniciales de virulencia son
la adhesion y nocividad (47).

Escherichia coli enteroinvasora (ECEI): Las sefiales distintivas en
personas con infeccion por ECEI son deposiciones liquidas, con rastros de
sangre, mucosidad y molestias abdominales, En ciertas ocasiones, la Unica
manifestacion clinica es un cuadro diarreico, lo que lo hace practicamente
indistinguible de las infecciones producidas por *E. coli* enterotoxigénica y,
al mismo tiempo, suele revestir un curso clinico mas benigno que el tipico
de las cepas de *Shigella* (48). Las variantes de ECEI se vinculan mas a
epidemias que a situaciones individuales, donde el contagio es entre
individuos, por consumo de nutrientes y liquidos contaminados,
convirtiéndola en un patdégeno crucial en infantes mayores 6 meses (49).
Son escasas las investigaciones epidemioldgicas que revelan el impacto
global de la diarrea por ECEI, se debe a que estas generalmente se
identifican como Shigella spp. (39). La demostracion medica expone la
profunda conexién genealdgica y molecular de ambas bacterias. (50) En el
huésped colonizado, Escherichia coli entero invasora elude la vigilancia del
sistema inmunitario al fijarse con gran afinidad a las células epiteliales del

colon mediante sus adhesinas, desde donde se desplaza lateralmente para
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invadir sucesivamente los enterocitos contiguos. Al igual que Shigella, esta
cepa porta el plasmido de virulencia pINV, responsable de codificar el
sistema de secrecion tipo Il (T3SS) y un variado conjunto de cerca de 25
proteinas efectoras entre las que destacan OspC2, VirA y OspG, asi como
los antigenos de invasion plasmidica IpaA, IpaB, IpaC, IpaD y otros factores
aun en estudio, cuya coordinacién potencia su capacidad patogénica y

dificulta la respuesta defensiva del organismo. (51)

Escherichia coli shigatoxigénica: El agente infeccioso se destaca por la
produccion de Shiga (Stx) parecidas a las que produce Shigella dysenteriae
tipo 1, por lo que se le conoce como shigatoxigénico. También se le ha
llamado E. coli enterohemorragica (EHEC) y E. coli verotoxigénica (VTEC)
debido a que genera una toxina que dafa las células vero. (52) La ECST
es un agente microorganismo nocivo de naturaleza zoonética de relevancia
en el ambito sanitario, responsable dolor en el abdomen, y baja temperatura
(53). Esta variante toxigénica de Escherichia coli actia como agente
desencadenante del sindrome hemolitico urémico (SHU), una complicacion
grave que se observa en alrededor del 5-10 % de los infectados y que se
manifiesta con anemia hemolitica de rapida evolucién, disminucién de
plaquetas (trombocitopenia) e insuficiencia renal aguda, lo cual subraya la
necesidad de un diagndstico oportuno y un manejo clinico especializado
para prevenir secuelas a largo plazo. En paises con altos estandares
sanitarios como Estados Unidos, Canada, Australia y buena parte de
Europa, las cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC)
registran una incidencia notable, lo que las convierte en un desafio
persistente de salud publica debido al riesgo de brotes y complicaciones
graves en la poblacion afectada. En el contexto latinoamericano,
particularmente en Argentina, estas variantes patdogenas se consideran
endémicas. Cada ano se notifican cerca de 500 casos, lo que equivale a
una incidencia de 12 a 14 por cada 100 000 nifios menores de cinco afos;
estas cifras ponen de manifiesto la necesidad de un seguimiento
epidemiologico riguroso y de reforzar las estrategias de prevencion vy
educacion sanitaria para mitigar el impacto de esta infeccion en la poblacién
infantil. Este grupo etario constituye la poblacion mas vulnerable,

registrando la mayor proporcion de casos de sindrome urémico hemolitico
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(SHU), una complicacion grave asociada a la infeccion por STEC. La
letalidad de esta afeccidon en nifios pequefios alcanza entre un 3% y un
5%, reflejando la gravedad del cuadro clinico y la importancia de
implementar estrategias preventivas y de vigilancia epidemiologica
sostenida. No obstante, la ECST perjudica a personas de cualquier etapa,
en quienes genera una afeccion de gravedad. Se han catalogado mas de
cuatrocientos serotipos distintos de *Escherichia coli* productoras de toxina
Shiga, asociados a brotes aislados en la poblacién humana y capaces de
desencadenar desde cuadros clinicos leves hasta formas severas como
colitis hemorragica o sindrome urémico hemolitico en sus manifestaciones
mas extremas. La colitis hemorragica, inducida por la accion citotoxica de
las toxinas Shiga (Stx), puede derivar en una serie de complicaciones
severas, incluyendo necrosis gangrenosa del tejido colonico, perforaciones
intestinales, cuadros de peritonitis e incluso una sepsis de caracter
sistémico. Dentro del grupo de Escherichia coli productoras de toxina
Shiga, el serotipo O157:H7 resalta por su alta virulencia y su fuerte
asociacién con manifestaciones clinicas graves, consolidandose como el

de mayor relevancia médica y epidemioldgica. (55)

Escherichia coli enteroagregativa: Provoca La diarrea, ya sea de corta
duracion o frecuente, afecta tanto a ninos como a adultos en paises
desarrollados. También se observa con persistencia en casos de diarrea
en naciones desarrolladas y en individuos con VIH (55). Este patégeno se
adhiere firmemente a la capa mucosa del intestino, donde prolifera y libera
toxinas que dafian las células epiteliales, desencadenando una diarrea
acuosa caracterizada por la presencia de moco, pero sin fiebre, lo que
refleja su accion citotdxica localizada (56). Entre las cepas de Escherichia coli
enteroadherente (ECEA) existe una notable heterogeneidad en cuanto a los
determinantes de virulencia, de modo que hasta la fecha los distintos modelos
experimentales no han logrado asociar de manera consistente un perfil genotipico
o fenotipico concreto con la apariciéon o severidad de la enfermedad. En el ambito
de la epidemiologia local, un estudio reciente ha evidenciado una correlacion
destacada entre las cepas enteroadherentes de Escherichia coli (ECEA) y el grupo
filogenético D, particularmente en individuos sintomaticos, lo que sugiere que esta
linea genética podria desempefiar un papel determinante en la manifestacion
clinica y la gravedad de la infeccion. (55)
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f) Escherichia coli adherente invasora: La enfermedad de Crohn (EC)
constituye un trastorno inflamatorio crénico del tracto gastrointestinal, que
puede afectar desde la boca hasta el ano, generando episodios recurrentes
de dolor abdominal, diarrea y dafo en la mucosa intestinal; su curso
variable y multisistémico exige un abordaje multidisciplinario para controlar
la inflamacién y mejorar la calidad de vida de quienes la padecen. Se
presenta con mayor frecuencia en el ileon, aunque la inflamacién es posible
que logre afectar al camino gastrointestinal (57). En estudios recientes se
ha observado que la cepa adherente-invasora de Escherichia coli coloniza
con mayor frecuencia la mucosa intestinal de pacientes con enfermedad de
Crohn en comparacion con individuos sanos, lo que sugiere un posible
papel de este microorganismo en la perpetuacion de la inflamacioén y el
dafio mucosal caracteristicos de este trastorno (58). Entre los rasgos
fundamentales de virulencia sobresalen la habilidad de fijarse firmemente
a las células epiteliales del tracto intestinal y, a partir de ese anclaje,
penetrar en su interior, lo cual facilita la diseminacién de la infeccion y
agrava la respuesta inflamatoria local (59). Aunque también tiene la
capacidad de sobrevivir dentro de los macrofagos y la creacién de peliculas
bioldgicas (60).

g) Escherichia coli adherente difusa: Estas cepas se asocian con mayor
frecuencia a episodios de diarrea aguda y prolongada en la poblacién
infantil que en la adulta, si bien tanto nifios como adultos pueden actuar
como portadores asintomaticos, o que complica su deteccion y control
epidemiologico (61). A pesar de haberse investigado en profundidad, los
procesos exactos mediante los cuales la Escherichia coli difusamente
adherente (ECAD) establece su interaccion patégena en el intestino siguen
siendo en gran medida desconocidos, ya que aun no se han delineado con
claridad las rutas moleculares y los factores especificos que regulan su
adhesién, invasion y evasién inmune, lo que subraya la necesidad de
continuar explorando sus mecanismos de virulencia para desarrollar

estrategias terapéuticas y preventivas mas efectivas (62).

Las principales caracteristicas que se han observado en la patogénesis de la
ECAD son las siguientes:
1. Adhesion a la mucosa intestinal.

2. Formacion de micro colonias.
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3. Produccién de citotoxinas y enterotoxinas. (63)

2.3.5. Importancia del crecimiento bacteriano

La expansion se define como el aumento organizado y coordinado de todos los
mecanismos de un microorganismo. Sin embargo, no todo incremento en tamaro
puede considerarse crecimiento real. Por ejemplo, el simple agrandamiento celular
provocado por la acumulacion de agua en el citoplasma o por el depdsito
progresivo de lipidos y polisacaridos en su interior no representa un verdadero
proceso de crecimiento. Aunque la célula pueda aparentar una mayor dimensién,
esta hinchazén refleja unicamente un cambio en el volumen o en las reservas
internas, sin que exista sintesis efectiva de nueva biomasa ni duplicacion de los
elementos estructurales esenciales para la vida. La reproduccion de células es el
resultado del crecimiento; en los organismos unicelulares, el crecimiento conlleva

al aumento en la cantidad de humanos que forman una poblacion o cultivo. (64)

2.3.6. Curva de proliferacién

Al inocular un volumen especifico de un medio liquido con células microbianas
procedentes de un cultivo que ha alcanzado su maxima densidad y, a
continuacién, cuantificar de manera periodica las unidades formadoras de colonia
por mililitro, el perfil resultante suele trazarse como una curva tipica en cuatro
fases latencia, crecimiento exponencial, meseta estacionaria y declive,
reproduciendo el patron esquematizado en la segunda imagen al reflejar la
adaptacion inicial, el rapido aumento poblacional, el equilibrio entre réplica y
muerte celular, y finalmente la caida en la viabilidad. En un sistema de cultivo de
flujo continuo, la trayectoria del crecimiento bacteriano se despliega como una
sinfonia de adaptacion y cambio: primero, las células, recién llegadas a su nuevo
entorno, orquestan silenciosamente la produccion de enzimas y transportadores
durante la fase de latencia, sin aumentar su numero; luego, una vez afinados sus
mecanismos internos, estallan en un estallido de duplicaciones regulares durante
la fase exponencial, ascendiendo con ritmo implacable; mas tarde, al agotarse
sutilmente los nutrientes y acumularse desechos, alcanzan una meseta en la fase
estacionaria, donde el nacimiento y la muerte se equilibran en un tenso pulso vital;
y, finalmente, cuando el sustento flaquea y la toxicidad se impone, sucumben en
la fase de declive, dejando tras de si el eco de su caida (Figura 02). El cultivo
semicontinuo es un sistema cerrado con recursos limitados, lo que lo diferencia

considerablemente del entorno del huésped humano. (64)
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Figura N° 02
Curva de Proliferacion Bacteriana.

Tiempo

FASE ESTACIONARIA

FASE DE MUERTE

FASE EXPONENCIAL

FASE DE LATENCIA

Numero de bacterias (log)

Fuente: Brooks, et. al. (2016). Microbiologia médica, 26e. (Internet) (65).
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Tabla N°1

Fases de la curva de proliferacién microbiana

Latencia Cero
Exponencial Constante
Estacionaria maxima Cero
Declinacion Negativa (muerte)

Fuente: Brooks,et.al. (2016). Proliferacion, supervivencia y muerte de los microorganismos
(Internet) (65).

2.3.6.1. Etapa latente

La fase latente se caracteriza por una disminucion inicial en el numero de células
debido a la adaptacion al nuevo entorno. Esta fase puede ser prolongada si las
células provienen de un medio totalmente diferente y son incapaces de manera
genética para proliferar en el nuevo medio. En estas situaciones, la etapa de
reposo permite que las mutantes presentes en el in6culo se reproduzcan
suficientemente como para producir un incremento claro en la cantidad de células.
Una vez que las células se han adaptado al nuevo entorno y han acumulado las
sustancias necesarias, se reanuda el crecimiento. La curva de crecimiento
muestra un crecimiento exponencial durante esta fase, seguido de una fase
estacionaria y finalmente una fase de declinacion. (64)

2.3.6.2. Etapa exponencial

Durante la fase de crecimiento exponencial, las células permanecen en un estado
constante. Elaboran nuevo se acumula a una tasa constante, sin embargo, el
nuevo artefacto es catalitico y la masa crece de manera gradual. Este proceso se
prolonga hasta que se cumple alguna de dos condiciones criticas: bien se agotan
uno o varios nutrientes esenciales en el medio de cultivo, o bien se acumulan
metabolitos de desecho que resultan toéxicos y frenan la reproduccion celular,
desencadenando asi la transicion hacia la fase de declive poblacional. En los
organismos aerobios, el crecimiento celular suele estar restringido principalmente
por la disponibilidad de oxigeno, dado que este elemento es esencial para sus
procesos metabdlicos y la generacién de energia necesaria para la proliferacion.
A medida que la densidad celular aumenta particularmente cuando se supera el
umbral de aproximadamente 1 x 107 células por mililitro en cultivos bacterianos, la

disponibilidad de oxigeno disminuye, lo que provoca una desaceleracion en la tasa
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de reproduccion. Esta limitaciéon puede contrarrestarse mediante la oxigenacion
adecuada del medio, ya sea suministrando oxigeno puro o introduciendo aire en
forma de burbujas finas, lo que favorece su disolucion y distribucion eficiente. A
medida que las bacterias alcanzan de 4 a 5x109 por mililitro, la dispersion del
oxigeno incluso en un entorno con ventilacion, la oferta ya no es suficiente para
cubrir la demanda, resultando en una disminucion gradual de la tasa de
multiplicacion. (64)

2.3.6.3. Etapa estacionaria maxima

Al dltimo, al terminarse los elementos nutritivos o la compilacion de sustancias
perjudiciales causan que la multiplicacion pare por entero. Durante esta etapa,
aunque algunas células mueren progresivamente, ocurre simultdneamente un
proceso de renovacion celular mediante la proliferacion y division de células
nuevas. Como resultado, el nimero total de células aumenta lentamente, mientras
que la cantidad de células viables permanece estable, reflejando un equilibrio
dinamico entre muerte y regeneracién celular. (64)

2.3.6.4. Etapa de declinacion: etapa de muerte

Tras un periodo de estabilidad en la fase estacionaria, la tasa de muerte celular
comienza a incrementarse progresivamente, un fendmeno que varia segun el tipo
de microorganismo y las condiciones especificas del cultivo, hasta alcanzar
finalmente un ritmo constante de declive poblacional. Posteriormente, se expone
numéricamente el nivel invariable de la desaparicién de células. En la mayoria de
las ocasiones, la velocidad de fallecimiento celular es considerablemente mas
pausada que la de la multiplicacion geométrica. Frecuentemente, al momento que
perece la mayor proporcion celular, la rapidez se hace menos de forma notoria,
dejando un reducido grupo de individuos que sobreviven durante varios meses o
incluso afios. Esta persistencia en la poblacién microbiana a menudo refleja un
proceso de renovacion celular, donde algunas células aprovechan los nutrientes
liberados por aquellas que mueren y sufren lisis. Se ha planteado que este
fendmeno esta relacionado con un estado fisiolégico conocido como viable pero
no cultivable (VBNC), en el cual las células activan una respuesta genética
especifica ante la escasez de nutrientes y el estancamiento, permitiéndoles
sobrevivir en condiciones adversas aunque no puedan ser detectadas mediante
métodos de cultivo tradicionales. Al igual que algunas bacterias producen esporas
como estrategia de permanencia, otras ingresan a un estado oculto sin modificar

su estructura. Una vez rodeados por las condiciones apropiadas (por ejemplo, su
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travesia a través de un organismo), los microorganismos viables, pero no
cultivables (64)

2.3.7. Actividad antibacteriana

La accién antibacteriana se desencadena por una restriccion enzimatica
provocada por compuestos que han atravesado procesos de oxidacion. Estos
metabolitos, ya sea mediante la interrupcién de enlaces internos de sulfuro de
hidrégeno o por interacciones inespecificas con proteinas ricas en grupos
fendlicos, se convierten en agentes disruptivos de la funcionalidad celular. Al
enlazarse con aminoacidos altamente hidrofilicos presentes en las cadenas
polipeptidicas, forman complejos moleculares que alteran la conformacion nativa
de las proteinas, desactivando de manera irreversible sus funciones bioldgicas.
Esta interferencia estructural guarda una estrecha semejanza con el mecanismo
de accion observado en antibidticos como las quinolonas, que también actuan
desestabilizando procesos fundamentales para la supervivencia bacterianalos
taninos poseen la capacidad de enlazarse con las proteinas presentes en la piel
de los animales y también interactuan con el ADN, lo que contribuye a su
reconocida actividad antiviral; de forma analoga, las cumarinas presentan
propiedades antivirales que se fundamentan en mecanismos similares de
interacciéon con moléculas clave, lo que refuerza su potencial terapéutico en la
inhibicion de agentes patdégenos. (66)

2.3.8. Medicion de la actividad antibacteriana

La efectividad preventiva a las bacterias se evalia mediante la identificacion de la
cantidad menor de antimicrobiano requerida con el fin de detener el desarrollo de
una bacteria especifica. Uno de los enfoques para calcular la cantidad minima
inhibitoria (CMI) implica el empleo de las evaluaciones de sensibilidad, las cuales
guiaron hacia un tratamiento mas eficaz en términos de los antibiéticos. Para la
evaluacion de la susceptibilidad bacteriana, hay diversos métodos disponibles,
algunas de las opciones mas comunmente empleadas (67).

2.3.9. Metodologia para la medicién de la actividad antibacteriana

En el arsenal metodolégico para evaluar la potencia de los agentes
antimicrobianos se despliega una triada clasica: métodos de dispersién, donde las
moléculas bioactivas se propagan en agar para revelar halos de inhibicién;
ensayos de dilucidn, en los que la serie matematica de concentraciones descifra
el umbral letal o estatico contra la poblacion bacteriana; y la bioautografia, que,

tras separar compuestos por cromatografia, emplea la inoculacién microbiana
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sobre la fase sdlida para mapear con precision los puntos de accidn. A este trio
se suma un cuarto enfoque de vanguardia la evaluacidon conductimétrica, que, cual
centinela eléctrico, detecta el latido microbiano mediante sutiles variaciones en la
conductividad o la impedancia del medio de cultivo, ofreciendo una lectura
continua y cuantitativa del dinamismo bacteriano. (67)
Tabla N°2
Métodos para la medicion de la actividad antibacteriana

Método Categorias MIC pg/ml

Difusiéon en Agar S,ILR No

(discos)
Diluciéon en Agar S,ILR Si
Dilucién en caldo S,ILR Si
Métodos automatizados S,I,R Si
S,ILIR Si

Fuente: Prescott (2004). Microbiologia; Clasificacion de Procariotas. 22 Ed.
(Internet) (68).

2.3.10. Métodos de difusion

2.3.10.1. Método del antibiograma disco-placa

El método de difusion en discos de papel, desarrollado a partir de los estudios
pioneros de Bauer, Kirby y sus colaboradores, es una técnica ampliamente
reconocida y recomendada por el Comité Nacional de Normas de Laboratorio
Clinico (NCCLS) para determinar la sensibilidad de las bacterias frente a diversos
antimicrobianos, constituyendo un estandar en la practica microbioldgica clinica.
Este procedimiento, al mismo tiempo simple y revelador, transforma cada disco
impregnado en un epicentro de accidn terapéutica. Al situar los discos
impregnados con distintos antibiéticos sobre la superficie de una placa de Petri
que contiene agar previamente inoculado con bacterias, estos discos entran en
contacto con el medio humedo y liberan de manera gradual sus principios activos,
permitiendo asi evaluar la inhibicién del crecimiento bacteriano alrededor de cada
disco. Desde ese punto, la sustancia se difunde radialmente a través del agar,
generando tras la incubacion una zona clara de inhibicién alrededor de cada disco.
El diametro de este halo representa una expresion cuantitativa de la eficacia
antimicrobiana frente a la cepa bacteriana en estudio. Asi, la interpretacion de
estas zonas de inhibicidn permite estimar con precision la capacidad de cada

antibidtico para frenar el crecimiento microbiano, haciendo de esta técnica una
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herramienta fundamental en microbiologia clinica. El medicamento se expande
radialmente a través del espesor del medio desde el disco, creando un cambio en
la densidad. Después de 18-24 horas de incubacion, los discos muestran un area
alrededor de ellos donde se detiene el crecimiento bacteriano. En el delicado
umbral que delimita la zona donde las bacterias continuan multiplicandose de
aquella en la que su crecimiento ha sido totalmente inhibido, se define la llamada
“concentracioén critica” del antibiético, un valor que guarda estrecha relacion con
la concentracidon minima inhibitoria (CMI) determinada a través de métodos de
dilucion, y que sirve como referencia clave para evaluar la eficacia del agente
antimicrobiano. Sin embargo, aunque el método de difusion en disco es
visualmente intuitivo y facil de aplicar, no permite determinar de manera directa la
concentracion exacta del antibidtico necesaria para inhibir el crecimiento
bacteriano, lo que limita su capacidad para ofrecer un valor cuantitativo preciso
como la concentracion minima inhibitoria (CMI). Para estimarla con precisién, se
recurre a tablas estandarizadas de correlacién, en las que los diametros de
inhibicion medidos se emparejan con CMIs previamente establecidas a través de
meétodos cuantitativos mas rigurosos. Este proceso de correspondencia se basa
en estudios de validacion que involucran un gran numero de cepas bacterianas
con CMiIs ya conocidas. En dichos estudios, se mide el diametro del halo de
inhibiciéon para cada cepa y se compara con su CMI, generando asi una curva de
calibracion o linea de concordancia. Esta grafica, que traza la relacion entre el
tamano del halo y la CMI correspondiente, permite extrapolar con fiabilidad la CMI
de una nueva cepa simplemente midiendo su zona de inhibicién y ubicandola
dentro de dicha referencia. Asi, aunque el ensayo de disco no cuantifica la CMI de
forma directa, mediante el uso de estas curvas calibradas, se convierte en una
herramienta eficaz para estimarla con alto grado de confianza, combinando la
simplicidad experimental con la solidez del analisis comparativo. A través de esta
extrapolacion grafica, se traduce el tamano del halo en un valor estimado de CMI,
permitiendo asi una aproximacion cuantitativa de la sensibilidad bacteriana sin
necesidad de realizar ensayos de dilucion directa. (R). (69)

2.3.10.2. Método del epsilon test

Esta técnica se fundamenta en una evolucién del método tradicional de difusion
en discos. En el procedimiento conocido como E-test (AB Biodisk, Suecia), es
posible determinar de forma directa la concentracidn minima inhibitoria (CMI)

mediante la lectura precisa de la escala graduada impresa en una tira especial
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impregnada con un gradiente de antibiotico. La pieza consta de una delgada
banda fabricada con un material absolutamente impermeable, que mide seis
centimetros de largo por apenas cinco milimetros de ancho. A lo largo de su
extension, alberga un gradiente perfectamente calibrado de agentes
antimicrobianos, correspondiente a quince concentraciones seriadas
preestablecidas. El método empleado para debilitar o eliminar el inéculo no varia
sustancialmente: sigue los mismos principios que en la técnica clasica de difusion
en disco, adaptando unicamente la forma de aplicacion del antimicrobiano. De
acuerdo con el procedimiento de difusion, después de la inoculacién de la placa
de agar con el organismo microscépico, se posiciona la cinta E-test en su area,
provocando una difusion instantanea del medicamento desde la base hasta el
medio de cultivo. Este método genera un gradiente exponencial de concentracion
del antimicrobiano a lo largo de la tira, de modo que, tras el crecimiento rapido y
abundante de los microorganismos, se forma una zona eliptica donde el desarrollo
bacteriano se detiene de manera uniforme y claramente delimitada, lo que facilita
la observacion directa y precisa de la concentracidon minima inhibitoria. Tras la
incubacion, la CMI se determina en el punto donde el extremo de inhibicion
intersecta con la cinta. (69)

2.3.10.3. Métodos de dilucion

La evaluacion de la efectividad de los antimicrobianos frente a bacterias, hongos
o virus en condiciones controladas generalmente se realiza mediante distintos
metodos de dilucidn, los cuales permiten determinar con precision la
concentracion necesaria para inhibir o eliminar el crecimiento de los
microorganismos en estudio. La estrategia descrita se apoya en la observacion
meticulosa del comportamiento del microorganismo al enfrentarse a dosis
crecientes de antibidtico, disuelto directamente en el medio de cultivo —ya sea en
la forma liquida del caldo nutritivo o solido del agar. En sus origenes, las
determinaciones de sensibilidad se llevaban a cabo mediante el clasico método
de macrodilucién: una sucesion de tubos, alineados como una pequefia
constelacién, contenian caldo enriquecido con concentraciones milimétricamente
ajustadas del agente antimicrobiano bajo estudio. Aunque este enfoque ofrecia
resultados fiables y bien definidos, quedaba empanado por el elevado consumo
de tiempo, materiales y por la compleja manipulacion técnica que exigia. No
obstante, el desarrollo de técnicas que permiten sembrar con precisidén distintos

in6culos bacterianos sobre superficies solidas marcdé un punto de inflexion,
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facilitando la transicién hacia el método de dilucién en agar, una alternativa mas
practica y menos exigente en cuanto a insumos, que conservo la rigurosidad
analitica del método original con mayor eficiencia operativa. En este método, cada
placa, con un nivel definido de agente antimicrobiano, posibilita la inoculacién
simultanea de una gran cantidad de organismos microscopicos. El advenimiento
de las micropipetas de alta precision, junto con el empleo de placas de
microtitulacion, ha supuesto una auténtica revolucion para el método de
microdilucién en caldo. Estas herramientas han simplificado extraordinariamente
cada fase del procedimiento, atenuando drasticamente la posibilidad de errores
derivados de la manipulaciéon manual. A partir de este hito tecnolégico, han
emergido complejos sistemas comerciales automatizados que ejecutan los
ensayos de susceptibilidad bacteriana con una rapidez sorprendente, una
exactitud milimétrica y una repetibilidad tan rigurosa que rozan la perfeccion frente

a las técnicas clasicas.

El disefio modular y adaptable de estos dispositivos facilita su integracion en
plataformas semiautomaticas de lectura e interpretacién de datos, elevando el
analisis microbiano a niveles de estandarizacion y eficiencia ideales para los
entornos clinicos y de diagndstico. En estos ambitos, donde cada resultado debe
ser fiable y reproducible, la sinergia entre hardware avanzado y software
especializado se traduce en una productividad significativamente mayor. Sin
embargo, conviene no perder de vista que esta comodidad operativa y fiabilidad
técnica tienen su contrapartida econdmica: la inversién en equipos automatizados
y reactivos calibrados incrementa de manera notable los gastos de
funcionamiento, representando un desafio para aquellos laboratorios con
presupuestos mas ajustados. (69)

2.3.10.4. Dilucién en agar

En los procedimientos, se introduce el agente antibiotico a examinar en un medio
con agar. El antimicrobiano se incorpora cuando el medio aun esta en estado
liquido. Con el fin de alcanzar el intervalo de disolucion requerida, se elabora una
secuencia de placas, cada una con un nivel especifico de agente antimicrobiano.
Un replicador se utiliza para inocular las placas una vez que el sustrato de cultivo
se ha solidificado. El numero de placas preparadas para cada concentracion se
determina segun la cantidad de microorganismos que se va a investigar,
considerando que la mayor parte de dispositivos de replicacion posibilitan la

inoculacién de entre 32 y 36 organismos. (69)
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2.3.10.5. Dilucién en caldo

El Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clinico (NCCLS) recomienda utilizar
el caldo Mueller-Hinton como medio base para el cultivo de la mayoria de
microorganismos, afadiendo los suplementos especificos necesarios para
favorecer el crecimiento de aquellos organismos que requieren condiciones
especiales, asegurando asi resultados fiables y reproducibles en las pruebas de
sensibilidad antimicrobiana. Para obtener mediciones de susceptibilidad
antimicrobiana verdaderamente comparables y reproducibles, el caldo de cultivo
debe exhibir un pH controlado entre 7,20 y 7,40, asi como niveles precisos de
cationes divalentes: 20-25 mg/L de calcio y 10-12,5 mg/L de magnesio. Estos
iones, al incorporarse en concentraciones definidas, estabilizan la actividad de los
antibidticos y afinan la determinacién de la concentracion minima inhibitoria
especialmente critica en el caso de los aminoglucésidos frente a *Pseudomonas
aeruginosa* y de las tetraciclinas contra el resto de bacterias, superando la
variabilidad que se observa cuando se emplea agar Mueller-Hinton sin

suplementos iénicos especificos.

El enriquecimiento iénico en el caldo Mueller-Hinton se efectua partiendo de la
composicion basica del medio: para cada aumento de 1 mg/L de Mg?* que se
precise, se anade 0,1 mL de una solucién estéril de magnesio (10 mg/mL,
preparada disolviendo 8,26 g de MgCl,-6H,O en 100 mL de agua ultrapura),
manteniendo siempre el medio a 4 °C durante la manipulacion. De manera similar,
para ajustar la concentracion de calcio en el medio, se adiciona 0,1 mL de una
solucién estéril concentrada de Ca?* (10 mg/mL), preparada disolviendo 3,68 g de
CaCl,-2H,0 en 100 mL de agua desionizada, lo que garantiza las condiciones
Optimas para el crecimiento bacteriano y la correcta evaluacion de la sensibilidad
antimicrobiana. Gracias a este procedimiento que no requiere pasos adicionales
de ajuste si el medio base ya contiene los cationes en niveles apropiados, se
garantiza un entorno de cultivo homogéneo y estandarizado. Finalmente, conviene
recordar que existen dos formatos operativos para llevar a cabo estas
determinaciones: el tradicional método de macrodilucién en tubos, donde series
de diluciones se preparan de forma manual, y la version moderna de microdilucion,
en la que placas de microtitulacion y micropipetas de alta precision facilitan el
ensayo en un formato de alto rendimiento. Ambos enfoques, ahora reforzados por
el control iénico puntual y el ajuste de pH, son pilares imprescindibles para lograr

datos de susceptibilidad confiables y comparables entre laboratorios. (69)
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2.3.11. Descripcidn de los farmacos usados como patréon comparativo
2.3.11.1 Clindamicina

La clindamicina es un antibiotico derivado de la lincomicina, con la que comparte
caracteristicas estructurales, y se administra por vias oral y parenteral, ademas
de emplearse en aplicaciones tépicas para el tratamiento de diversas infecciones
bacterianas. Histéricamente reconocido como un antibidtico eficaz contra los
microorganismos anaerobios, en afos recientes también Ha sido tratado de la
encefalitis causada por toxoplasmas. (70)

2.3.11.1.1. Mecanismo de accion
La clindamicina actua al unirse de manera selectiva a la subunidad 50S del

ribosoma bacteriano, inhibiendo la sintesis de proteinas al detener el alargamiento
de la cadena polipeptidica, o que resulta en la interrupcion del crecimiento y la
multiplicacion bacteriana. Segun la concentracidn alcanzada en el tejido infectado
y la sensibilidad particular del patégeno, este antibiético puede manifestarse como
bacteriostatico deteniendo el crecimiento microbiano o, en dosis superiores o
frente a cepas muy susceptibles, comportarse de modo bactericida, llegando
incluso a provocar la muerte celular. Este agente antibiético presenta actividad
contra diversos gérmenes. Se reconoce que es eficaz contra los siguientes
microorganismos: Actinomyces sp.; Babesia microti; Bacteroides fragilis;
Prevotella melaninogenica; Bacteroides sp.; Clostridium perfringes; Clostridium
sp.; Clostridium tetani; Corynebacterium diphtheriae; Corynebacterium sp.;
Cryptosporidium parvum; Eubacterium sp.; Fusobacterium sp.; Gardnerella
vaginalis; Mobiluncus sp.; Mycoplasma sp.; Peptococcus sp.; Peptostreptococcus
sp.; Plasmodium falciparum; Neumonia por Pneumocystis carinil (PCP);
Pneumocystis carinil; Porphyromonas sp.; Prevotella sp.; Propionibacterium sp.;
Staphylococcus aureus (MSSA); Staphylococcus epidermidis; Streptococcus
pneumoniae; Streptococcus pyogenes (estreptococos beta-hemoliticos del grupo
A); Streptococcus sp.; Toxoplasma gondil; Veillonella sp. (70)

Particularmente, varias variantes de estreptococos y estafilococos son altamente
vulnerables al medicamento. Por el contrario, entre el 10 y el 20% de las cepas de
Clostridium perfringens presentan resistencia a la clindamicina, situacion que
puede favorecer la aparicion de sobreinfecciones y desencadenar complicaciones
como la colitis pseudomembranosa. En el tratamiento del acné, la clindamicina
topica actua inhibiendo el crecimiento de microorganismos productores de lipasa,
lo que contribuye a reducir los niveles de acidos grasos libres en el sebo,
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ayudando asi a controlar la inflamacion y mejorar la condicidén cutanea. Se sugiere
gue estos lipidos son los causantes de las heridas de inflamacién presentes en el
acné. (70)

2.3.11.1.2. Farmacocinética
La clindamicina puede ser ingerida por via oral, aplicada por administracién
parenteral, topica o vaginal. Tras su ingestion oral, aproximadamente el 90% se
asimila velozmente. La rapidez de absorcion disminuye en presencia de alimentos,
aunque no afecta su alcance. Ambos, el palmitato y el fosfato, necesitan ser
hidrolizados para liberar la clindamicina, un proceso que ocurre de manera rapida
en la corriente sanguinea. En adultos, las concentraciones maximas en suero se
alcanzan entre 45 y una hora después del suministro. Tanto el palmitato como el
fosfato producen concentraciones en la sangre equivalentes. (70)
Tras la administracion intramuscular, las concentraciones plasmaticas maximas
de clindamicina se alcanzan aproximadamente a las 3 horas en adultos y a la 1
hora en nifos. Por otro lado, las formulaciones tépicas de clindamicina, que se
comercializan principalmente en forma de sal de sulfato, ofrecen una alternativa
eficaz para el tratamiento local de infecciones cutaneas, presentan una absorcion
cutanea que varia en funcién del area sobre la que se apliquen, pues factores
como el espesor y la vascularizacion de la piel influyen en la captacion del
farmaco. Cuando se administra por via vaginal, apenas alrededor del 30 % de la
dosis alcanza la circulacion sistémica, reflejando una biodisponibilidad moderada
en ese sitio especifico. Una vez en sangre, la clindamicina se une de forma muy
intensa a las proteinas plasmaticas entre un 92 % y un 94 %, lo que condiciona
tanto su distribucion tisular como la liberacion paulatina del antibiético hacia los
tejidos diana. (70)
Tras su absorcién, la clindamicina se difunde de manera extensa en diversos
partes y funciones organicas, siendo los niveles mas elevados detectados en los
huesos, bilis y orina. Las meninges no se ven afectadas por la clindamicina, debido
a su escasa presencia en el liquido cefalorraquideo, sin embargo, si demuestra
eficacia en la inflamacion del cerebro toxoplasmica. En personas con rifiones
sanos, la clindamicina tarda entre 2 y 3 horas en ser eliminada del cuerpo. En
bebés prematuros, este tiempo se triplica. Si los rifiones o el higado no funcionan
bien, la eliminaciéon de la clindamicina tarda aun mas. Es importante tener en
cuenta que este antibiético no se puede eliminar mediante didlisis. (70)

La clindamicina tiene la capacidad de atravesar la placenta y también se excreta
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en la leche materna, lo que implica que puede alcanzar tanto al feto como al
lactante. En el organismo, este farmaco se metaboliza formando dos metabolitos
activos el sulféxido de clindamicina y la N-desmetil-clindamicina junto con otros
compuestos inactivos. Después de la administracién oral, solo alrededor del 10%
del antibidtico activo se elimina a través de la orina y un 3,6% por las heces,
mientras que la mayor parte restante se excreta en forma de metabolitos inactivos
(70).

2.3.11.1.3. Interacciones
El uso concurrente de clindamicina con otros bloqueantes neuromusculares, como
tubocurarina, pancuronio o suxametonio, puede incrementar el riesgo de bloqueo
neuromuscular, por lo que se recomienda una monitorizacion cuidadosa durante
el tratamiento. Ademas, se debe evitar la administracion de clindamicina en un
periodo de tres dias antes y después de la vacuna oral contra el tifus. Asimismo,
la eliminacion del farmaco puede verse reducida en presencia de inhibidores de
las enzimas CYP3A4 y CYP3AS5, lo que puede afectar su metabolismo y
concentracion plasmatica. El aclaramiento de la clindamicina puede aumentar al
administrarse junto con inductores de las enzimas CYP3A4 y CYP3A5, como la
rifampicina, lo que podria reducir su eficacia. Ademas, existe un antagonismo
conocido con la eritromicina, y la clindamicina puede disminuir el efecto bactericida
de los aminoglucdsidos cuando se usan en combinacién. Por otro lado, la
coadministracion con antagonistas de la vitamina K, como acenocumarol,
warfarina o fluindiona, puede potenciar el riesgo de alteraciones en las pruebas
de coagulacién (INR) y aumentar la probabilidad de hemorragias (70)

2.3.11.1.4. Reacciones adversas
Los efectos adversos asociados al uso de clindamicina incluyen colitis
pseudomembranosa, diarrea, dolor abdominal y alteraciones en las pruebas de
funcion hepatica (PFH). Cuando se administra por via intramuscular, puede
provocar irritacion local, dolor, formacion de induraciones y abscesos estériles;
mientras que la via intravenosa se asocia con dolor en el sitio de inyeccion y riesgo
de tromboflebitis. (70)

2.3.11.1.5. Ciprofloxacino
El ciprofloxacino pertenece a la categoria de las fluoroquinolonas y actia como
un agente antimicrobiano. La clindamicina exhibe actividad frente a un amplio
espectro de microorganismos gramnegativos aerobios, incluyendo patégenos

entéricos, Pseudomonas y Serratia marcescens. No obstante, se han identificado
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cepas resistentes de Pseudomonas y Serratia, o que limita su efectividad en
algunos casos. De igual manera, la clindamicina muestra efectividad frente a
microorganismos grampositivos; sin embargo, se han detectado cepas resistentes
en algunos aislados de Staphylococcus aureus y neumococos, lo que puede
afectar su eficacia terapéutica en ciertas infecciones. La clindamicina no presenta
actividad contra microorganismos anaerobios. Sin embargo, en situaciones
especificas, se emplea en combinacidon con otros antibidticos para tratar
infecciones producidas por micobacterias, como Mycobacterium tuberculosis y el
complejo Mycobacterium avium (MAC). (70)
2.3.11.1.6. Mecanismo de accién

os efectos antibacterianos del ciprofloxacino se fundamentan en su capacidad
para interferir directamente con las enzimas topoisomerasas IV y la DNA-girasa,
que son esenciales para la replicacion y mantenimiento del material genético en
las bacterias. Esta accion impide que las bacterias puedan reproducirse y reparar
su ADN, lo que conduce a su eliminacion efectiva. Dichas topoisomerasas
modifican la estructura del ADN al introducir pliegues superhelicoidales en las
cadenas de doble hélice, ayudando a desplegar las hebras. La ADN-girasa,
formada por dos subunidades cuya informacion genética reside en el gen gyrA,
interviene activamente en el proceso de desdoblamiento y posterior religacion de
las hebras del cromosoma bacteriano, una vez que éste ha adquirido su estructura
superenrollada; esta enzima resulta fundamental para mantener la topologia
adecuada del ADN y asegurar la continuidad de la replicacion y transcripcidon en
la célula. Las quinolonas, entre las que se incluye el ciprofloxacino, actuan
bloqueando las subunidades de la ADN-girasa, lo que detiene de forma efectiva
los procesos de replicacion y transcripcion del material genético bacteriano.
Aunque aun no se ha dilucidado por completo por qué la inactivacion de esta
enzima conduce a la muerte celular, se sabe que en los mamiferos existe una
topoisomerasa homologa que desemperfia funciones equivalentes y, sin embargo,
permanece insensible a las concentraciones terapéuticas de ciprofloxacino, lo cual
explica su selectividad hacia los patégenos. (70) Al igual que ocurre con el resto
de las quinolonas, el ciprofloxacino presenta un efecto post-antibidtico: una vez
que las bacterias han estado expuestas al farmaco y este deja de detectarse en
el medio, los microorganismos tardan aun alrededor de cuatro horas en reanudar
su ciclo de crecimiento; este fendmeno contribuye de forma significativa a la

eficacia prolongada del tratamiento y a la reduccion de la frecuencia de las
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administraciones. (70)

En términos generales, los siguientes microorganismos son propensos a la accion
de ciprofloxacino: Acinetobacter calcoaceticus; Acinetobacter woffii; Aeromonas
caviae;, Aeromonas hydrophila; Bacilus anthracis; Brucella melitensis;
Calymmatobacterium granulomatis; Campylobacter coli; Campylobacter fetus;
Campylobacter jejuni; Chlamydia trachimatis; Citrobacter diversus; Citrobacter
freundii;  Corynebacterium sp.; Edwarsiella tarda; Eikenella corrodens;
Enterobacter aerogenes; Enterobacter agglomerans; Enterobacter cloacae;
Enterococcus faecalis; Escherichia coli; Flavobacterium sp.; Gardnerella vaginalis;
Haemophilus ducreyi; Haemophilus influenzae (sin beta-lactamasa); Haemophilus
influenzae (con beta-lactamasa); Haemophilus parainfluenzae; Hafnia alvei;
Helicobacter pylori; Klebsiella oxytoca; Klebsiella pneumoniae; Legionella
bozemanii; Legionella dumoffii; Legionella gormanii; Legionella jordanis;
Legionella longbeachae; Legionella micdadei; Legionella pneumohila; Legionella
wadsworthii; Leptospira interrogans; Listeria monocytogenes; Moraxella
catarrhalis; Moraxella sp.; Morganella morganii; Mycobacterium avium complex
(MAC); Mycobacterium avium; Mycobacterium chelonae; Mycobacterium
intracellulare; Mycobacterium fortuitum; Mycobacterium tuberculosis; Neisseria
gonorrhoeae; Neisseria meningitidis;, Pasteurella multocida; Plasmodium
falciparum; Proteus mirabilis; Proteus vulgaris; Providencia rettgeri; Providencia
stuartii; Pseudomonas aeruginosa; Rickettsia conorii; Salmonella enteritidis;
Salmonella typhi; Serratia marcescens; Shigella flexneri; Shigella sonnei;
Staphylococcus aureus (MSSA), Staphylococcus epidermidis; Staphylococcus
haemolyticus;  Staphylococcus  hominis;  Staphylococcus  saprophyticus;
Streptococcus agalactiae (estreptococos del grupo B); Streptococcus bovis;
Streptococcus dysgalactiae; Streptococcus pneumoniae; Streptococcus pyogenes
(estreptococos del grupo A beta-hemolitico); Vibrio cholerae; Vibrio
parahaemolyticus; Vibrio vulnificus; Viridans streptococci; y Yersinia enterocolitica.
Aunque ciertas cepas de Stenotrophomonas maltophilia pueden ser sensibles a la
ciprofloxacina, la mayoria presenta una relativa resistencia. (70)

2.3.11.1.7. Farmacocinética

La administracion del ciprofloxacino puede efectuarse tanto por via oral como
intravenosa; al ingerirse, el farmaco se absorbe con rapidez a lo largo del tracto
gastrointestinal y, gracias a su alta biodisponibilidad, llega al torrente sanguineo

con apenas modificaciones metabdlicas iniciales, lo que permite alcanzar pronto
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concentraciones terapéuticas eficaces. En ayunas, el cuerpo ingiere alrededor del
70% de la clindamicina, alcanzando su punto maximo en la sangre entre 30
minutos y 2 horas y media. Cuando la clindamicina se administra por via oral junto
con alimentos, se observa un retraso en la aparicion de la concentracion maxima
en sangre; sin embargo, la cantidad total del farmaco absorbido no se ve
significativamente modificada. Posterior a la ingesta de una dosis de 500 mg por
via oral, los niveles séricos alcanzan concentraciones que oscilan entre 1.6 y 2.9
mg/mL. En contraste, una administracion intravenosa de 400 mg produce una
concentracion plasmatica mas elevada, en torno a los 4.6 mg/mL. Tras alcanzar
la circulacion sistémica, las concentraciones plasmaticas del ciprofloxacino se
mantienen por alrededor de doce horas en niveles suficientes para superar el
umbral inhibitorio necesario, lo que asegura una supresion continua y eficaz del
crecimiento de la mayoria de las bacterias susceptibles. (70)

El ciprofloxacino se distribuye de manera amplia por los distintos compartimentos
tisulares, mostrandose escasamente unido a las proteinas plasmaticas, lo que
favorece su disponibilidad en érganos y fluidos; en contraste, la clindamicina
apenas alcanza concentraciones significativas en el liquido cefalorraquideo en
ausencia de inflamacion meningea, lo que restringe su utilidad frente a infecciones
del sistema nervioso central en condiciones normales. A diferencia de su escasa
fijacion a proteinas plasmaticas, el ciprofloxacino se acumula en concentraciones
superiores a las séricas en multiples tejidos y fluidos entre ellos bilis, pulmones,
rinones, higado, vejiga, aparato reproductor femenino y prostata, lo cual potencia
su eficacia en infecciones localizadas en estos 6rganos; adicionalmente, cerca de
la mitad de la dosis administrada por via oral se elimina sin cambios a través de
la orina, evidenciando que la excrecién renal es el principal camino de depuracion
del farmaco. En pacientes con funcién renal preservada, el ciprofloxacino se
elimina con una semivida de aproximadamente tres a cinco horas; sin embargo,
cuando la depuracion glomerular estd comprometida, este periodo puede
extenderse hasta cerca de doce horas, de modo que resulta imprescindible revisar
y adaptar los esquemas posoldgicos para prevenir la acumulacion del farmaco y
minimizar el riesgo de toxicidad. La eliminacion a través de las heces representa
entre el 20% y el 40% de la dosis. (70)

2.3.11.1.7. Contraindicaciones

El ciprofloxacino no debe administrarse a quienes hayan demostrado una
hipersensibilidad marcada a cualquiera de las quinolonas, pues existe el riesgo de
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reacciones adversas graves. Ademas, como clase, las fluoroquinolonas pueden
provocar alteraciones articulares en animales jovenes, lo que sugiere un uso muy
cauteloso durante la etapa pediatrica. A pesar de que los episodios de molestias
articulares en ninos son poco frecuentes afectando a menos del 1,5 % de los
casos, estos sintomas tienden a remitir completamente tras la suspension del
tratamiento. Se ha asociado a las fluoroquinolonas con rupturas de tendones, por
lo que se debe suspender la administracion de Ciprofloxacino al primer indicio de
dolor en los tendones. El ciprofloxacino posee la capacidad de cruzar la barrera
placentaria y se excreta también en la leche materna, por lo cual su administracion
durante la gestacion o la lactancia queda desaconsejada. Se encuentra
catalogado dentro de la categoria C de riesgo en el embarazo, lo que indica que
solo debe emplearse si el beneficio terapéutico supera claramente los posibles

riesgos fetales.

Es esencial extremar la precaucién al prescribir quinolonas, incluyendo el
ciprofloxacino, en pacientes con antecedentes de trastornos neurolégicos o
enfermedades cerebrovasculares, ya que estos compuestos pueden reducir el
umbral convulsivo y, en consecuencia, aumentar el riesgo de episodios
epilépticos; por ello, antes de indicar este tratamiento conviene evaluar
detalladamente el historial clinico y considerar alternativas terapéuticas cuando
exista predisposicién a las crisis. La depuracién del ciprofloxacino se realiza
principalmente por filtracién renal, saliendo el farmaco practicamente inalterado
en la orina; por ello, en pacientes con deterioro de la funciéon renal resulta
fundamental revisar y adecuar las pautas posoldgicas, con el fin de impedir la
acumulacioén del compuesto y reducir la probabilidad de reacciones adversas. Por
el contrario, en pacientes de mas de 65 anos con funcion renal preservada no es
necesario modificar el esquema posologico estandar. Dado que el metabolismo
hepatico desempefia un papel secundario pero relevante en la eliminacion del
ciprofloxacino, resulta prudente extremar las precauciones al administrarlo en
pacientes con afectacion hepatica por ejemplo, en aquellos con cirrosis, pues la
alteracion de las enzimas y del flujo sanguineo hepatico puede modificar los
niveles plasmaticos del farmaco, incrementar su permanencia en el organismo vy,
con ello, elevar el riesgo de efectos adversos; por ello, en estas circunstancias
conviene evaluar la funcion hepatica antes de iniciar el tratamiento y ajustar la
pauta posolodgica si fuera necesario. (70)

Es imprescindible manejar el ciprofloxacino con especial cautela en pacientes que
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presenten deshidratacién, ya que la elevada concentracidén del farmaco en la orina
puede favorecer la formacion de cristales y desencadenar cristaliuria; ademas, en
algunos casos pueden manifestarse molestias gastrointestinales con un riesgo
mayor en quienes padecen colitis y existe la posibilidad de que surjan
sobreinfecciones por cepas resistentes al antibidtico, por lo que conviene vigilar
tanto el estado hidrico como la flora intestinal durante todo el tratamiento. Ademas,

se puede manifestar candidiasis. (70)

2.3.11.1.8. Interacciones

El ciprofloxacino puede retardar el metabolismo hepatico de compuestos como la
cafeina y la teofilina, lo cual eleva sus niveles plasmaticos y aumenta la
probabilidad de manifestar signos de sobredosis, tales como nauseas, vomitos,
nerviosismo, ansiedad, taquicardia e incluso convulsiones; por ello, al prescribirlo
es conveniente ajustar las dosis de estos farmacos concomitantes y vigilar de
cerca al paciente para prevenir reacciones adversas por acumulacion. La
magnitud de esta interaccién es directamente proporcional a la cantidad de bebida
consumida, de modo que quienes ingieran volumenes elevados de café deben
extremar la vigilancia: al aumentar la dosis de cafeina, se intensifica la inhibicion
del metabolismo hepatico inducida por el ciprofloxacino, lo que eleva el riesgo de
efectos adversos asociados tanto a la propia teofilina como a la estimulante del
café, por lo que resulta aconsejable ajustar la ingesta y, en caso necesario, reducir
la dosis de estos compuestos concomitantes para mantener un perfil de seguridad
optimo. (70)

La captacion oral de ciprofloxacino puede verse notablemente mermada en
presencia de sales mineralizantes como las de aluminio, calcio, hierro o zinc,
sobre todo si estos quelantes se ingieren hasta una hora antes de la
administracion del antibidtico. Asi, la formacién de complejos insolubles en el
tracto gastrointestinal reduce la cantidad de farmaco disponible para su paso a la
circulacién sistémica. Especificamente, ciprofloxacino forma complejos altamente
estables con las sales de aluminio, lo que conduce a una significativa reduccién
en su biodisponibilidad. Aunque no se tiene certeza sobre si el subsalicilato de
bismuto afecta la absorcion de ciprofloxacino, se sugiere separar la administracion
de ambos farmacos por un periodo de 4-5 horas. De modo analogo, el sucralfato
puede comprometer la cantidad de ciprofloxacino que llega a la circulacion
sistémica, si bien aun no se ha dilucidado el mecanismo exacto de esta

interaccion. Por otra parte, en personas sanas el ciprofloxacino tiende a ralentizar
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la eliminacidn del diazepam y a prolongar su semivida, aunque curiosamente no
modifica de forma apreciable su accion clinica. Finalmente, se han documentado
episodios de convulsiones cuando ambos farmacos ciprofloxacino y foscarnet se
administran de manera concomitante, probablemente a causa de un efecto
acumulativo sobre el umbral convulsivo. La coadministracion con probenecid
disminuye en aproximadamente un 50 % la depuracién renal del ciprofloxacino, lo
que conlleva un aumento notable de sus niveles plasmaticos y prolonga su
semivida de eliminacién; este fendmeno puede potenciar tanto la eficacia
terapéutica como el riesgo de efectos adversos, por lo que conviene ajustar la
pauta posoldgica y vigilar de cerca la respuesta farmacocinética en pacientes que
reciben ambos farmacos simultaneamente. (70)

Se ha observado que la coadministracion de ciprofloxacino con warfarina puede
alargar el tiempo de protrombina y elevar el indice Normalizado Internacional (INR)
en pacientes que ya mantienen una anticoagulacion estable. Este efecto emerge
de manera progresiva, con sintomas que suelen presentarse entre el segundo y
el decimosexto dia tras el inicio de la terapia con ciprofloxacino; sin embargo, en
ensayos clinicos en los que se administraron dosis de 500 mg cada 12 horas, no
se observaron variaciones significativas en los parametros de anticoagulacion, lo
cual indica que, a este nivel de dosificacion, la interaccion con la warfarina no
produce alteraciones de importancia clinica. (70)

Se ha observado que el ciprofloxacino puede retardar la depuracién hepatica de
la mexiletina, probablemente a través de la inhibicion de la isoenzima CYP1A2 del
citocromo P450; como resultado, los niveles plasmaticos de mexiletina podrian
elevarse, lo que hace recomendable un seguimiento cuidadoso de sus
concentraciones y ajustar la dosificacidbn para evitar efectos adversos por
acumulacion. De manera analoga, cabe prever que el alosetron, al depender
también del sistema CYP1A2 para su metabolismo, podria experimentar un
aumento en sus niveles plasmaticos al combinarse con ciprofloxacino; sin
embargo, hasta el momento no se han realizado ensayos clinicos que confirmen
o descarten esta interaccion, por lo que resulta aconsejable valorar con cautela
cualquier pauta terapéutica que contemple ambos farmacos y monitorizar
estrechamente la respuesta del paciente. La administracién simultanea de
fluoroquinolonas y retinoides, ya sean tépicos u orales como la tretinoina, potencia
la sensibilidad cutanea a la radiacion ultravioleta, lo que eleva de manera notable

la probabilidad de reacciones fototoxicas; por este motivo, cuando se contemple
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su uso conjunto, resulta imprescindible reforzar las medidas de fotoproteccion
incluyendo filtros solares de amplio espectro y ropa adecuada o bien optar por
alternativas terapéuticas que minimicen este riesgo, garantizando asi la seguridad
y el bienestar del paciente (70).
2.3.11.1.9. Reacciones adversas

En términos generales, el ciprofloxacino es aceptado, y menos del 5% de los
pacientes experimentan reacciones perjudiciales serias. Se recomienda
precaucion al utilizar ciprofloxacino en menores de dieciséis afios por las posibles
artralgias, especialmente cuando estan relacionadas con fibrosis quistica. El
ciprofloxacino puede causar molestias estomacales en hasta 1 de cada 10
individuos que lo toman. Los efectos adversos mas frecuentes asociados al uso
de ciprofloxacino incluyen nauseas, vomitos, diarrea y dolor abdominal, siendo
estos sintomas mas comunes en pacientes de edad avanzada o en aquellos que
reciben dosis elevadas del farmaco. Ademas, aunque menos frecuentes, se han
documentado reacciones neuroldgicas graves relacionadas con todas las
quinolonas incluido el ciprofloxacino tales como convulsiones, incremento de la
presién intracraneal y episodios de psicosis téxica, lo que subraya la necesidad
de una evaluacién cuidadosa del riesgo-beneficio en poblaciones vulnerables.
Bajo ciertas circunstancias, el tratamiento con ciprofloxacino puede acompanarse
de manifestaciones neuropsiquiatricas de sorprendente intensidad, que van desde
episodios de confusion mental, abatimiento del animo y vértigos, hasta
percepciones alucinatorias y temblorismos sutiles; en casos excepcionales
pueden incluso aflorar pensamientos suicidas, y todo ello puede presentarse tan
pronto como tras la primera administracion. Ante la aparicién de cualquiera de
estos signos, lo prudente es cesar de inmediato la terapia y disponer de las
intervenciones de soporte adecuadas. Por otro lado, no son infrecuentes los
reportes de ruptura espontanea del tendon de Aquiles en pacientes sometidos a
esta fluorquinolona, un suceso que exige maxima precaucion al activar cualquier
actividad que someta a tensidén excesiva esta estructura. Asimismo, se han
descrito reacciones de hipersensibilidad cutanea erupciones maculopapulares con
fiebre concomitante, eosinofilia marcada e incluso nefritis intersticial, subrayando
la necesidad de vigilar el recuento leucocitario y la funcion renal. Finalmente, en
menos del uno por ciento de quienes reciben ciprofloxacino se han notificado
alteraciones cardiovasculares como palpitaciones rapidas, episodios de fibrilacién

auricular o contracciones ventriculares prematuras; aunque la relacion directa con
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el farmaco no esta totalmente dilucidada, su presencia refuerza la importancia de
monitorizar cuidadosamente a los pacientes con antecedentes cardiacos. En el
uso oftalmico del ciprofloxacino, se han reportado con frecuencia sensaciones de
ardor, escozor o molestias locales inmediatamente después de la aplicacion;
ademas, en algunos pacientes con ulceras corneales de origen bacteriano, se han
observado depdsitos blancos o cristalinos sobre la superficie ocular, cuya
presencia suele ser transitoria y no implica necesariamente la suspension del
tratamiento, aunque requiere vigilancia clinica para descartar complicaciones
asociadas. (70)
2.3.11.2. Tetraciclina
La tetraciclina es un antibiético de amplio espectro que pertenece a la familia de
los tetraciclicos y fue inicialmente aislado del Streptomyces griseus, un
actinomiceto del suelo. Su eficacia radica en su estructura quimica distintiva, la
cual le permite interferir con la sintesis proteica bacteriana al unirse a la subunidad
30S del ribosoma. Gracias a esta accion, ha demostrado ser una herramienta
terapéutica valiosa frente a una gran variedad de patdgenos, tanto grampositivos
como gramnegativos, lo que la posiciona como una opcion util en el manejo de
diversas infecciones bacterianas. Para preservar su eficacia y prevenir el
desarrollo de resistencia bacteriana, su uso debe restringirse al tratamiento o
prevencion de infecciones confirmadas o altamente probables de ser causadas
por bacterias sensibles a este medicamento. En caso de contar con datos de
cultivo y pruebas de susceptibilidad, estos deben ser tomados en cuenta al
seleccionar o ajustar la terapia antibacteriana (71).

2.3.11.2.1. Mecanismo de accion
Las tetraciclinas actuan uniéndose a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano,
lo que bloquea el acceso de los aminoacil-tARN vy la tetraciclina actua impidiendo
la unién de los aminoacil-ARNt al sitio A del ribosoma bacteriano, bloqueando asi
la incorporacion de nuevos aminoacidos a la cadena polipeptidica en formacion.
Esta interferencia en la sintesis de proteinas interrumpe el ciclo vital de la bacteria,
deteniendo su crecimiento y, en ciertos casos, provocando su muerte celular,
especialmente cuando la accion del antibidtico se mantiene durante un tiempo
prolongado o cuando se combina con el sistema inmunolégico del huésped. En el
caso de las bacterias Gram-negativas del tracto entérico, las tetraciclinas
emprenden un notable viaje a través de la doble envoltura lipidica. En primer lugar,

se presentan en forma de complejos cationicos muy probablemente tetraciclinas
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ligadas a iones de magnesio que pueden deslizarse por los canales de la
membrana externa, tales como OPDF o los poros ompC. Impulsados por el
potencial electroquimico de Donnan, estos agregados cargados positivamente
son atraidos hasta el espacio periplasmico, donde, gracias a las sutilezas del pH
y la afinidad idnica, se disocian liberando moléculas de tetraciclina libre. Una vez
emancipada, la tetraciclina, débilmente lipofilica, aprovecha su afinidad por los
lipidos para atravesar sin obstaculos la bicapa de la membrana interna y alcanzar
el citoplasma bacteriano. Alli, su presencia detiene la sintesis proteica al unirse a
la subunidad ribosomal 30S, impidiendo la incorporacién de nuevos aminoacidos
y, con ello, otorgando a este farmaco su caracter bacteriostatico. La coreografia
de transporte desde la unién idnica exterior hasta la disolucion en el periplasma y
la eventual penetracion citoplasmica muestra la sofisticada estrategia de estas
moléculas para sortear las barreras bacterianas y ejercer su accion terapéutica.
En bacterias Gram-positivas, la forma electroneutra y lipofilica de la tetraciclina
cruza la membrana citoplasmica. Una vez que la tetraciclina ingresa al citoplasma
bacteriano, es probable que forme complejos de tipo quelato con iones metalicos
divalentes como el magnesio o el calcio, dado que en el medio intracelular tanto
el pH como la concentracion de estos iones son relativamente mas elevados que
en el entorno extracelular. Esta capacidad de formar quelatos no solo influye en
su distribucién intracelular, sino también en su afinidad por los ribosomas,
facilitando su accion inhibitoria sobre la sintesis proteica bacteriana. Se considera
que el complejo tetraciclina- magnesio es la forma activa que se une al ribosoma,
y dado que esta unidon es reversible, las tetraciclinas tienen un efecto
bacteriostatico. Las tetraciclinas son efectivas contra varias bacterias Gram-
negativas, incluyendo Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus ducreyi, Haemophilus
influenzae, Yersinia pestis, Francisella tularensis, Vibrio cholerae, Bartonella
bacilliformis, y especies de Brucella. Sin embargo, pueden presentarse
resistencias en bacterias como Escherichia coli, especies de Klebsiella,
Enterobacter aerogenes, especies de Shigella, Acinetobacter, y Bacteroides. En
cuanto a bacterias Gram-positivas, las tetraciclinas son activas frente a
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, enterococos como
Streptococcus faecalis y Streptococcus faecium, asi como otros estreptococos
alfa-hemoliticos. Sin embargo, uno de los principales desafios asociados al uso
de tetraciclinas es el incremento sostenido de la resistencia bacteriana. Se han

documentado tasas preocupantemente altas, con informes que indican hasta un
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44 % de cepas de Streptococcus pyogenes y un 74 % de Streptococcus faecalis
resistentes a este grupo de antibidticos. Esta situacion limita significativamente su
eficacia clinica y resalta la necesidad de un uso racional, asi como de una
vigilancia microbiolégica continua para orientar adecuadamente las decisiones

terapéuticas (71).

2.3.11.2.2. Farmacocinética

Las tetraciclinas presentan una absorcion gastrointestinal adecuada, aunque no
total, lo que significa que una fraccion del farmaco administrado por via oral no
alcanza la circulacion sistémica. Una vez absorbidas, aproximadamente el 65 %
de las moléculas se unen a proteinas plasmaticas, lo que influye en su distribucion,
disponibilidad bioldgica y en la duracién de su accidn terapéutica en el organismo.
Esta afinidad moderada por las proteinas plasmaticas contribuye a un equilibrio
entre eficacia clinica y riesgo de toxicidad. Su distribucion es excelente en la
mayoria de los fluidos y tejidos corporales, incluyendo bilis, higado, rifiones,
pulmén, prostata, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial y hueso. Las
tetraciclinas tienen la capacidad de atravesar la barrera placentaria, lo que les
permite acceder tanto a la circulacioén fetal como al liquido amnidtico, implicando
un riesgo potencial para el desarrollo embriofetal. Tras su administracion por via
oral, alcanzan concentraciones plasmaticas maximas en un intervalo que oscila
entre las dos y cuatro horas, reflejando una absorcion relativamente rapida que
favorece su accion terapéutica, pero que también exige precaucion en
poblaciones vulnerables como mujeres embarazadas (71).

Las tetraciclinas tienden a acumularse en 6érganos como el higado y se excretan
en concentraciones elevadas a través de la bilis, lo que facilita su paso al tracto
gastrointestinal. Desde alli, junto con la fraccién que no se absorbe inicialmente,
pueden eliminarse por las heces. Paralelamente, una parte significativa del
farmaco se elimina por via renal en forma activa, lo que refleja un doble
mecanismo de excrecion biliar y urinario que contribuye a su eficacia terapéutica,
pero que también requiere precauciones en pacientes con alteraciones hepaticas
o renales. La excrecién renal de las tetraciclinas, principalmente mediante
filtracion glomerular, puede verse significativamente comprometida en pacientes
con insuficiencia renal. Esta disminucion en la capacidad de eliminacién puede
provocar acumulacion del farmaco en el organismo, incrementando el riesgo de
toxicidad y efectos adversos, por lo que es fundamental ajustar las dosis y realizar

un monitoreo riguroso en esta poblacién para garantizar un tratamiento seguro y
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eficaz (71).
2.4.11.2.3. Contraindicaciones

Las tetraciclinas vencidas estan estrictamente prohibidas para su uso, ya que
durante la degradacién del farmaco se generan compuestos toxicos que pueden
provocar dafios renales severos, incluyendo el sindrome de Fanconi, una grave
alteracion del transporte tubular renal. Ademas, estas sustancias deben evitarse
en pacientes con hipersensibilidad conocida a las tetraciclinas, y es recomendable
extremar precauciones en quienes presentan antecedentes de alergias, para
minimizar el riesgo de reacciones adversas y garantizar la seguridad del
tratamiento. En las fases sensibles de la odontogénesis que se extienden desde
la segunda mitad del embarazo hasta cerca de los ocho afos de vida, la
exposicion a estas moléculas puede tehir de forma irreversible el esmalte, dejando
matices amarillentos o grisaceos en los dientes y provocando alteraciones en la
formacion de su capa protectora. Asimismo, al secuestrar calcio para formar
complejos estables, interfieren de modo transitorio en la mineralizacion oOsea,
retardando el crecimiento esquelético; sin embargo, este efecto suele revertirse
gradualmente una vez se suspende la administracion del farmaco. En animales,
se ha observado embriotoxicidad y retraso en el desarrollo esquelético. Ademas,
pueden aumentar el nitrégeno ureico en sangre (BUN), generando complicaciones
graves en pacientes con insuficiencia renal (71).

Las tetraciclinas pueden causar fotosensibilidad, manifestada como reacciones
exageradas a la luz solar, especialmente con demeclociclina. Su uso prolongado
también favorece superinfecciones, potencialmente graves, como por
estafilococos intestinales. En adultos, se ha asociado con hipertension
intracraneal benigna, mientras que en nifos puede provocar fontanelas abultadas,
ambas condiciones generalmente reversibles. Ante la aparicion de una
superinfeccion o la manifestacion de efectos adversos graves durante el
tratamiento con tetraciclinas, es fundamental suspender la administracion del
farmaco de manera inmediata. A partir de ahi, se debe evaluar al paciente para
iniciar una terapia alternativa adecuada y segura que permita controlar la infeccion
sin comprometer la salud, garantizando asi una respuesta terapéutica eficaz y

minimizando riesgos adicionales (71).

2.3.11.2.4. Interacciones
El uso de tetraciclinas debe manejarse con precaucion debido a interacciones

potencialmente adversas. Estos antibidticos no se recomiendan junto con agentes
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bactericidas como la penicilina, ya que sus efectos bacteriostaticos pueden
interferir en la accion de los primeros. Asimismo, las tetraciclinas pueden disminuir
la actividad de la protrombina plasmatica, lo que puede potenciar el efecto de los
anticoagulantes orales y aumentar el riesgo de sangrado. Por esta razon, en
pacientes que estén recibiendo terapia anticoagulante, resulta esencial
monitorizar de cerca los parametros de coagulacion y ajustar la dosis de los
anticoagulantes segun sea necesario para mantener un equilibrio terapéutico
seguro. Su absorcién puede disminuir al administrarse con antiacidos o productos
que contienen hierro, y su uso simultdneo con anticonceptivos orales podria
reducir la efectividad de estos. También se debe evitar la combinacion con
metoxiflurano, ya que puede causar toxicidad renal grave, incluso fatal (71).
2.3.11.2.5. Reacciones adversas

Las tetraciclinas pueden provocar una variedad de reacciones adversas, siendo
las manifestaciones gastrointestinales las mas frecuentes. Entre ellas se incluyen
nauseas, vomitos, diarrea y molestias abdominales, que en ocasiones pueden
afectar la tolerancia al tratamiento y requerir medidas para aliviar estos sintomas
o ajustar la terapia. Estas incluyen anorexia, dolor epigastrico, nauseas, vomitos,
diarrea, estomatitis, glositis, disfagia, y raramente esofagitis y ulceracion
esofagica, especialmente si se toman antes de dormir. En la piel, pueden ocurrir
dermatitis exfoliativa, erupciones maculopapulares, fotosensibilidad, onicolisis y
cambios en la coloracion de las ufias. A nivel renal, pueden aumentar los niveles
de BUN de manera dosis-dependiente, mientras que la colestasis hepatica,

aunque poco frecuente, se asocia generalmente con dosis altas (71).

En relacién con las reacciones de hipersensibilidad, el uso de tetraciclinas se ha
asociado con episodios que pueden variar desde manifestaciones leves hasta
severas, incluyendo anafilaxia, fiebre, erupciones cutaneas, urticaria, edema
angioneurético e incluso pericarditis. Estas respuestas inmunolégicas requieren
atencion médica inmediata y, en caso de presentarse, la suspension del
tratamiento y la implementacion de medidas terapéuticas adecuadas para
controlar la reaccion y proteger la salud del paciente. Las alteraciones
hematolégicas reportadas incluyen anemia, neutropenia y trombocitopenia.
También se han observado sintomas como mareos y dolor de cabeza (71).
2.4.11.3. Amikacina

La amikacina se presenta como un aminoglucésido semisintético, originado a
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partir de la molécula madre kanamicina. Gracias a esta modificaciéon quimica,
despliega un poder eliminador de bacterias (accioén bactericida) que se traduce en
una gran eficacia contra numerosos patégenos, incluida una notable actividad
frente a cepas resistentes a otros aminoglucdsidos. Su estructura ajustada mejora
tanto su espectro de accién como su estabilidad frente a las enzimas bacterianas
qgue inactivan a sus parientes naturales, lo que convierte a este farmaco en una
herramienta esencial para el tratamiento de infecciones graves.
2.4.11.3.1. Mecanismo de accién
La kanamicina, al igual que otros antibiéticos pertenecientes al grupo de los
aminoglucodsidos, ejerce su accion antimicrobiana al unirse especificamente a la
subunidad 30S del ribosoma bacteriano. Esta interaccion interfiere con la sintesis
proteica al provocar errores en la lectura del ARN mensajero, lo que finalmente
conduce a la produccion de proteinas defectuosas y a la inhibicion del crecimiento
bacteriano. Este mecanismo interfiere en la transcripcién del ADN bacteriano,
lo que bloquea la sintesis de proteinas esenciales en microorganismos
susceptibles, inhibiendo su crecimiento y supervivencia (72).
2.4.11.3.2. Farmacocinética

La amikacina se absorbe de manera eficiente tras su administracion por via
intramuscular, alcanzando concentraciones maximas en suero que varian en
funcién de la dosis administrada. Esta caracteristica farmacocinética permite un
control adecuado de los niveles terapéuticos, favoreciendo su efectividad en el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias susceptibles: 12 mg/ml con 250
mg, 16 mg/ml con 375 mg y 21 mg/ml con 500 mg. En personas con funcién renal
normal, la amikacina se elimina predominantemente a través de la filtracion
glomerular, con aproximadamente un 98.2 % de la dosis excretada por la orina
durante las primeras 24 horas después de la administracion. Este proceso de
eliminacion renal rapida es fundamental para evitar la acumulacion del farmaco y
minimizar el riesgo de toxicidad. Las dosis habituales de amikacina permiten
alcanzar concentraciones terapéuticas en distintos liquidos corporales, lo que
respalda su eficacia en el tratamiento de infecciones. Cuando se administra por
via intravenosa, una dosis unica de 500 mg infundida durante 30 minutos puede
alcanzar una concentracion maxima aproximada de 38 mg/ml al término de la
infusién, disminuyendo luego a niveles de alrededor de 0.75 mg/ml a las 10 horas,
lo que refleja un perfil farmacocinético adecuado para mantener la actividad

antibacteriana. (72).
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La amikacina, ese derivado semisintético de la kanamicina, exhibe en el torrente
sanguineo una vida media que apenas supera las dos horas, distribuyéndose con
soltura en un volumen aproximado de 24 L equivalente al 28 % del peso corporal.
Su unidn a las proteinas plasmaticas es casi anecddtica, oscilando entre un 0 %
y un 11 %, lo que favorece su disponibilidad activa. Bajo un aclaramiento renal
normal de unos 94 mL/min, el farmaco se elimina con eficiencia, aunque en el
contexto de insuficiencia renal este proceso se enlentece, prolongando la semivida
y obligando a adaptar cuidadosamente la dosificacion segun la funcién excretora
del paciente.
En estudios de laboratorio, la amikacina despliega un poderoso efecto bactericida
contra multiples bacilos Gram-negativos entre ellos Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli y diversas especies de Klebsiella y también conserva actividad
frente a estafilococos meticilino-resistentes. Sin embargo, su actividad resulta mas
discreta cuando el blanco son estreptococos y enterococos, lo que determina su
nicho terapéutico preferente en infecciones graves causadas por patdgenos
susceptibles a aminoglucésidos. (72).

2.4.11.3.3. Contraindicaciones
La amikacina se reserva con sumo cuidado en aquellos pacientes que hayan
mostrado previamente reacciones alérgicas o de hipersensibilidad a esta molécula
0 a cualquier otro aminoglucésido, dado el riesgo de reacciones cruzadas.
Asimismo, esta absolutamente desaconsejada su coadministracion con farmacos
de marcado potencial neurotéxico o nefrotdxico, asi como con diuréticos de alta
potencia, pues la combinacion puede incrementar de forma significativa el dafo
renal o neurolégico. La amikacina resulta particularmente riesgosa en pacientes
con funcion renal comprometida, asi como en aquellos que reciben tratamientos
prolongados o dosis elevadas, debido a su potencial para provocar efectos toxicos
significativos. Entre las complicaciones mas graves se encuentran la
nefrotoxicidad, que afecta la funcién renal, y la ototoxicidad, que puede causar
dafios auditivos irreversibles. Por ello, es fundamental realizar un monitoreo
cuidadoso de la funcion renal y auditiva durante el tratamiento para prevenir y
detectar oportunamente estas complicaciones. Ademas, la forma inyectable
contiene bisulfito de sodio, lo que puede generar reacciones alérgicas graves,
como anafilaxis o cuadros asmaticos, especialmente en individuos asmaticos.
(72).
La administracion de amikacina requiere especial precaucion en pacientes que
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presentan antecedentes de hipersensibilidad a otros aminoglucdsidos o con
historial de reacciones alérgicas, ya que existe un riesgo elevado de reacciones
cruzadas. En estos casos, es fundamental evaluar cuidadosamente el balance
riesgo-beneficio y monitorear de cerca al paciente durante el tratamiento para
detectar cualquier signo de hipersensibilidad y actuar de manera oportuna. Es
fundamental realizar un monitoreo riguroso de la funcion renal y auditiva durante
el tratamiento con amikacina, especialmente en pacientes de edad avanzada o
con insuficiencia renal, debido a su mayor susceptibilidad a efectos toxicos.
Ademas, se debe ajustar la dosificacién en funcion de los niveles plasmaticos del
farmaco, procurando que estos no superen los 35 mg/ml, con el fin de minimizar
riesgos y asegurar un tratamiento seguro y efectivo. En caso de signos de nefrou
ototoxicidad, la dosificacion debe ser ajustada o el tratamiento suspendido. Se
recomienda extremar la precaucion cuando se administre amikacina a pacientes
que presenten enfermedades neuromusculares, como la miastenia gravis, dado
que este aminoglucdsido puede exacerbar la debilidad muscular y agravar los
sintomas de fatiga y comprometimiento de la funcién motora. Asimismo, ante la
eventual aparicion de infecciones secundarias debidas a microorganismos
resistentes al tratamiento, resulta imprescindible interrumpir de inmediato la
terapia con amikacina y orientar al paciente hacia un régimen antimicrobiano
alternativo, escogido segun el perfil de susceptibilidad del germen aislado y las
guias clinicas vigentes. De este modo, se evita la pérdida de eficacia terapéutica
y se minimiza el riesgo de complicaciones asociadas a la seleccion de cepas
multirresistentes, asegurando al mismo tiempo una respuesta optima frente al
patdgeno responsable. (72).
2.4.11.3.4. Interacciones

La amikacina debe administrarse con sumo cuidado, evitando mezclarla en la
misma jeringa o solucion con otros farmacos, ya que esta practica puede inducir
reacciones quimicas adversas o reducir la estabilidad del compuesto,
comprometiendo su eficacia terapéutica. Del mismo modo, se contraindica su uso
concomitante o secuencial con medicamentos conocidos por su toxicidad
neurolégica o renal como el cisplatino, polimixina B, colistina, cefaloridina,
viomicina, vancomicina, o incluso otros aminoglucosidos. Esta combinacion podria
potenciar significativamente los efectos nocivos sobre el sistema nervioso o los
rinones, generando complicaciones clinicas graves. Ademas, se debe evitar la

administracidén simultanea con diuréticos de alta potencia como el acido etacrinico
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o la furosemida, ya que estos pueden facilitar la acumulacién del farmaco a nivel
renal o coclear, elevando el riesgo de ototoxicidad e insuficiencia renal. En todos
los casos, el enfoque terapéutico debe guiarse por una evaluacion cuidadosa del
riesgo-beneficio, priorizando la seguridad del paciente y la minimizacion de
eventos adversos. Asimismo, es crucial considerar que la administracion
simultdnea de amikacina con agentes anestésicos o farmacos bloqueantes
neuromusculares puede potenciar el riesgo de un bloqueo neuromuscular
significativo, que en casos severos podria desembocar en paralisis respiratoria,
una condicién potencialmente letal si no se aborda con prontitud. Este efecto se
debe a la interferencia sinérgica en la transmision neuromuscular, especialmente
en pacientes con factores predisponentes o en procedimientos quirurgicos

prolongados.

Sin embargo, se ha evidenciado que la administracién de sales de calcio puede
reducir o incluso revertir este efecto adverso, al restablecer la conduccion
neuromuscular mediante la neutralizacion del bloqueo producido por la amikacina.
Esta intervencion resulta especialmente util en casos de bloqueo neuromuscular
grave, contribuyendo a mejorar la funcién muscular y la seguridad del paciente
durante el tratamiento. Por ello, en situaciones de emergencia o cuando se
sospeche una sobredosificacion con manifestaciones respiratorias, las sales de
calcio constituyen una intervencién terapéutica de eleccion. Aun asi, la prevencion
mediante la adecuada seleccion y secuenciacion de farmacos es fundamental

para evitar complicaciones clinicas graves.

Los aminoglucdsidos, entre ellos la amikacina, pueden intensificar el efecto
anticoagulante de los derivados cumarinicos al disminuir la disponibilidad de
vitamina K en el organismo. Esta interaccion aumenta el riesgo de sangrado, por
lo que es necesario monitorear de cerca los parametros de coagulacion en
pacientes que reciben ambos medicamentos y ajustar las dosis segun sea
necesario para mantener un equilibrio terapéutico seguro. Por lo tanto, cuando se
administren ambos medicamentos de forma simultanea. Es fundamental controlar
de manera estricta el tiempo de protrombina en pacientes que reciben amikacina
junto con anticoagulantes, para prevenir complicaciones hemorragicas. Ademas,
el uso concomitante de antivertiginosos como la difenhidramina puede
enmascarar los sintomas de toxicidad vestibular asociados a los aminoglucésidos,

dificultando asi la identificacion temprana de estos efectos adversos y retrasando
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la intervencion adecuada (72).
2.4.11.3.5. Reacciones adversas

Si bien la probabilidad de presentar efectos téxicos con amikacina es reducida en
pacientes cuya funcion renal se mantiene dentro de los parametros normales y
que reciben el antibidtico en las dosis y tiempos terapéuticos apropiados, no se
descarta por completo la aparicion de reacciones adversas. Existen reportes
clinicos que documentan la manifestacion de efectos indeseables incluso bajo
estas condiciones 6ptimas de uso, lo que subraya la necesidad de una vigilancia
constante durante el tratamiento. Entre los eventos adversos mas comunes se
encuentran alteraciones auditivas (ototoxicidad), afectaciones renales

(nefrotoxicidad) y, en menor medida, trastornos neuromusculares.

Estos riesgos, aunque poco frecuentes en pacientes bien seleccionados y
monitorizados, refuerzan la importancia de ajustar la dosis de forma
individualizada, llevar a cabo controles periddicos de la funcién renal y auditiva, y
evitar el uso concomitante con otros farmacos potencialmente téxicos. El enfoque
terapéutico debe ser siempre preventivo, equilibrando eficacia antimicrobiana y
seguridad clinica. La nefrotoxicidad asociada al uso de aminoglucosidos como la
amikacina puede manifestarse clinicamente mediante la presencia de
albuminuria, hematuria y piuria, asi como la aparicion de cilindros en el sedimento
urinario, ademas de signos sistémicos como azotemia y oliguria. Por otro lado, la
ototoxicidad, que afecta tanto la funciéon auditiva como vestibular, es mas
frecuente en pacientes con compromiso renal, especialmente cuando se
administran dosis elevadas o durante periodos prolongados de tratamiento, lo que
resalta la importancia de un monitoreo cuidadoso en estos casos. La sordera en
frecuencias altas suele ser la primera sefal, mientras que también pueden
aparecer vértigo y alteraciones vestibulares. Ademas de las reacciones mas
frecuentes, la amikacina puede ocasionar efectos secundarios menos comunes,
entre los que se incluyen prurito cutaneo (rash), fiebre medicamentosa, cefalea,
parestesias, temblores, nauseas y vomitos, eosinofilia, artralgia, anemia e
hipotensién. También es frecuente la aparicion de dolor y molestias en el sitio de
la inyeccion, lo que puede requerir medidas para mejorar la tolerancia al
tratamiento. Durante tratamientos parenterales con aminoglucésidos que duran
alrededor de una semana, se han reportado alteraciones hepaticas transitorias,
tales como modificaciones en los niveles de transaminasas y otros marcadores

bioquimicos del higado. Estas alteraciones suelen revertirse de forma espontanea
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tras la suspension del antibiotico, lo que sugiere un efecto reversible y dependiente
del tratamiento (72).
2.3.12. El Cepario
Los procedimientos de confirmacion son los procedimientos necesarios para
garantizar que los parametros de funcionamiento de las pruebas, Tanto los
meétodos comerciales como los de uso domeéstico cumplen con las expectativas
establecidas, permitiendo que los ensayos se utilicen de manera confiable como
herramientas diagnaosticas en el laboratorio. La mayoria de los procedimientos en
microbiologia clinica se fundamentan en la capacidad de los microorganismos
viables cultivados para conservar sus caracteristicas morfologicas vy fisiologicas,
garantizando asi resultados tipicos y reproducibles que facilitan la identificacion y
el analisis preciso de los agentes patdgenos. Para asegurar un control riguroso y
confiable, las cepas estandar de control constituyen un elemento fundamental
dentro del proceso de confirmacion en los laboratorios de microbiologia. Estas
cepas sirven como referencia establecida, permitiendo validar la precision vy
reproducibilidad de los métodos empleados, y garantizando la calidad y
consistencia de los resultados obtenidos (73).
Hay varias recopilaciones de cepas disponibles para el aseguramiento de la
calidad; algunos ejemplos incluyen:
ATCC: American Type Culture Collection — Rockville, USA
NCIC: National Collection of Industrial Bacterial-Survey, Inglaterra
JFCC: Japanese Federation of Culture Collection of Microorganism, Japon.
CCTM: Collection National-Lille, Francia.
RIA: USSR Research Institute for Antibiotics-Moscu, Rusia
NCBI: Coleccion Nacional Industrial-Aberdee, Escocia.
DCM: Deustche Sammlung Von Mikroorganismen-Guttinger, Alemaniaa- (73)
Se requiere una narrativa detallada sobre el microorganismo, abarcando aspectos
como su denominacién, lugar de aislamiento, caracteristicas bioquimicas,
resistencia a antibioticos, método de conservacion, fecha del ultimo traslado, entre
otros. En cualquier circunstancia, las cepas de referencia deben cumplir con
criterios particulares:

o Caracteristicas tipicas

o Caracteristicas estables

o Reproducibilidad
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2.3.12.1. Cepas ATCC

Las cunas de la ATCC (Coleccion de Cultivos Tipo Americana) conforman la
compilacidon mas extensa y significativa globalmente. Estas cepas bacterianas son
empleadas como referencia en diversas aplicaciones, brindando la posibilidad de
evaluar la calidad y confiabilidad tanto de productos comerciales como de aquellos
elaborados en entornos de laboratorio. (73)

2.3.12.1. Mantenimiento del cepario

Es crucial prestar atencion especial al cuidado del banco de cepas, dado que
desempenfa un papel significativo en la validacion de instrumentos, insumos y la
competencia del personal. Se requiere establecer un procedimiento organizado
para la transferencia de cepas, archivando informacion detallada de cada cultivo,
como sus caracteristicas bioquimicas, respuesta a antibidticos, procedencia,
método de identificacion, fecha de siembra y programacion para el siguiente
trasplante. (73)

2.4. Definicion de términos

a) Antibiético: Un compuesto organico o sintético que detiene el desarrollo de

organismos microscopicos o los elimina (23)

b) Cepa: Cultivo aislado que consiste en bacterias que se originan a partir de

una sola muestra. (23)

c) Colonia: Desarrollo evidente de bacterias, comunmente en sustratos

compactos, resultante de la reproduccion de una unica bacteria previamente

existente. (46)

a) Concentraciéon Minima Inhibitoria: Se refiere a la minima concentracion
de un antimicrobiano capaz de inhibir un aumento detectable en la
poblacion bacteriana durante un cultivo de 18 a 24 horas. Esta medida,
conocida como la concentracion inhibitoria minima (CIM), es fundamental
para evaluar la eficacia del medicamento y guiar el tratamiento adecuado
frente a infecciones bacterianas (35).

b) Halo de inhibiciéon: El area que rodea al disco de antibidtico en un
antibiograma, donde no se observa inhibicion del crecimiento bacteriano
sobre la placa de agar, se conoce como la zona de resistencia o ausencia
de zona de inhibicidn. Esto indica que el microorganismo evaluado es
resistente al antibiotico utilizado, ya que puede proliferar libremente a pesar
de la presencia del agente antimicrobiano (35).

¢) Inéculo: Porcién de una colonia de bacterias trasladada a una incubacion.
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(46)

d) In vitro: Término utilizado para referirse a las respuestas fisicas que son

e)

f)

analizadas en el entorno del laboratorio, fuera del organismo. (46)

Medio de Cultivo: Entorno elaborado con compuestos nutritivos, con
posibilidad de presentarse en estado sélido, semisdlido o liquido, esencial
para el desarrollo y reproduccion de bacterias en condiciones de
laboratorio. (46)

Principio Activo: Cualquier elemento presente en un medicamento que

otorga una caracteristica medicinal al mismo (44).

dg) Sensible: Una clasificacion clinica establecida para los ensayos de

susceptibilidad in vitro. Indica que una infeccidon causada por la cepa
bacteriana analizada se trata adecuadamente con el suministro
recomendado del medicamento para ese tipo especifico de infeccién y la

especie patdgena, solamente que haya efectos adversos. (46)
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Capitulo Il

Materiales y métodos

3.1. Materiales
3.1.1. Material Biolégico
e Se utilizo la corteza de la especie vegetal Triumfetta bogotensis “Rata Rata”
3.1.2 Muestra microbiana
e Cepas ATCC de Staphylococcus aureus 25923
e Cepas ATCC de Escherichia coli 35218
3.1.3. Materiales de campo
e Bolsas de papel y de polietileno.
e Tijeras podadoras.
e Papel kraf,
e Cuaderno de campo.
e Lapiceros.
e Camara fotografica.
e Guantes de cuero.

e Plumones marcadores.

3.1.4. Materiales de laboratorio
e Vasos de precipitado de 25, 50, 100 y 200 mL
e Probetas de 25, 50 y 100 mL
e Lunas de reloj
e Matraces de 250 mL
e Pipetasde 1,5y 10 mL
e Placas Petri
e Probetas de 50, 100 y 500 mL
e Tubos de ensayo 5,10y 20 mL
e Tubos de ensayo de 20 mL con tapa rosa
e Embudo
e Fialas de 50,100y 200 mLs
e Goterosde 10y 20 mL
e Agujay asa de siembra

e Calibrador digital
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Cintas medidoras de pH
Gradilla

Mechero de Bunsen
Micropipeta de 100 y 1000 uL
Micropipeta de 1000 a 2000 uL
Micropipeta de 5 a 50 uL
Mortero

Papel filtro

Pinzas

Pisetas

Termometros

Vernier

Instrumentos de laboratorio

Balanza analitica con sensibilidad de 0.001g OHAUS
Agitador VORTEX

Autoclave PHOENIX

Balanza Analitica AND® MOD: GR-200

Bafo Maria JSWB® MOD: JSR

Destilador de agua IVYMAN OPTIC®

Estufa eléctrica MEMMERT®

Incubadora SELECTA MOD: 2000994

Refrigeradora BOSCH®

Reactivos

Etanol 40%, 70% y 96%
Benceno Q.P.

Acetona Q.P.

Reactivo de Benedict
Acetato basico de plomo Q.P.
Acetato neutro de plomo Q.P.
Lugol

Ninhidrina
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Borntrager

Acetato de etilo Q.P al 99.9 %
Acetona al 99.9 %

Acido clorhidrico concentrado al 36 %
Acido sulfarico concentrado al 98 %
Agua destilada

Cloroformo Q.P al 99.9 %
Cloruro férrico al 1 %

Etanol 40°, 70° y 96°C

Eter etilico Q.P al 99.9 %
Hidroxido de sodio al 1 %
Limaduras de magnesio
Metanol absoluto al 99.9 %
N-hexano Q.P al 99.9 %
Propilenglicol

Reactivo de Bajlet

Reactivo de Fehling Ay B
Reactivo de Shinoda

Reactivo Dragendorff

Medios de cultivo

Agar Muller Hinton

Agar Trypticasa Soja

Caldo Brain Heart Infusion (BHI)
Agar Mc Conkey

Agar SS

Agar Sabouraud

Agar Nutritivo

Agar OGA

Agar Plate

Caldo selenito

Caldo lactosado verde brillante bilis
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3.1.8. Farmacos
Para cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923:
Discos:
e Tetraclina 30 ug
e Clindamicina 2 ug
Para cepa de Escherichia coli ATCC 35218:
Discos:
e Ciprofloxacino 5 ug
¢ Amikacina 30 ug
3.1.9 Otros materiales
o Papel toalla
e Escobilla de laboratorio
e Esponja de laboratorio
e Detergente
e Lejia
e Barbijo
e Crondémetro

e Guardapolvo

e Guantes
e Cofia

e Molino

e Pabilo

e Ligas

e Fosforo

e Alcohol en gel

e Calculadora

e Lapiz
e Lapicero
e Borrador

81



3.2. Diseino metodolégico

3.2.1. Enfoque investigativo

La investigacion tiene un enfoque se enmarca dentro del paradigma cuantitativo,
dado que se fundamenta en la recopilacién sistematica de datos expresados en
términos numéricos, con el propdsito de validar hipotesis previamente formuladas.
Esta metodologia permite aplicar herramientas estadisticas para el procesamiento
y analisis de la informacion recolectada, lo que facilita la identificacién de patrones
conductuales y relaciones causales. Asimismo, busca establecer generalizaciones
que contribuyan al desarrollo o comprobacion de teorias cientificas, a partir de

resultados objetivos, replicables y medibles.

3.2.2. Tipo y nivel de investigacion

Tipo de Investigaciéon. — El enfoque es de caracter experimental, dado que
implica la manipulacion intencional y controlada de una o mas variables
independientes, con el objetivo de observar y analizar como estas intervenciones
afectan una o varias variables dependientes. Este método permite establecer
relaciones causales y obtener conclusiones fundamentadas sobre los fendmenos
estudiados. Esta metodologia permite establecer relaciones de causalidad, puesto
que el investigador crea condiciones especificas para evaluar cdmo los cambios
en una variable provocan variaciones en otra. A través de este disefo, se busca
obtener evidencia empirica precisa y confiable, controlando factores externos que

pudieran interferir en los resultados, lo cual fortalece la validez interna del estudio.

Nivel de investigacion. — Segun su alcance:
e Es correlacional porque nos permite relacionar las variables.
e Es exploratorio porque investigan fenémenos o problemas poco
estudiados.

3.2.3. Diseino de la investigacion

Es un disefio cuasi-experimental debido a que los grupos o elementos de interés
no fueron tomados de manera aleatoria, y en consecuencia fueron seleccionados
de un grupo que contaba con caracteristicas especificas de interés. Y es en este
grupo donde se realizaron las actividades cuasi experimentales. Por tanto, por
todos los ensayos necesarios se observdé que la variable independiente

(concentraciones del extracto) tiene efecto sobre la variable dependiente
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(actividad antibacteriana).

3.2.3.1. Determinacién de la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Se sigui6 el disefio post prueba y grupo control de la siguiente forma:

Tratamiento

Grupo Experimental Medicion
G1 X1 O
G2 X2 O»
Gn Xn O
Gn+1 Xn+1 On+1
Gn+2 Xn+2 0n+2
Gn+3 Xn+3 0n+3
Dénde:
G1, G2,uueeeeeeenes Gn, Gn+1, Gn+2, Gn+3: Son cepas estandar de Staphylococcus

aureus ATCC 25923 sembradas en las placas Petri.

) CTD . € T Xn: Son diferentes concentraciones en mg/uL del extracto
etandlico al 70% de la especie Triumfetta bogotensis “Rata Rata” sembradas
por triplicado, en placas Petri por el método de pozos excavados.

Xn+1: Disco de farmaco patrén (Tetraciclina 30ug).

Xn+2: Disco de farmaco patrén (Clindamicina 2ug).

Xn+3: Disco de control negativo (agua destilada esteril).

(0 FIN © 7 M On: Observaciéon y medicion de los halos de inhibicién
obtenidos de las diferentes concentraciones en mg/mL del extracto etandlico
al 70% de la especie Triumfetta bogotensis “Rata Rata” a las 24 horas.

On+1, On+2: Observacion y medicion de los halos de inhibicion obtenidos de los
farmacos patron (Tetraciclina 30 ug; Clindamicina 2ug) a las 24 horas.

On+3: Observacion y medicion del halo de inhibicion del control negativo a las

24 horas.
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3.2.3.2. Determinacién de la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a Escherichia
coli ATCC 35218.

Se siguio el disefio post prueba y grupo control de la siguiente forma:

Tratamiento

Grupo Experimental Medicion
G1 X1 01
G2 Xz 0,
Gn Xn O

Gn+1 Xn+1 0n+1

Gn+2 Xn+2 0n+2

Gn+3 Xn+3 0n+3

Dénde:
G1, G2,.eeeenneeee Gn, Gn+1, Gn+3: Son cepas estandar de Escherichia coli ATCC

35218 sembradas en las placas Petri.

) CTD . € T Xn: Son diferentes concentraciones en mg/uL del extracto
etandlico al 70% de la especie Triumfetta bogotensis “Rata Rata” sembradas
por triplicado, en placas Petri por el método de pozos excavados.

Xn+1: Disco de farmaco patrén positivo (Ciprofloxacino 5ug).

Xn+2: Disco de farmaco patron positivo (Amikacina 30ug).

Xn+3: Disco de control negativo (agua destilada esteril).

(0 FIN © 7 M On: Observaciéon y medicion de los halos de inhibicién
obtenidos de las diferentes concentraciones en mg/mL del extracto etandlico
al 70% de la especie Triumfetta bogotensis “Rata Rata”, a las 24 horas.

On+1, On+2: Observacion y medicion de los halos de inhibicion obtenidos de los

farmacos patron (Ciprofloxacino 5ug, Amikacina 30ug) a las 24 horas.
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On+3: Observacién y medicion del halo de inhibicion del control negativo a las
24 horas.

3.3. Identificacién, definicion y operacionalizacion de variables
3.3.1 Variables implicadas
3.3.1.1. Variable Independientes
e Concentracion del extracto etandlico al 70% de la especie Triumfetta
bogotensis “Rata Rata”
3.3.1.2. Variables Dependientes
e Actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico al 70% de la
corteza de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” sobre cepas de
Staphylococus aureus ATCC 25923
e Actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico al 70% de la
corteza de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” sobre cepa de y
Escherichia coli ATCC 35218.
3.3.2. Variables no implicadas
3.3.2.1 Variables intervinientes
De la planta en estudio
e Tiempo de recoleccion
e Lugar de recoleccion
e Hora de recoleccion
e Estadio de crecimiento
e Técnicas de recoleccion
e Temperatura de secado

e Partes de la planta a estudiar

De la Bacteria
e Fase de crecimiento
e Medios de cultivo
e Tipo de cepas

e Temperatura de incubacion
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3.3.3 Operacionalizacion de Variables
3.3.3.1 Variables independientes
e Concentracion del extracto etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata

Rata”.
Definicién conceptual: Se refiere a la cantidad de extracto sélido que se
obtiene tras evaporar los solventes, como etanol y cloroformo, luego de la
maceracion de las hojas y tallos de la planta. Este extracto sdlido, una vez
obtenido, se disuelve en un solvente apropiado para su posterior uso o
analisis (Villar,1999)

e Definicion operacional:

Naturaleza : Cuantitativa
Medicion : Directa

Escala : Razén
Instrumento de medicion : Balanza analitica

Procedimiento de la medicidén :
Se peso el extracto seco etandlico
en miligramos (mg) vy, a
continuacion, se llevaron a cabo las
diluciones correspondientes
utilizando los solventes adecuados,
medidos en mililitros (mL), para
obtener las concentraciones
deseadas.

Indicadores : Cantidad de extracto disuelto/
cantidad de solvente

Expresién final : mg/mL

3.3.3.2. Variables Dependientes

e Actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico al 70% de Triumfetta
bogotensis “Rata Rata” frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

e Definicion Conceptual: Hace referencia a la habilidad de una sustancia para
incidir en una fase clave y particular del metabolismo microbiano, lo que resulta
en la inhibicién del crecimiento de determinados microorganismos. Gracias a
esta accién especifica, el compuesto puede interrumpir procesos vitales dentro
del microbio, impidiendo su reproduccion y expansién (Ferreras,2005).

Definicion Operacional:
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Naturaleza

Medicion

Escala

Instrumento de medicién

Procedimiento

Indicadores

Expresién final

Cuantitativa
Directa
Razén

Vernier

Se midieron los diametros de los halos de
inhibicion del crecimiento bacteriano, los
cuales reflejan la sensibilidad de las
bacterias al extracto evaluado

Diametro del halo de inhibicion del
crecimiento bacteriano.

mm (diametro del halo).

Actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico al 70% de Triumfetta

bogotensis “Rata Rata” frente a cepas de Escherichia coli ATCC 35218.

Definicion Conceptual: Una sustancia que actua de manera precisa sobre

una etapa fundamental y particular del metabolismo microbiano posee la

habilidad de detener el crecimiento de ciertos microorganismos. Esta

capacidad selectiva permite interferir en procesos vitales para la supervivencia

y reproduccion de los microbios, logrando asi su inhibicién y contribuyendo al

control de infecciones (Ferreras,2005).

Definicion Operacional:
Naturaleza

Medicion

Escala

Instrumento de medicion

Procedimiento

Indicadores

Expresién final

Cuantitativa

Directa

Razdn

Vernier

Se midi6 los didmetros de los halos de
inhibicion del crecimiento bacteriano
producido por la sensibilidad de las
bacterias al extracto.

: Diametro del halo de inhibicién del crecimiento

bacteriano.

mm (diametro del halo).
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3.3.3.3. Variables Intervinientes
e Control de calidad microbiolégico

Definicion conceptual: Esta técnica de evaluacién se emplea para analizar y
documentar de manera sistematica los resultados subjetivos obtenidos a partir de
un conjunto representativo de datos. En ella, se valora la idoneidad del sistema de
almacenamiento seleccionado, el estado y estabilidad de los componentes de la
formulacién, asi como las posibles interacciones entre estos elementos. Ademas,
se supervisa la calidad del procesamiento del producto a lo largo de todas las
etapas de desarrollo, garantizando que llegue en 6ptimas condiciones hasta su

destino final.

Indicadores:

Recuento total de microorganismos aerobios, mesofilos viables.
Definicion conceptual: El recuento total de organismos aerobios termdfilos
se determind considerando como equivalente la cantidad de unidades
formadoras de colonias (UFC) identificadas durante el analisis microbiolégico.

Definicién operacional:

Naturaleza : Cuantitativa

Medicion : Directa

Escala : Razoén

Instrumento de medicion Contador de colonias

Procedimiento : Se observo la ausencia de

microorganismos.
Indicadores : Ausencia de crecimiento bacteriano.

Expresién final : UFC/mL

Recuento total de hongos filamentosos y levaduras

Definicion conceptual: La enumeracion microbiana es una técnica fundamental
que permite cuantificar la cantidad de microorganismos presentes en una muestra
determinada. Este procedimiento es ampliamente utilizado por microbidlogos y
expertos en control de calidad para evaluar la carga microbiana. Basicamente,
consiste en cultivar los microorganismos sobre un medio de agar especialmente

formulado para favorecer su crecimiento, lo que facilita su posterior conteo y
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analisis.

Definicién operacional:

Naturaleza

Medicion

Escala

Instrumento de medicién

Procedimiento

Indicadores

Expresién final

Cuantitativa

Directa

Razén

Contador de colonias

Se observo la ausencia de
microorganismos.

Ausencia de crecimiento bacteriano.
UFC/mL

Identificaciéon de escherichia coli
Escherichia coli es una bacteria con morfologia bacilar que forma parte del

grupo de las bacterias gramnegativas. Este microorganismo se encuentra
comunmente en el tracto intestinal de humanos y animales de sangre caliente.
Aunque la mayoria de sus cepas son benignas y forman parte de la flora
normal, ciertas variantes pueden causar enfermedades alimentarias severas.
La infeccion por E. coli se transmite principalmente a través del consumo de
alimentos o agua contaminados, siendo frecuentes las fuentes como carnes
poco cocidas y leche sin pasteurizar.

Definicién operacional:

Naturaleza Cuantitativa
Medicion Directa
Escala Razoén

Instrumento de medicion

Procedimiento

Indicadores

Expresion final

Contador de colonias

Se observé la ausencia de
microorganismos.

Ausencia de crecimiento bacteriano.
UFC/mL

Identificacion de salmonella

Definicién conceptual: El organismo bajo estudio pertenece al género
Salmonella, integrante de la familia Enterobacteriaceae. Estas bacterias son
bacilos gramnegativos y anaerobios facultativos, lo que significa que pueden

desarrollarse tanto en presencia como en ausencia de oxigeno. La
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clasificacion vy tipificacion de Salmonella se fundamenta principalmente en la

estructura de su lipopolisacarido, conocido como antigeno O, la proteina

flagelar o antigeno H, y en ciertos casos, en la presencia del antigeno capsular

Vi. Gracias a estas caracteristicas, es posible distinguir una amplia variedad

de serotipos, que a la fecha suman alrededor de 2,500. Cada serotipo puede

presentar multiples variantes, las cuales difieren en su nivel de virulencia y

capacidad para causar enfermedad. Esta notable diversidad serotipica

representa un reto importante para el diagndstico y manejo clinico, pues cada

cepa puede mostrar un patrén unico en cuanto a su comportamiento clinico y

epidemiologico.

Definicién operacional:

Naturaleza : Cuantitativa

Medicion : Directa

Escala : Razoén

Instrumento de medicién : Contador de colonias

Procedimiento : Se observd la ausencia de

microorganismos.

Indicadores : Ausencia de crecimiento bacteriano.

Expresion final : UFC/mL

De la planta en Estudio

Tiempo de recoleccion: La especie vegetal de Triumfetta bogotensis “Rata
Rata” se recolect6 en el mes de marzo.

Lugar de recoleccion: La especie vegetal se recolectdé en el distrito de
Echarati, en la provincia de la Convencion, en la localidad de Quillabamba
en el departamento del Cusco.

Horario de recoleccién: La recoleccion de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”,
fue en el horario matutino.

Técnicas de recoleccion: Se recolectd los vegetales sanos, limpios y sin
insectos.

Estadio de crecimiento: Especies maduras en floracion.

Temperatura de secado: La especie recolectada se secd en un ambiente
bajo techo sobre un papel kraf a temperatura ambiente.

Partes de la planta a estudiar: Se estudio la corteza del tallo.
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De las bacterias:

e Tipo de cepa: Cepas bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Escherichia coli ATCC 35218.

¢ Medios de cultivo: Entorno elaborado con compuestos nutritivos, con
posibilidad de presentarse en estado sdélido, semisolido o liquido,
esencial para el desarrollo y reproduccidén de bacterias en condiciones
de laboratorio

e Fase de crecimiento: Estacionaria

e Temperatura de incubacion: 37°C
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3.3.4. Matriz de operacionalizacién de variables

VARIABLES OPERACIONALIZACION
IMPLICADAS DEFINICION INDICADORES NATURALEZA TIPO  DE | ESCALADE | PROCEDIMIENTO INSTRUMENTO DE EXPRESION
CONCEPTUAL MEDICION MEDICION DE MEDICION MEDICION FINAL
— - Es la cantidad del | Cantidad de | Cuantitativa Directa Razon Se peso el extracto | Balanza analitica mg/mL
w Q3 o . . -~
= ° L8 extracto soélido obtenido | extracto disuelto seco etandlico en
E 5¢e . por evaporacion del | / cantidad de mg, luego se
o 'g {]!; e » S etanol previa maceracion | solvente. realizaron las
Fri = oL 2o de los tallos de este. diluciones con los
o | o8 Lo Disueltos ~ con  los solventes
w 8 ® EQC w©
a 6 29% solventes adecuados adecuados (mL)
2 | Od®FaX (Villar, 1999)
S00O®® Capacidad de  una | Diametro del | Cuantitativa Directa Razén Se midieron los | Vernier mm
p % 'g 20 3 sustancia que actuando | halo diametros de los
s = %g % § sobre una etapa esencial | de inhibicion del halos de inhibicion
§ g0 8“& S y especifica del | crecimiento del crecimiento
w Eowm=< %: metabolismo microbiano | bacteriano. bacteriano producido
E |2 8, &8, puede inhibir el por la sensibilidad de
i TR o gLy crecimiento a algunos las  bacterias al
[=) -2 .= o9 2 microorganismos(Farrer extracto.
2 S o903
w S oo T 0 QO as, 2005)
Sk Exy ®
| 58_2 g8
0| <Swsk. 8<
S 000 ©S Capacidad de una | Diametro del | Cuantitativa Directa Razon Se midieron los | Vernier mm
© % T2 8 sustancia que actuando | halo didmetros de los
s = %% S-S sobre una etapa esencial | de inhibicion del halos de inhibicion
E, 2 © 8’“‘: § y especifica del | crecimiento del crecimiento
w Sowm< [ metabolismo microbiano | bacteriano. bacteriano producido
s N s o
IE 28, 884 puede inhibir el por la sensibilidad de
w RO © e Uy crecimiento a algunos las  bacterias  al
8 [ gl.8 .34 microorganismos(Farrer extracto.
z SO0 8
w S oo T 0 O as, 2005)
SN Ex @
| 58_2 gP
0| <Swsrk. 8<

Fuente: Elaboracion propia.
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resultados subjetivos de un

microorganismos

VARIABLES OPERACIONALIZACION
NO IMPLICADAS z
DEFINICION INDICADORES NATURALEZA TIPO DE ESCALA PROCEDIMIENTO INSTRUMENTO DE EXPRESION
CONCEPTUAL MEDICION DE DE MEDICION MEDICION FINAL
MEDICION
Técnica de evaluacion utilizada Crecimiento Cuantitativa Directa Razén Se contabilizaron la Contador de colonias UFC/mL
para examinar y registrar los bacteriano cantidad de

conjunto representativo de datos.
Se evalua la eleccion adecuada
del sistema de almacenamiento,
el estado de los componentes de
la formulacién, las posibles
interacciones entre ellos y la
calidad del procesamiento del
producto durante toda la fase de
desarrollo, hasta que llega al
destino previsto.

INTERVINIENTES
Control de calidad
microbiologico

De la planta en estudio Tiempo de recoleccion: La especie vegetal de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” se recolecté en el mes de julio del 2024.
Lugar de recoleccion: La especie vegetal se recolecté en el distrito de Echarati provincia de la Convencion, en la localidad de
Quillabamba en el departamento del Cusco

Horario de recoleccion: La recoleccion de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”, fue en el horario matutino.

Técnicas de recoleccion: Se recolectd los vegetales sanos, en etapa de floracién, limpios y sin insectos.

Estadio de crecimiento: Especies maduras en floracion.

Temperatura de secado: La especie recolectada se secé en un ambiente bajo techo sobre un papel kraf a temperatura ambiente.
Partes de la planta a estudiar: Se estudié la corteza del tallo.

De las bacterias Tipo de cepa: Cepas bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 35218.
Medios de cultivo: Entorno elaborado con compuestos nutritivos, con posibilidad de presentarse en estado sdlido, semisdlido o liquido,
esencial para el desarrollo y reproduccién de bacterias en condiciones de laboratorio

Fase de crecimiento: Estacionaria

Temperatura de incubacién: 37°C

Fuente: Elaboracion propia.
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3.4. Criterios de inclusion y exclusién

3.4.1. De la planta en estudio:

Criterios de inclusion:

e Se incluyen todos aquellos ejemplares con raices, hojas y flores

sanas, libres de contaminacion.

Criterios de exclusion:

¢ Se excluyen plantas que han sufrido el ataque de bacterias, Sinébnimo:
microorganismos, plagas o infestacion de insectos que puedan

influir en la calidad del extracto.

3.4.2. De la bacteria:

Criterios de inclusion:

Cepas bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Escherichia coli ATCC 35218.

Criterios de exclusion:

Se trata de cepas bacterianas que mostraron signos evidentes de
contaminacién o que se hallaron en un estado subdptimo, lo que
impidié que conservaran las propiedades fundamentales que definen
su identidad y calidad. Debido a estas deficiencias, dichas cepas no
cumplieron con los criterios esenciales requeridos y fueron descartadas

para asegurar la validez y consistencia del estudio.
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3.5. Procedimiento de la investigacion

3.5.1. Procedimiento general del estudio

Flujograma N°1 Resumen general de la investigacion

Ubicacion y recoleccion de

Triumfetta bogotensis “Rata Rata”

¥

» Identificacion botanica
Seleccion y secado q
‘ Determinacién de la

Molienda humedad

\ 4

Extraccion etanodlica de Triumfetta
bogotensis “RATA RATA = % de rendimiento

. iy = Control microbiolégico
Evaporacion y concentracion '

del extracto seco
‘ mp Analisis fitoquimico

Determinacion de la actividad = Pruebas de solubilidad

antibacteriana in vitro

Para Staphylococcus L .
Para Escherichia coli

\ 7/

Resultados y conclusiones

aureus

Fuente: Elaboracion propia
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3.5.2 Muestreo y preparacion de la muestra

3.5.2.1. Recoleccion de la especie vegetal en estudio

La recoleccion de muestras de la especie vegetal Triumfetta bogotensis se
realizd durante las primeras horas de la mafana, aprovechando que en ese
periodo las condiciones ambientales son Optimas para preservar sus
propiedades fisicoquimicas. Este cuidado en el momento de la obtencion
garantiza que los ejemplares mantengan su integridad y calidad para
posteriores analisis. Las muestras fueron depositadas cuidadosamente en
bolsas de polietileno transparentes, lo que permitié una manipulacion higiénica
y una visibilidad éptima del material vegetal. Posteriormente, con el fin de
garantizar su asepsia y prevenir contaminaciones externas, se les anadio
etanol como agente esterilizante. Este proceso resulta esencial para
conservar la integridad de los compuestos bioactivos que contiene la planta,
sobre todo cuando se planea realizar analisis fitoquimicos o microbiolégicos,

asegurando asi la fidelidad y precision de los resultados obtenidos.

Se empled la corteza del tallo de la especie vegetal Triumfetta bogotensis,
conocida comunmente como “Rata Rata”, la cual fue recolectada en el mes
de junio del afo 2023, garantizando asi la frescura y adecuacion del material
para los analisis posteriores, en el distrito de Echarati, en la localidad de
Quillabamba, provincia de la Convencién en el departamento Cusco, ubicada

al sur del Pert, a una altura de 1050 m.s.n.m.

3.5.2.2. Seleccion, secado y molienda

Para llevar a cabo la seleccidon de la especie vegetal, primero se procedio a
separar cuidadosamente todas aquellas muestras que presentaban algun tipo
de deterioro, asegurando asi la calidad del material a analizar.
Posteriormente, las muestras en buen estado fueron sometidas a un proceso
de limpieza minuciosa y luego dispuestas sobre papel kraft para su adecuado
secado. Este secado se efectué mediante la técnica de liofilizacion, un método
que permite conservar las propiedades de la muestra al eliminar el contenido
de agua sin comprometer su estructura. Finalmente, se realiz6 la molienda del
material seco y su respectivo tamizaje, garantizando una homogeneidad

adecuada para su posterior analisis.

3.5.2.3. Obtencion del extracto etandlico

Para obtener el extracto etandlico, se emplearon tallos previamente secos y
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molidos de las especies vegetales seleccionadas. Este material vegetal fue
sometido a un proceso de maceracion utilizando etanol al 70% como
disolvente, con el propdsito de extraer los compuestos bioactivos presentes.
La maceracion se llevé a cabo en un frasco ambar, lo cual permitié proteger
la mezcla de la exposicidon a la luz y preservar la integridad de los
componentes extraidos durante el proceso, se realizaron por tres veces; para

luego proceder a la evaporacion.

3.5.2.4. Determinacion de la humedad

La determinacion del porcentaje de humedad en los tallos se efectué por
triplicado, utilizando placas Petri en las que se colocaron 5 gramos de muestra
fresca trozada. Estas muestras fueron sometidas a un proceso de secado en
estufa, mantenida a una temperatura constante de 40 °C, hasta alcanzar un
peso constante que garantizara la completa eliminacion del contenido de
agua. Una vez obtenido este peso estable, se procedié al calculo del
porcentaje de humedad aplicando la formula correspondiente, con el fin de

asegurar la precision y reproducibilidad de los resultados:

M1 - M2
%H =i x 100

Doénde:

%H = Porcentaje de humedad

M1 = Peso de la muestra fresca
M2 = Peso de la muestra seca
Fuente: Dominguez X., 1973 (74)
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3.5.2.5. Porcentaje de rendimiento

El porcentaje de rendimiento de extraccion se calculo con la siguiente relacion:
% extraccion = —x100
pi
Dénde:
Pi = Peso de la muestra molida.

Pf = Peso del extracto seco

Flujograma N°2: Obtencion de los extractos secos etandlicos

Recoleccion, identificacion y seleccion de la corteza del tallo

de Triumfetta Bogotensis “Rata Rata”

!

Limpieza con alcohol etandlico al 70% de las muestras

recolectadas

§

Secado en sombra por 30 dias

§

Pulverizacion de la muestra seca

§

Maceracion durante 15 dias a temperatura ambiente en un

frasco de vidrio ambar

§

Filtrado

§

Evaporacion en bafio Maria a 40 °C

§

Analisis fitoquimico

Fuente: Elaboracién propia.
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3.5.3. Pruebas de solubilidad

Para llevar a cabo el analisis de solubilidad del extracto etandlico de Triumfetta
bogotensis, se distribuyd dicho extracto en varios tubos de ensayo. A cada
tubo se le anadieron entre 1 y 3 mililitros de diferentes disolventes,
seleccionados en un gradiente de polaridad decreciente, comenzando por los
mas polares hasta los menos polares. La secuencia de solventes empleada
en el procedimiento siguié un orden gradual de polaridad, iniciando con agua
destilada y continuando con metanol, etanol al 40%, al 60%, al 70%, al 80% y
al 96%, respectivamente. Posteriormente, se utilizaron solventes de menor
polaridad como acetato de etilo, acetona, cloroformo, éter etilico, benceno,
hexano, éter de petroleo y finalmente bencina. Esta secuencia permitié una
extraccion progresiva y sistematica de los compuestos segun su afinidad con
cada disolvente, optimizando asi la recuperacion de metabolitos con distintas

caracteristicas quimicas.

Este procedimiento tuvo como objetivo evaluar la naturaleza disolutiva de los
compuestos presentes en el extracto, permitiendo identificar las fracciones
solubles segun la afinidad de los metabolitos con cada solvente. Las
observaciones se realizaron tanto a temperatura ambiente como a 37 °C, con
el fin de considerar el efecto de la temperatura en la solubilidad de los
principios activos. Esta técnica resulta util para la posterior seleccion del
disolvente adecuado en ensayos de purificacion, separacion cromatografica o
caracterizacion fitoquimica (Anexo 03).

3.5.4. Analisis fitoquimico cualitativo

El extracto obtenido fue sometido a un anadlisis mediante una marcha
fitoquimica, utilizando reacciones de coloracién especificas con el propdsito
de identificar la presencia de metabolitos secundarios en la muestra. Este
procedimiento permitid evidenciar cualitativamente diversos compuestos
bioactivos presentes en el extracto etandlico, proporcionando informacion
valiosa sobre su composicion quimica, tal como se detalla a continuacion
(Anexo 02). (75)

Tabla N°3 Marcha fitoquimica

METABOLITOS SECUNDARIOS REACTIVO

ALCALOIDES Dragendorff
ALMIDON Lugol
AMINOACIDOS Ninhidrina
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ANTOCIANINAS Amoniaco
TANINOS Gelatina
SAPONINAS Prueba de espuma
QUINONAS Borntrager
MUCILAGOS Acetato neutro de plomo
COMPUESTOS FENOLICOS Cloruro férrico al 1%
TRITER PENOIDES Libermann — Burcinara
FLAVONOIDES Shinoda
ESTEROIDES Libermann — Burcinara
GLICOSIDOS Molish
AZUCARES REDUCTORES Fehling A Fehling B
LACTONAS Baljet
GOMAS Acetato basico de plomo

Fuente: Loock De Ugaz (1994). Investigacién Fitoquimica, Métodos En El
Estudio De Productos Naturales 22 Ed. (Internet) (15)

3.5.5. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del
extracto etandlico al 70%

Método de dilucioén el caldo

La prueba se llevé a cabo en tubos de ensayo de 10 mL con el objetivo de
determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) del extracto. Para ello,
se disolvid una cantidad precisa de la muestra, la cual fue sometida a
diluciones seriadas en medio de cultivo liquido (caldo nutritivo).
Posteriormente, se procedid a la inoculacion de cepas bacterianas de
referencia: Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC
35218. Los tubos fueron incubados a una temperatura constante de 37 °C
durante un periodo de 24 horas, permitiendo evaluar el efecto antimicrobiano
del extracto frente a estas bacterias.

Después del periodo de incubacion, la concentracion minima inhibitoria (CMI)
del extracto se determin6é observando visualmente los tubos de ensayo. La
CMI se definid como la concentracién mas baja del extracto en la que no se
detectd crecimiento microbiano, lo cual se evidencid por la claridad
(traslucidez) del medio o la presencia de un unico boton de sedimentacion
microbiana en el fondo del tubo. Esta observacion se realizé en comparacion
con un control positivo, que presenté crecimiento bacteriano, y un control
negativo, en el que no se observd crecimiento, lo que permitié validar la

eficacia del procedimiento. De este modo, la concentracion minima inhibitoria
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(CMI) se defini6 como la menor concentracion del extracto capaz de inhibir
visiblemente el desarrollo del microorganismo en estudio, evidenciando su
potencial actividad antimicrobiana.

3.5.6. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)
Método de dilucion en Agar

Para la determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB), se
tomaron alicuotas de los tubos que presentaban turbidez, indicativa de
crecimiento bacteriano, y se sembraron en placas con agar Mueller-Hinton.
Estas placas fueron incubadas a una temperatura de 37 °C durante un periodo
de 24 horas. Tras la incubacion, se evalu6 el desarrollo de colonias
bacterianas, considerando como CMB la menor concentracion del extracto en
la que no se evidencid crecimiento visible, lo que indica una accion bactericida
efectiva sobre los microorganismos evaluados. Tras la incubacion, se evaluo
visualmente la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano en las placas.
Se consider6 como CMB a la mayor dilucién del extracto en la que no se
observo crecimiento visible, lo cual indica una reduccion del 99.9% del indculo
bacteriano inicial al subcultivarse, en comparacién con los controles. Esta
prueba permite establecer la capacidad bactericida del extracto evaluado.
3.5.7. Control microbiolégico del extracto etandlico de Triumfetta
bogotensis “Rata Rata”

De acuerdo con la normativa sanitaria vigente relacionada con los criterios
microbiolégicos de calidad en productos naturales, es fundamental considerar
una serie de parametros establecidos que garanticen la inocuidad de los
extractos secos destinados a fines terapéuticos o de investigacion. Estos
criterios incluyen limites maximos permitidos para la presencia de
microorganismos patdgenos, asi como recuentos totales de bacterias, hongos
y levaduras, con el objetivo de asegurar que los productos no representen un
riesgo para la salud humana y cumplan con los estandares de calidad exigidos
para su uso seguro y eficaz. Dentro del control de calidad microbioldgico de
extractos secos utilizados con fines terapéuticos o investigativos, uno de los
criterios fundamentales a considerar es el recuento total de microorganismos
aerobios mesofilos. Este parametro permite evaluar la carga microbiana
general del producto, proporcionando una indicacion clave sobre su nivel de
higiene y seguridad. Su cumplimiento es esencial para asegurar que el

extracto no contenga niveles microbianos que puedan comprometer su
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estabilidad, eficacia o representar un riesgo para la salud del usuario final, que
no debe exceder los 10® UFC por gramo o mililitro del producto; el recuento
total de hongos y levaduras, con un limite maximo de 10?2 UFC por gramo o
mililitro; se exige la ausencia total de microorganismos especificos en
cantidades definidas para garantizar la seguridad microbiolégica del producto:
Escherichia coli debe estar ausente en muestras de 1 gramo o mililitro,
Salmonella spp. no debe detectarse en 10 gramos o mililitros, y
Staphylococcus aureus debe estar ausente en 1 gramo o mililitro. Estos
parametros son indispensables para asegurar que los extractos no
representen un riesgo sanitario y cumplan con los estandares establecidos en
la normativa vigente. Estos criterios permiten verificar que los extractos

cumplan con los estandares de calidad microbioldgica requeridos para su uso

seguro.
Tabla N°4
Analisis microbiolégico del extracto etandlico de Triumfetta Bogotensis
“Rata Rata”

Peso del Bacterias y Resultados

Criterio Agar extracto hongos aceptables

Criterio imperativo:

No debe presentar, en caso Agar SS 10g Salmonella Negativo
hubiera
Criterios indicativos de
higiene:

El (.ex.ceso indic'a lque las Agar Mc Coliformes .
condiciones de higiene en el Negativo
- Conkey fecales

proceso son deficientes y
que el producto puede ser
rechazado.
Aerobicos,
Criterios de alertao Agar 1g mesdfilos y Nagativo
limites criticos: Sabouraud hogos, y
levaduras

Fuente: DIGESA (1999). Norma sanitaria sobre criterios microbiolégicos de
calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos, bebidas de consumo

humano. Cusco- Peru (Internet) (76).
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Flujograma N°3: Control de calidad de extractos concentrados en base

al criterio imperativo

Tomar 10 g de los extractos

secos etandlicos

Frasco con 250 ml de caldo
peptonado e incubar a 37°C por
24 horas.

Extraer 1 ml de la solucién anterior y colocar en
un tubo con 10 ml de caldo rapapport y luego

incubar a 37°C por 24 horas

Sembrar en Agar Salmonella shigella,

luego incubar a 37°C por 24 horas

Presencia de Ausencia de
colonias (colonia colonias (colonia
transparente con transparente)

{ Prueba positiva } L Prueba negativa ]

Fuente: Agurto, S.T. (1989) Manual de Técnicas en Microbiologia. Talleres

Graficos de Imprenta L Pluma Fuente (Internet). (77)
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Flujograma N°4: Control de calidad de extractos concentrados en base

al criterio indicativo de higiene

Tomar 10 g de los diferentes
extractos secos
Realizar diluciones decimales

10,102y 107

Colocar 1 ml de las diluciones en tubos: com
caldo lactosado verde brillante bilis al 2%

por triplicado, incubar a 37°C por 24 horas

No hay produccion
Produccién de gas

de gas
Prueba presuntiva Ausencia de
para coliformes coliformes

Fuente: Agurto, S.T. (1989) Manual de Técnicas en Microbiologia. Talleres

Graficos de Imprenta L Pluma Fuente (Internet). (77)
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Flujograma N°5 Control de los extractos concentrados en base al

criterio de alerta o limites de criterio

Tomar 1 g de los extractos secos

|

Realizar diluciones decimales

10,102y 103

Separar placas Petri estéril y
agregar 15 ml de agar OGA e

incubar a 45°C

l

Homogenizar el inéculo con el

medio de cultivo

Dejar solidificar, invertir e incubar a 31°C

por 3 — 4 dias
Presencia de Ausencia de
colonias colonias

Prueba positiva Prueba negativa

Fuente: Agurto, S.T. (1989) Manual de Técnicas en Microbiologia. Talleres

Graficos de Imprenta L Pluma Fuente (Internet). (77)
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3.5.8. Determinacién de la actividad antimicrobiana
3.5.8.1 Reactivacion de las cepas
Las cepas ATCC fueron obtenidas de Microbiologics INC, para su reactivacion
se recomienda los siguientes Agares:

e Agar nutritivo

e Agar MacConkeyexc

e Agar Baird Parker
Para Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 35218 se
us6 Agar nutritivo; para favorecer el desarrollo bacteriano y reconocimiento se
usé Agar Baird Parker para Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Agar
MacConkey para Escherichia coli ATCC 35218.
3.5.8.2 Conservacion de las bacterias
Staphylococcus aureus ATCC 25923
La cepa bacteriana fue conservada en un tubo que contenia medio TABA
complementado con 4 mL de agar Tripticasa Soya. Este material fue
depositado en un tubo con pico de flauta, cuidadosamente identificado
mediante un sistema de rotulacion y codificacién, garantizando asi su correcta
preservacion y facil reconocimiento para futuros usos en los analisis
microbiolégicos. Posteriormente, se procedid6 a su incubacion a una
temperatura constante de 37°C durante un periodo de 24 horas. Tras este
proceso inicial, la muestra se almacend en un refrigerador a 4°C para su
conservacion. Para mantener la viabilidad y estabilidad de la cepa, se realiz6
un subcultivo peridédico en un nuevo medio de Agar Tripticasa Soya cada 15
dias, garantizando asi la adecuada preservacién del microorganismo a lo largo
del tiempo.

Scherichia coli ATCC 35218
La cepa bacteriana fue almacenada en un tubo con medio TABA y 4 mL de

agar Tripticasa Soya, contenido en un tubo con pico de flauta que fue
meticulosamente rotulado y codificado para facilitar su identificacion.
Posteriormente, se llevo a cabo un proceso de incubacién a 37 °C durante 24
horas, condiciones que favorecieron el mantenimiento y desarrollo 6éptimo de
la cepa para su posterior uso en los analisis microbiolégicos. Tras este periodo,
la cepa fue conservada en un refrigerador a una temperatura de 4°C. Para
asegurar la preservacion continua y mantener su viabilidad, se realizd un

repicado en un nuevo medio de Agar Tripticasa Soya cada quince dias
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3.5.8.3. Estandarizacioén de la curva de crecimiento para Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 35218

De los tubos conservados con cepas ATCC en refrigeracion, retirarlos para
que se encuentren a temperatura ambiente. Se seleccionaron entre dos y tres
colonias provenientes de cepas ATCC directamente del tubo con agar
Tripticasa Soya mediante un asa de siembra, las cuales fueron inoculadas en
5 mL de caldo de cultivo BHI. Posteriormente, la mezcla se incub6 a una
temperatura de 37 °C durante 24 horas, permitiendo asi el crecimiento 6ptimo
de las bacterias para su uso en los ensayos posteriores. Al concluir la
incubacion, la suspensién bacteriana se ajustdé cuidadosamente para que su
turbidez correspondiera al estandar 0,5 de la escala de McFarland,
asegurando una concentracion celular uniforme. Seguidamente, se realizo
una dilucién al 1/100, tomando 1 mL de esta suspension y transfiriéndolo a un
matraz con 99 mL de caldo BHI estéril. Esta dilucion fue incubada nuevamente
a 37 °C, preparando asi una concentracion bacteriana adecuada para los
ensayos microbiologicos posteriores. El crecimiento bacteriano se monitorea
a intervalos de media hora, evaluando la densidad celular mediante la
mediciéon de la absorbancia del cultivo con un espectrofotometro, utilizando
una longitud de onda de 623 nm. Este método permite un seguimiento preciso

y cuantitativo del desarrollo bacteriano a lo largo del tiempo.
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Flujograma N° 6 De la estandarizaciéon de la curva de crecimiento para

Staphylococcus aereus y Escherichia coli

Tomar una asada de la cepa en estudio (Staphylococcus
aereus y Escherichia coli)

Inocular en 5 mL del caldo de
cultivo BHI

Incubar durante 24 horas a 37°C y Ajustar la
suspension bacteriana a la turbidez equivalente al

estandar 0,5 de la escala MC Farland

Dilucion 1/100; 1 mL de caldo BHI con cepa activada

en 99 mL de caldo BHI puro

Incubar a 37°C por el tiempo que dure la prueba

Lectura cada media hora, la lectura de absorcién

del cultivo a 623 nm.

Grafico de la curva de crecimiento absorbancia

vs tiempo

Analisis y discusion de resultados

Fuente: Instituto Nacional de Salud (2002). Manual De Procedimientos Para
La Prueba De Sensibilidad Antimicrobiana Por EI Método De Disco Difusion.
(Internet) (78)
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3.5.8.4 Determinacién de la Actividad Antibacteriana del extracto

etandlicos por el método de pozos excavados sobre Staphylococcus

aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 35218.

Preparacion del inéculo

Las especies bacterianas bajo estudio fueron cultivadas en 5 mL de caldo BHI

e incubadas a 37 °C durante un periodo de 6 horas, con el objetivo de obtener

una suspension celular adecuada para su posterior siembra en placas. Luego

de este proceso, la suspensién bacteriana fue ajustada cuidadosamente para

alcanzar una turbidez equivalente al estandar 0.5 de la escala de McFarland,

garantizando asi una concentraciéon uniforme y reproducible para los ensayos

microbiolégicos.

Preparacion de las placas Petri y procedimiento

e Se prepararon placas Petri que contenian aproximadamente 20 mL de

agar Mueller-Hinton, garantizando una distribucidn homogénea del
medio en cada plato. Estas placas fueron incubadas a 37 °C durante
24 horas con el fin de realizar un control de esterilidad previo al inicio
del ensayo, asegurando que no existiera contaminacién que pudiera

afectar los resultados posteriores.

e Luego de verificar la esterilidad, en cada placa se hicieron tres pozos
utilizando un tubo de Durham con un diametro de 6 mm, lo que permitié
crear espacios uniformes para la aplicacion de los extractos. Estos
pozos facilitaron la evaluacion localizada del efecto antimicrobiano de
las distintas concentraciones de los extractos sobre el crecimiento

bacteriano.

e Simultaneamente, se prepararon los extractos etandlico y cloroférmico
en las concentraciones establecidas para el ensayo, garantizando una
adecuada disolucién y homogeneidad en cada solucion. Esto permitio
contar con muestras precisas y consistentes para evaluar su actividad

frente a las bacterias en estudio.

e Una vez obtenida la suspension bacteriana con la concentracién
ajustada, se procedié a la siembra en las placas con agar Mueller-
Hinton mediante un hisopo estéril. Esta técnica permiti6 una
distribucion uniforme de las bacterias sobre la superficie del agar,

asegurando condiciones Optimas para la posterior evaluacion de la
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inhibicion del crecimiento bacteriano.

Finalmente, utilizando una  micropipeta, se introdujeron
cuidadosamente los extractos ya preparados en los pozos realizados
previamente en las placas. Ademas, se colocaron discos de
sensibilidad con farmacos patron para comparar la eficacia
antimicrobiana. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas, y al
concluir este tiempo se midieron los halos de inhibicién formados
alrededor de los pozos y discos, lo que permitié cuantificar la actividad

antimicrobiana de los extractos evaluados.
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Flujograma N° 7 De la determinacién de la actividad antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de Triumfetta bogotensis por el método de
pozos excavados sobre cepas de Staphylococcus aereus y Escherichia

coli

Cepas de Staphylococcus aereus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 35218)

(" )

Para la preparacion de los inoculos cultivar Staphylococcus aereus y
Escherichia coli en 5mL de caldo BHI y ajustar la suspension

bacteriana a la turbidez equivalente al estandar 0.5 de la escala Mc

k farli':md )

[ Preparacion de las placas usando Agar de Mueller Hinton J

Para la actividad antibacteriana sembrar el inoculo en Agar Mueller
Hinton y luego colocar las concentraciones de los extractos

etandlicos al 70%.

Incubar a 37°C por el tiempo que dure la prueba

Medir lo halos de inhibicion

Analisis y discusion de resultados

. J/

Fuente: Instituto Nacional de Salud (2002). Manual De Procedimientos Para
La Prueba De Sensibilidad Antimicrobiana Por EI Método De Disco Difusion.
Ministerio de Salud del Peru (Internet). (78)
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3.5.9.5. Ensayo con el antibiético patréon

Basandose en los protocolos establecidos para el tratamiento, se
consideraron los antibioticos betalactamicos como una opcion eficaz tanto
para bacterias Gram positivas como Gram negativas. Esta eleccion responde
a la capacidad de este grupo farmacologico para interferir en la sintesis de la
pared celular bacteriana, lo que los hace especialmente efectivos contra una
amplia gama de microorganismos patdogenos, abarcando distintos tipos de
bacterias segun su estructura y caracteristicas, los aminoglucésidos
conocidos por su efectividad para infecciones del tracto urinario, y las
quinolonas que son de amplio espectro.

Tomando en cuenta esta referencia previa, se seleccionaron los diferentes
farmacos patrén de acuerdo con el perfil de sensibilidad registrado en el
cuadro especifico de las bacterias involucradas en el estudio. Esta seleccién
permiti6 adaptar los agentes antimicrobianos utilizados como referencia,
asegurando que fueran representativos y pertinentes para evaluar de manera
precisa la efectividad de los extractos frente a cada microorganismo
analizado. Ciprofloxacino y la Clindamicina como eleccion para tratar las

afecciones epidérmicas como farmacos patrén en esta investigacion.
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Flujograma N°8: Ensayo con el antibiético patrén para Staphylococcus
aereus ATCC 25923 Y Escherichia coli ATCC 35218

Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC
35218 conservadas en TSA
$

Para la preparacion de los inéculos se cultivé Staphylococcus aureus ATC!

c )

25923 y Scherichia coli ATCC 35218 en 5mL de BHI y se ajusté la
suspension bacteriana a la turbidez equivalente al estandar 0.5 de la escala
k de Mc Farland )
$

Preparacién de las placas usando Agar Muller Hinton

¥

Para la prueba de la actividad antibacteriana se sembro el inoculo en Agar

7~

"

Muller Hinton y luego se colocé los farmacos patrén y se incubé por 24

horas a 37°C

$
Medicion de los Halos de inhibicién
$
é )
Andlisis y discusion de resultados
\ .

Fuente: Elaboracion propia
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3.6. Para el procesamiento y analisis de la informacién
Para realizar un analisis detallado y riguroso de los datos obtenidos en la

evaluacion de la actividad antibacteriana de la especie vegetal Triumfetta
bogotensis, se utilizo el software estadistico Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), version 22. Esta herramienta permitié procesar y analizar la
informacion de manera eficiente, facilitando la interpretacion de los resultados
y la identificacion de tendencias significativas en el comportamiento
antimicrobiano del extracto estudiado. Este robusto paquete permitio un
manejo detallado de las variables cuantitativas mediante técnicas avanzadas,
Dentro del analisis estadistico, se destacd la aplicacion del analisis de
varianza (ANOVA), herramienta que facilité la identificacion de diferencias
significativas entre los distintos grupos evaluados. Este método permitio
comparar multiples tratamientos simultaneamente, determinando con
precision si las variaciones observadas en la actividad antibacteriana del
extracto eran estadisticamente relevantes, o que aport6 mayor solidez y
confianza a las conclusiones del estudio. Adicionalmente, se aplicé la prueba
post hoc de Duncan para realizar comparaciones multiples con mayor
precision, manteniendo un nivel de confianza del 95%. Este enfoque
estadistico riguroso permitié identificar con exactitud las diferencias entre
grupos especificos, asegurando la validez y fiabilidad de los resultados
obtenidos. De esta manera, se fortalecio la base cientifica del estudio sobre
las propiedades antibacterianas de la especie vegetal, respaldando con mayor

contundencia las conclusiones alcanzadas.
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Capitulo IV

Analisis y discusion de resultados

4.1. De las pruebas preliminares de Triumfetta Bogotensis “Rata Rata”
41.1. Determinacion del porcentaje de humedad de Triumfetta

Bogotensis “Rata Rata”

Tabla N°5 Porcentaje de humedad de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”

N° de Peso de la Peso de la % de Promedio
determinaciones muestra muestra humedad del % de la
fresca seca humedad
1 59 1.45 71% 71.66%
2 5g 1.40 72%
3 59 1.40 72%

Fuente: Datos experimentales.
Interpretacién y analisis de resultados:
De acuerdo con la informacion presentada en la Tabla N°5, se observa que el
porcentaje de humedad determinado en la especie vegetal Triumfetta
bogotensis “Rata Rata” es de 71.66%. Este valor indica que la humedad
presente en esta variedad es considerablemente alta, o que puede influir en
su conservacion, estabilidad y en la eficacia de los procesos posteriores de
extraccion y analisis. De ahi se entiende que, ante esta situacion de alta
humedad, adquiere gran importancia el proceso de secado, que evita entre
otras cosas, la presencia de hongos y el desarrollo de bacterias.
Segun el estudio realizado por Toledo (2015), la concentracién de humedad
detectada en la evaluacion de la actividad antioxidante y antimicrobiana de la
corteza de Triumfetta semitriloba fue del 70%, un valor que resulta muy
cercano al obtenido en el presente andlisis de Triumfetta bogotensis. Esta
similitud en los niveles de humedad sugiere caracteristicas fisioldgicas
comparables entre ambas especies, lo cual podria influir de manera semejante
en sus propiedades quimicas y biolégicas (23)
Asimismo, en el estudio de MAMANI CALIPSO (2017) al evaluar la actividad
cicatrizante de los extractos hexanico, etéreo y etandlico de Triumfetta
bogotensis, se determiné una concentracion de humedad del 70.3%. Este dato
refleja un contenido hidrico similar al reportado en otros estudios relacionados,
lo cual puede ser relevante para la estabilidad y eficacia de los compuestos
activos presentes en los extractos utilizados para fines terapéuticos (14). De
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este modo la ligera superioridad en cuanto a la concentracion de humedad
observada en nuestra muestra vegetal, puede responder a la ubicacion
geogrdafica.

4.1.2. Determinacion del porcentaje de extraccion

Tabla N°6 Porcentaje de extraccion de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”

N° de Peso de la Peso del Porcentaje Promedio
determinaciones muestra extracto de del % de
molida (g) seco (g) extraccion extraccion
1 100g 39.0g 39%
2 100g 39.5g 39.5% 39.4%
3 100g 39.79 39.7%

Fuente: Datos experimentales.

Interpretacidn y analisis de resultados:

En la Tabla N°6 se muestra el porcentaje de extraccién obtenido mediante el
proceso de maceracion de los tallos de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”.
Este dato es fundamental para evaluar la eficiencia del método de extraccion
empleado y la cantidad de compuestos bioactivos extraidos, lo que a su vez
influye directamente en la calidad y potencia del extracto final utilizado en los
analisis posteriores, con etanol de 70° hasta agotamiento, resultando el 39,4%
el promedio de extraccion.

Segun Mamani Calipso (2017) al analizar la actividad antiulcerosa del
extracto etandlico de Triumfetta bogotensis, obtuvieron una concentracion de
extraccion del 41,77% (14).

Las diferencias en los porcentajes de extraccion pueden deberse a una
combinacién de factores, incluyendo el método de extraccion, las condiciones
experimentales, las diferencias en las muestras y los métodos analiticos
utilizados. Es importante considerar estos aspectos al comparar los resultados

de diferentes estudios.
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4.1.3. Determinacion de las pruebas de solubilidad
Tabla N°7 Solubilidad del extracto etandlico al 70% de Triumfetta

bogotensis “Rata Rata”

Agua destilada +++
Metanol ++
Etanol 40% +++
Etanol 70% ++
Etanol 96% 15
Acetona -
Eter etilico -
Benceno -
Cloroformo -
Hexano -
Fuente: Datos experimentales.

Donde:

+++ = Muy soluble

++ = Soluble

+ = Poco soluble

- = Insoluble

Interpretacién y analisis de resultados:

En la Tabla N°7 se presentan los resultados correspondientes al extracto de
Triumfetta bogotensis “Rata-rata”. Se observa que el extracto al 70% muestra
una alta solubilidad en solventes polares como el agua destilada y etanol al
40%, ademas de ser soluble en metanol y etanol al 70%. Estos hallazgos
reflejan las caracteristicas fisicoquimicas del extracto, las cuales son
determinantes para su potencial aplicacion y eficacia en estudios
farmacolégicos y microbioldgicos. Por otro lado, es poco soluble en etanol
96%. Este resultado, sugiere que el extracto tiene una alta afinidad por
solventes polares como el agua, lo cual es comun para muchas sustancias
organicas e inorganicas, la solubilidad en etanol puede ser relevante para
aplicaciones en las que se utilicen mezclas acuosas o alcohdlicas. Indica que
el extracto se disuelve bien en una solucién de etanol al 40%. La solubilidad
en etanol puede ser relevante para aplicaciones en las que se utilicen mezclas
acuosas o alcohdlicas, del mismo modo, el extracto tiene una buena
solubilidad en mezclas de metanol y etanol con una concentracion del 70%.

Esto puede ser util para su aplicacion en soluciones alcohdlicas mas
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concentradas.
Y en contraste, el extracto de Triumfetta bogotensis “Rata-rata” al 70%, es

insoluble en acetona, éter etilico, benceno, cloroformo y hexano.

4.1.6. Analisis Fitoquimico Cualitativo
Tabla N°8 Analisis fitoquimico cualitativo del extracto etanolico al 70%

de Triumfetta bogotensis “Rata-rata”

ALCALOIDES Dragendorff -
ALMIDON Lugol -
AMINOACIDOS Ninhidrina +
ANTOCIANINAS Amoniaco -
TANINOS Gelatina +++
SAPONINAS Prueba de espuma +++
QUINONAS Borntrager -
MUCILAGOS Acetato neutro de plomo ++
COMPUESTOS Cloruro férrico al 1% ++
FENOLICOS
TRITER PENOIDES Libermann — Burcinara -
FLAVONOIDES Shinoda ++
ESTEROIDES Libermann — Burcinara -
GLICOSIDOS Molish +++
AZUCARES Fehling A Fehling B +++
REDUCTORES
LACTONAS Baljet +
GOMAS Acetato basico de plomo -

Fuente: Datos experimentales.

Leyenda:

+++= Abundante cantidad

++= Regular cantidad

+= Poca cantidad

-= Ausencia

Interpretacion y analisis de resultados:

En la Tabla N°8 se expone el analisis fitoquimico realizado al extracto de
Triumfetta bogotensis “Rata-rata” al 70% de etanol, del cual se evidencia la
presencia significativa de compuestos como taninos, saponinas, glucésidos y
azucares reductores. Estos metabolitos secundarios son relevantes por sus
multiples propiedades bioldgicas, lo que contribuye a explicar la potencial
actividad farmacolégica y terapéutica atribuida a esta especie vegetal.
Asimismo, presenta regular cantidad de mucilagos, compuestos fendlicos y

flavonoides; también se observd poca cantidad aminoacidos y lactonas.
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En contraste se evidenciaba la clara ausencia de alcaloides, almidon,
antocianinas, quinonas, triter penoides, esteroides y gomas.

Segun Mamani (2017) al evaluar el efecto antiulceroso y toxicidad aguda del
extracto hidroalcohdlico al 70% de la corteza de Triumfetta bogotensis “Rata
Rata” en animales, se encontré abundante cantidad de compuestos fendlicos y
flavonoides (14).

Segun Toledo (2015) en su analisis fitoquimico, se evidencio la presencia de
saponinas, taninos, flavonoides, glicésidos y aminoacidos (23)

4.1.7. Resultados del control microbiolégico de los extractos etandlicos

al 70% de los tallos de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”

Tabla N°9 Control microbiolégico de los extractos etandlicos al 70% de

los tallos de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”
LIMITES

Peso del Bacterias

Criterio r BIOLOGICOS Resultados

extracto  y hongos

PERMISIBLES

Criterio imperativo: Ausencia de
No debe presentar, en caso Agar SS 10g Salmonella salmonella Ausencia
hubiera
Criterios indicativos de
higiene:
El e?«?eso |nd|ca. que las Agar Mc Coliformes 10%10° .
condiciones de higiene en 19 Ausencia
2 Conkey fecales UFC
el proceso son deficientes y
que el producto puede ser
rechazado.
Aerabicos,
Criterios de alerta o Agar mesofilos y 107103 .
.. ol 19 Ausencia
limites criticos: Sabouraud hogos, y UFC
levaduras

Fuente: Datos experimentales.

Interpretacion y resultados:

En la Tabla N°9 se presentan los resultados del control microbioldégico
realizados sobre los extractos etandlicos al 70% obtenidos de los tallos de
Triumfetta bogotensis “Rata Rata”. Estos datos son esenciales para verificar
la calidad microbiolégica del extracto, asegurando que cumple con los
parametros de inocuidad necesarios para su uso en aplicaciones terapéuticas
o investigativas, garantizando asi la ausencia o niveles aceptables de
contaminantes microbianos, los mismos que indican que el extracto en
mencion esta libre de la presencia de bacterias y hongos, es decir no se

encuentran contaminados, y en consecuencia cumplen con los criterios de
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calidad instaurada por los entes fiscalizadores en cuanto a salubridad se
refiere, como el MINSA y la DIGESA. De esta manera se tiene la certeza

necesaria para continuar con el ensayo de actividad antibacteriana in vitro.

4.2. De la determinacion de la concentracién minima inhibitoria in vitro
de Triumfetta Bogotensis “Rata Rata”
4.2.1 Determinacion de la actividad antibacteriana de Triumfetta
Bogotensis “Rata Rata”
4.2.1.1. Estandarizacion de la curva de crecimiento para Staphylococcus
aureus ATCC 25923
Tabla N°10
Absorbancia para la estandarizacion de la curva de crecimiento para
Staphylococcus aureus ATCC 259323

Tiempo (horas) Absorbancia (a 623 nm) *
0.5 0.013
1.0 0.020
1.5 0.030
2.0 0.048
2.5 0.083
3.0 0.149
35 0.231
4.0 0.307
4.5 0.372
5.0 0.440
55 0.521
6.0 0.594
6.5 0.675
7.0 0.756
7.5 0.836
8.0 0.919
8.5 0.982
9.0 1.013
9.5 1.023
10.0 1.029

Fuente: Datos experimentales.
(*) = Promedio de tres medidas de absorbancia
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Grafico N°2
Curva de crecimiento para Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Fuente: Datos experimentales.

Interpretacion y analisis de resultados:

En el Grafico N°2 se ilustra la curva de crecimiento correspondiente a la
bacteria Staphylococcus aureus ATCC 25923, donde se pueden distinguir
claramente las diferentes fases del desarrollo bacteriano: la fase de latencia,
en la que las células se adaptan al medio; la fase exponencial, caracterizada
por un crecimiento acelerado y constante; y la fase estacionaria, donde la
proliferacion se estabiliza debido a limitaciones en los nutrientes o
acumulacion de productos metabdlicos. Esta representacion es fundamental
para comprender el comportamiento y la dinamica poblacional de la cepa
durante el experimento.

En ese sentido, la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25 923 se logré
adaptar a su medio de cultivo en 2 horas (fase de latencia). Seguidamente
mostré un crecimiento acelerado y exponencial a partir de las 2.5 hasta las
8.5 horas. Es a partir de las 9 hasta las 10 horas donde se evidencia la fase
estacionaria, dado que se hace evidente que los nutrientes del medio donde
se encuentra se van agotando, y a ello se agrega la existencia de una mayor
acumulacion de desechos propios del metabolismo de la bacteria.

El grafico presentado es muy similar al desarrollado por Seija (2012), ya que

el cultivo semicontinuo es un sistema cerrado con recursos finitos; esto es muy
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distintos al ambiente del hospedador humano. En ese entender, de ser el
caso, si el tiempo se alarga, entonces es muy probable que tambien se pueda

evidenciar una fase de declinacién o muerte. (64)

4.2.1.2. Ensayo de la actividad antibacteriana de Triumfetta bogotensis
“Rata Rata” frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923
4.21.3. Resultados de la estandarizacion de la concentracién
antibacteriana del extracto etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis
“Rata Rata” frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923
Tabla N°11
Prueba piloto de las diluciones crecientes del extracto etandlico al 70% de
Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a un volumen estandar de

Staphylococcus aureus atcc 25923

Tubos N° Concentracion (mg/ml)  Turbidez Actividad
0.78125 + Crecimiento
- bacteriano
1.5625 + Crecimiento
- bacteriano
3.125 + Crecimiento
- bacteriano
6.25 + Crecimiento
- bacteriano
12.5 + Crecimiento
- bacteriano
25 + Crecimiento
- bacteriano
7 50 + Crecimiento
- bacteriano
“ 100 - Ausencia
“ 200 - Ausencia
“ 400 - Ausencia

Fuente: Datos experimentales.
Leyenda:

(+) = Muy turbio

(+/-) = Ligeramente turbio

(-) = Sin turbidez
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Interpretacion y analisis de resultados:
La tabla N°11, muestra las diluciones seriadas, comenzando con un volumen

madre a partir de 400mg/ml; se utilizé la siguiente formula para determinar las

concentraciones
N1 xV1i=N2xV2
Donde:
N1 = Concentracion 1
V1 = Volumen 1
N2 = Concentracion 2
V2 = Volumen 2

Los tubos fueron identificados con numeros del 1 al 12 para facilitar el
seguimiento del procedimiento. A partir del tubo N°1 hasta el N°11, se afadio
2 mL de caldo Mueller-Hinton. En los tubos N°10 y N°12 se incorporaron 1600
mg y 800 mg, respectivamente, de extracto seco etanolico de Triumfetta
bogotensis “Rata Rata”. Posteriormente, al tubo N°12 se le afadié 2 mL
adicionales de caldo Mueller-Hinton, logrando asi una concentracion final de
400 mg/mL, siendo este tubo utilizado como control negativo.

A continuacion, se realizé una serie de diluciones en cadena: se transfirieron
2 mL del tubo N°10 al N°9, mezclando bien, y luego 2 mL del N°9 al N°8,
continuando de igual forma hasta llegar al tubo N°1. Del tubo N°1 se retiraron
2 mL para mantener un volumen constante de 2 mL en cada tubo.
Posteriormente, se afiadieron 10 uL de suspensién bacteriana a cada uno de
los tubos del 1 al 11, designando el tubo N°11 como control positivo.
Finalmente, todos los tubos fueron incubados a 37 °C durante 24 horas para
permitir el desarrollo bacteriano y evaluar la actividad antimicrobiana del
extracto. Transcurrido este tiempo, se observdé que los tubos del 1 al 7
presentaban turbidez, lo que evidencia un crecimiento bacteriano activo. En
contraste, desde el tubo 8 hasta el 10 se observo una clara traslucidez,
indicando la ausencia notable de crecimiento bacteriano. Estos hallazgos
permiten determinar que la concentracibn minima inhibitoria (CMI) se

encuentra precisamente en el tubo numero 8.
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4.2.1.4 Diametros de los halos de inhibicion de la actividad antibacteriana
in vitro del extracto etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata
Rata” frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923

Tabla N°12
Diametros de los halos de inhibicién del extracto etandlico al 70% de
Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923
N° Concentracion Diametro de los halos de inhibicion
De extracto en (mm) para cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923
(mg/50uL)

- Promedio
n 0.156 - - - -
n 0.313 - - - -
H 0.625 - - - -
n 1.25 - - - -
25 - - - -
n 5 12 14 11 12.33
n 10 15 15 13 14.33
m 20 18 20 17 18.33
n Tetraciclina 30ug 25 - - 25
m Clindamicina 2ug 21 - - 21

Fuente: Datos experimentales.

Interpretacién y analisis:

La Tabla N°12 presenta los valores obtenidos para los halos de inhibicidn
generados por las concentraciones estandarizadas del extracto etandlico al
70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a la cepa Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Estos resultados permiten evaluar la eficacia
antimicrobiana del extracto, reflejando su capacidad para inhibir el crecimiento
bacteriano y ofreciendo informacion clave sobre su potencial uso como agente

antimicrobiano.
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Se observa que el extracto etanolico al 70% genera un halo de inhibicidn
minimo promedio de 12.33 mm a una concentracion de 5 mg/50 pL, lo que
indica una actividad antibacteriana moderada. Este resultado sugiere que,
aunque el extracto posee capacidad para inhibir el crecimiento de
Staphylococcus aureus, su efecto es moderado y podria requerir mayores
concentraciones o combinaciones con otros agentes para potenciar su accion

antimicrobiana.

Para la concentracion de 10 mg/50 pL, se registré un diametro promedio del
halo de inhibicion de 14.33 mm, lo que también refleja una actividad
antibacteriana moderada. Por otro lado, al aumentar la concentracién a 20
mg/50 pL, el diametro del halo alcanzo los 18.33 mm, sefalando una actividad
antibacteriana marcada. Estos resultados evidencian una relacion dosis-
respuesta, donde el incremento en la concentracion del extracto etandlico
potencia significativamente su efecto inhibidor sobre Staphylococcus aureus.
Tabla N°13
Halos de inhibicion de los farmacos patron para Staphylococus aureus ATCC
25923

Sensible Intermedio Resistente
Tetraciclina 30 ug =219 15-18 <14
Clindamicina 2 ug =21 15-20 <14

Fuente: Datos experimentales.

Interpretacién y analisis de resultados:

En la Tabla N°13 se exponen los diametros de los halos de inhibicion
correspondientes a los discos de sensibilidad con los antibidticos tetraciclina
(30 pg) y clindamicina (2 ug). Estos datos permiten comparar la efectividad de
estos farmacos patrén frente a la cepa bacteriana estudiada, sirviendo como
referencia para evaluar la actividad antimicrobiana del extracto vegetal en
estudio. Estos valores son considerados aceptables conforme a los criterios
establecidos por el Comité Nacional de Estandares de Laboratorio (NCCLS),
ya que los antibidticos empleados, tetraciclina y clindamicina, funcionaron

como controles patron durante la evaluacion in vitro de la actividad
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antibacteriana del extracto etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis (“Rata
Rata”). Esta referencia garantiza la validez y confiabilidad del analisis
realizado. Esta referencia resulta fundamental para establecer si la cepa
bacteriana Staphylococcus aureus ATCC 25923 presenta un comportamiento
resistente, intermedio o sensible frente a los antibioticos ensayados.

A partir de la informacién obtenida en la tabla 8, los halos de inhibicion
observados para Tetraciclina y Clindamicina fueron de 25 y 21
respectivamente. A partir de estos datos se indica que la cepa de
Staphylococus aureus ATCC 25923 es sensible a Tetraclina 30ug y
Clindamicina 2ug.

El extracto etandlico al 70% obtenido de Triumfetta bogotensis, conocida
popularmente como “Rata Rata”, demostr6 una notable actividad
antimicrobiana, evidenciada por la formacion de un halo de inhibiciéon de hasta
18,33 mm cuando se aplicd a una concentracion de 20 mg/uL. Este valor se
situa dentro del rango establecido como intermedio segun los criterios del
antibidtico patron tetraciclina. A partir de estos resultados, se puede concluir
que la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 presenta una respuesta
intermedia ante la accién del extracto etandlico al 70% de Triumfetta
bogotensis, lo cual indica un potencial terapéutico que justifica investigaciones
mas detalladas. Esta evidencia invita a profundizar en el estudio de sus
propiedades para evaluar su posible aplicacion en tratamientos
antimicrobianos. Segun Toledo (2015), en su investigacion al momento de
realizar la evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto metandlico
de “Triumfetta semitriloba” logro observar actividad frente a Staphylococcus
aureus. Del mismo modo en el estudio de Quipe y Montoya (2017) se
encontré6 que especies como Jaya verbena’ Las plantas Heliocarpus
americanus, conocida como “Monte Rata Rata”, y Urera baccifera,
tradicionalmente empleadas en la medicina popular para tratar afecciones
cutaneas, han demostrado tener un poderoso efecto antibacteriano. En
investigaciones recientes, ambas especies demostraron actividad inhibitoria
frente a la bacteria Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923, un
microorganismo frecuentemente vinculado a infecciones cutaneas. Estos
hallazgos resaltan el potencial de dichas especies como fuente de
compuestos con propiedades antimicrobianas relevantes para el tratamiento

de afecciones dermatologicas. Estos hallazgos no solo respaldan su uso
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ancestral, sino que también abren la puerta a nuevas posibilidades en la
busqueda de alternativas naturales para combatir este tipo de bacterias.
4.2.1.5. Estandarizacion de la curva de crecimiento para Escherichia coli
ATCC 35218
Tabla N°14
Absorbancia para la estandarizacion de la curva de crecimiento para
Escherichia coli ATCC 35218

TIEMPO (HORAS) ABSORBANCIA (A 623 nm) *

0.5 0.010
1.0 0.025
1.5 0.045
2.0 0.055
2.5 0.140
3.0 0.308
3.5 0.495
4.0 0.641
4.5 0.771
5.0 0.877
5.5 0.997
6.0 1.097
6.5 1.215
7.0 1.255
7.5 1.278
8.0 1.289
8.5 1.290
9.0 1.304
9.5 1.311
10.0 1.312

Fuente: Datos experimentales.

(*) = Promedio de tres medias de absorbancias
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Grafico N° 3
Curva de crecimiento para Escherichia coli ATCC 35218
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Fuente: Datos experimentales.

Interpretacién y analisis de resultados:
El grafico N°3 ilustra el patron de crecimiento de la bacteria Escherichia coli

ATCC 35218, donde se pueden distinguir claramente las fases de latencia,
exponencial y estacionaria. En particular, la cepa tarddé aproximadamente 2
horas en adaptarse a su medio de cultivo, correspondiendo a la fase de
latencia. Posteriormente, entre las 2.5 y 7.5 horas, se observo un crecimiento
acelerado y exponencial, reflejando una multiplicacion activa y rapida de las
células bacterianas durante este periodo. Es a partir de las 8 hasta las 10
horas donde se evidencia la fase estacionaria, dado que se hace evidente que
los nutrientes del medio donde se encuentra se van agotando, y a ello se
agrega la existencia de una mayor acumulacién de desechos propios del
metabolismo de la bacteria.

El grafico presentado es muy similar al desarrollado por Seija (2012), ya que
el cultivo semicontinuo es un sistema cerrado con recursos finitos; esto es muy
distintos al ambiente del hospedador humano. En ese entender, de ser el
caso, si el tiempo se alarga, entonces es muy probable que tambien se pueda

evidenciar una fase de declinacién o muerte. (70).
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4.2.1.6. Ensayo de la actividad antibacteriana de Triumfetta bogotensis
“Rata Rata” frente a cepas de Escherichia coli ATCC 35218
4.21.7. Resultados de la estandarizacion de la concentracién
antibacteriana del extracto etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis
“Rata Rata” frente a Escherichia coli ATCC 35218

Tabla N°15

Prueba piloto de las diluciones crecientes del extracto etandlico al 70% de

Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a un volumen estandar de
Escherichia coli ATCC 35218

Tubos N°  Concentracion Turbidez Actividad antibacteriana

de Triumfetta
Bogotensis “Rata Rata”

1 0,78125 + Crecimiento bacteriano
2 1.5625 + Crecimiento bacteriano
3 3.125 + Crecimiento bacteriano
4 6.25 + Crecimiento bacteriano
5 12.5 + Crecimiento bacteriano
6 25 +/- Crecimiento bacteriano
7 50 - Ausencia
8 100 - Ausencia
9 200 - Ausencia
10 400 - Ausencia

Fuente: Datos experimentales.

Leyenda:

(+) = Muy turbio

(+/-) = Ligeramente turbio

(-) = Sin turbidez

Interpretacidn y analisis de resultados:

La tabla N°15, muestra las diluciones seriadas, comenzando con una
concentracion madre a partir de 400 mg/ml; se utilizo la siguiente formula para

determinar las concentraciones:

N1x Vi=N2x V2
Donde:
N1 = Concentracion 1
V1 = Volumen 1
N2 = Concentracion 2
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V2 = Volumen 2
Los tubos fueron numerados del 1 al 12, y a cada uno desde el tubo N°1 hasta

el N°11 se les afiadié 2 ml de caldo Mueller Hinton. En los tubos N°10 y N°12
se incorporaron cantidades especificas de extracto seco etandlico de
Triumfetta bogotensis “Rata Rata”, con 1600 mg y 800 mg respectivamente;
posteriormente, se afnadi6 2 ml de caldo Mueller Hinton al tubo N°12,
obteniendo asi una concentracién final de 400 mg/ml. Cabe destacar que el
tubo N°12 se utilizé como control negativo en el experimento.

A continuacién, se transfirieron 2 ml del tubo N°10 al N°9, mezclando
cuidadosamente, y este proceso se repitio sucesivamente hasta el tubo N°1.
Del tubo N°1 se retiraron 2 ml, asegurando que en cada tubo quedaran 2 ml
de volumen. Posteriormente, se afiadieron 10 yL de suspension bacteriana a
los tubos del N°1 al N°11, para luego incubarlos a 37 °C durante 24 horas. Al
finalizar la incubacién, se observd turbidez —indicativa de crecimiento
bacteriano— en los tubos N°1 al N°5, mientras que en el tubo N°6 la turbidez
era poco evidente. Por otro lado, los tubos N°7 al N°10 mostraron una
apariencia translucida, sefalando la ausencia significativa de crecimiento
bacteriano. Estos hallazgos sugieren que la concentracion minima inhibidora

(CMI) se encuentra en el tubo N°7.
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Tabla N°16

Resultados de la prueba piloto de los diametros de los halos de inhibicion del

extracto etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a
Escherichia coli ATCC 35218

Concentracion Diametro de los halos de inhibicion
De extracto en (mm) para cepa Escherichia coli ATCC 35218
(mg/50uL)

I
[ 1 0.039 - - - -
[ 2 0.078 - - - -
| 3 | 0.156 - - - -
[ 4 0.313 - - - -
| 5 | 0.625 - - - -
| 6 1.25 11 10 9 10
2.5 15 16 15 15.33
| 8 | 5 20 19 20 19.6
[ 9 | 10 22 22 23 22.33
[ 10 | 20 25 24 21 23.33
BEN  Amikacina 30 ug 30 - - 30
IFF2  Ciprofloxacino 5ug 28 - - 28

En el cuadro N° 16 se presentan los resultados de los ensayos de difusién
realizados con el extracto etandlico al 70 % de Triumfetta bogotensis (“Rata
Rata”) frente a la cepa ATCC 25923 de Escherichia coli. Se destaca que,
incluso a la concentracién mas baja de 1,25 mg por cada 50 pL, el extracto
logré producir un halo de inhibicion con un didmetro promedio de 10 mm, lo
que indica una actividad antibacteriana leve pero significativa. Este tamafio de
zona, aunque modesto, confirma que el extracto posee un efecto inhibidor que
podria ser optimizado en futuros estudios para potenciar su eficacia.

Para la concentracion de 2.5 mg/50uL, Se registré un diametro promedio de
15.33 mm, lo que refleja una actividad antibacteriana moderada. Por otro lado,
en las concentraciones de 5, 10 y 20 mg/50 uL se observaron diametros de
inhibicion de 19.6 mm, 22.33 mm y 23.33 mm, respectivamente, valores que
corresponden a una actividad antibacteriana marcada, segun los criterios

establecidos por Toda y colaboradores (1994)
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Tabla N°17
Halos de inhibicién de los farmacos patrén para Escherichia coli ATC 35218

Farmaco Concentracion  Zona de diametro de interpretacion

critica (mm)

Sensible Intermedio Resistente
Amikacina 30 ug 217 15-16 <14
Ciprofloxacino 5ug 221 16-20 <15

Fuente: Datos experimentales.

Interpretacién y analisis de resultados:
En el cuadro N°17 se registran los diametros de los halos de inhibicién

correspondientes a los discos de sensibilidad para Amikacina (30 pg) vy
Ciprofloxacino (5 ug), cuyos valores son considerados aceptables segun Jean,
B., et al. (2017). Estos antibioticos se utilizaron como referencia para evaluar
la actividad antibacteriana del extracto etandlico al 70 % de Triumfetta
bogotensis “Rata Rata”, con el objetivo de determinar la sensibilidad de la
cepa Escherichia coli ATCC 35218 frente a estos farmacos. Segun los
resultados, que mostraron halos de inhibicion de 30 mm para Amikacina y 28
mm para Ciprofloxacino, se concluye que la cepa Escherichia coli ATCC
35218 es sensible a ambos antibidticos.

El extracto etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” mostré un
halo de inhibicion maximo de 23.33 mm a una concentracion de 20 mg/50 L,
valor que se encuentra dentro del rango de sensibilidad definido para los
antibidticos patron Amikacina y Ciprofloxacino. Por lo tanto, se puede concluir
que la cepa de Escherichia coli ATCC 35218 es sensible al extracto etandlico
al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”, evidenciando su potencial

actividad antibacteriana contra esta bacteria.
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4.3. Anadlisis estadistico
4.3.1. Analisis estadistico del ensayo de la actividad antibacteriana del
extracto etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a
la cepa Stahylococcus aereus 25923.
Tabla N°18
Estadistica descriptiva del extracto etandlico AL 70% de Triumfetta

bogotensis “Rata Rata” frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923

Extracto etanélico  Recuento Promedio Desv. Error Minimo Maximo
de Triumfetta (N° halos) Estandar estandar
bogotensis “Rata
Rata”
5mg/50uL 3 12,33 1,528 ,882 11 14
10mg/50uL 3 14,33 1,155 ,667 13 15
20mg/50uL 3 18,33 1,528 ,882 17 20
Tetraciclina 30ug 3 25 - - - -
Clindamicina 2ug 3 21 - - - -

Fuente: Datos experimentales.

Interpretacién y analisis de resultados:

Del cuadro N°18, se evidencian los hallazgos descriptivos de los datos
representados en el cuadro 8, donde para la concentracion de 5mg/50uL se
obtuvo una media de 12.33 mm, en el caso del 10mg/50uL se obtuvo una
media de 14.33mm y para la concentracion etanolica de 20 mg/50uL se obtuvo
una media de 18.33mm. Estos resultados a simple vista indican la existencia
de una diferencia significativa entre una y otra concentracién del extracto
etandlico de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a la cepa Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Tabla N°19

ANOVA del valor de accién antibacteriana segun la concentracion del

extracto al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Sumade ¢l Media F Sig.

cuadrados cuadratica
Entre grupos 56,000 2 28,000 14,000 0,005
Dentro de 12,000 6 2,000
grupos
Total 68,000 8

Fuente: Datos experimentales.

Leyenda:
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gl= grados de libertad
F= distribucion de Fisher

Sig. = Significancia

Interpretacion y analisis de resultados:
El cuadro N°19 presenta el analisis de varianza (ANOVA) aplicado a los datos
de la tabla N°18, donde se evidencia la existencia de diferencias significativas
entre las medias de los diametros de inhibicion. Estas disparidades son
especialmente notables en las concentraciones de 5, 10 y 20 mg/50 pL,
favoreciendo claramente la actividad antibacteriana del extracto etandlico al
70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”. Este resultado se respalda en el
valor p obtenido, que fue menor a 0.05, lo que indica que las diferencias
encontradas son estadisticamente significativas. En conclusion, se estima que
las agrupaciones de concentraciones de extracto no producen un efecto
homogéneo en la detencion de su evolucion; cada conjunto de
concentraciones surge zonas de inhibicion distintas.
Tabla N°20
Prueba post hoc de Tukey para el ensayo de la accion antibacteriana segun
la concentracion del extracto al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”

frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923

Concentracion | Concentraciéon |Diferencias |Error Sig.
0 ) de medias  |estandar
(I-J)
5mg/50ul 10mg/50uL -2,000 1,155 ,269
20mg/50uL -6,000* 1,155 ,005
10mg/50uL 5mg/50uL 2,000 1,155 ,269
20mg/50uL -4,000* 1,155 ,031
20mg/50uL 5mg/50uL 6,000* 1,155 ,005
10mg/50uL 4,000* 1,155 ,031

Fuente: Datos experimentales.

Interpretacién y analisis de resultados:

De la tabla N°20, se observan los valores proporcionados por la prueba post
hoc de Tukey, para el ensayo de accion antibacteriana segun la concentracion
del extracto al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”. Se aprecia la

comparativa entre todas las concentraciones que resultaron o indicaron
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valores comparables. De todas estas comparaciones resulta evidente que la
concentracion de 20mg/50uL es la mas significativa. Es decir, la actividad
antibacteriana que se desprende de dicha concentracion es mucho mejor o
cualitativamente distinta en su efectividad al mostrado por las concentraciones
de 5y 10mg/50uL de extracto al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”
frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4.3.2. Andlisis estadistico del ensayo de la actividad antibacteriana del
extracto etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a
la cepa Escherichia coli ATCC 35218
Tabla N°21
Estadistica descriptiva del extracto etandlico al 70% de Triumfetta

bogotensis “Rata Rata” frente a la cepa Escherichia coli ATCC 35218

Extracto etandlico de Recuento Promedio Desv. Error Minimo  Maximo

Triumfetta bogotensis  (N° halos) Estandar estandar
“Rata Rata”

1.25mg/50uL 3 10,00 1,000 577
2.5mg/50uL 3 15,33 577 ,333 15 16
5mg/50uL 3 19,67 577 ,333 19 20
10mg/50uL 3 22,33 577 ,333 22 23
20mg/50uL 3 23,33 2,082 1,202 21 25
Amikacina 30 ug 3 30 - - - -
Ciprofloxacino 5 ug 3 28 - - - -

Fuente: Datos experimentales.

Interpretacién y analisis de resultados:

Del cuadro N°21, se evidencian los hallazgos descriptivos de los datos
expuestos en el cuadro 10, donde para la concentracion de 1.25 mg/uL se
obtuvo una media de 10 mm, para la concentracion de 2.5 mg/uL se obtuvo
una medida de 15,33, para la concentracion de 5mg/50uL se obtuvo una
media de 19.67 mm, en el caso del 10mg/50uL se obtuvo una media de
22.33mm y para la concentracion etanolica de 20 mg/50uL se obtuvo una
media de 23.33mm. Estos resultados a simple vista indican la existencia de
una diferencia significativa entre una y otra concentracion del extracto
etandlico de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a la cepa Escherichia coli
ATCC 35218.
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Tabla N° 22
ANOVA del valor de accién antibacteriana segun la concentracion del
extracto al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” frente a la cepa
Escherichia coli ATCC 35218
Sumade | gl Media F Sig.

cuadrados cuadratica
Entre grupos 363,067 4 90,767 71,658 0,000
Dentro de grupos 12,667 10 1,267
Total 375,733 14

Fuente: Datos experimentales.

Leyenda:

gl= grados de libertad
F= distribucion de Fisher
Sig. = Significancia

Interpretacién y analisis de resultados:

El cuadro N°22 presenta el analisis de varianza (ANOVA) efectuado sobre los
datos de la tabla N°21, evidenciando diferencias significativas en las medias
de los diametros de inhibicion para las concentraciones evaluadas. Estas
disparidades reflejan un efecto favorable y consistente del extracto etandlico
al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata” en la inhibicién del crecimiento
bacteriano. Por lo tanto, se confirma la eficacia del extracto en las
concentraciones estudiadas. Dado que el p-valor o significancia observada fue
menor a 0.05. En conclusion, se estima que las agrupaciones de
concentraciones de extracto no exhiben una influencia uniforme en la
inhibicion del crecimiento; cada conjunto de concentraciones produce zonas

de inhibicion distintas.
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Tabla N° 23
Prueba post hoc de Tukey para el ensayo de la accion antibacteriana segun
la concentracion del extracto al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”
frente a la cepa Escherichia coli ATCC 35218

Diferencias

Concentraciéon | Concentracion de medias Error
{)] ) (1-J) estandar | Sig.
2.5mg/50uL -5,333 ,919 ,001
5mg/50uL -9,667 ,919 ,000
10mg/50uL -12,333 ,919 ,000
1.25 mg/50uL 20mg/50uL -13,333 ,919 ,000
1.25mg/50uL 5,333 ,919 ,001
5mg/50uL -4,333 ,919 ,006
10mg/50uL -7,000 ,919 ,000
2.5mg/50uL 20mg/50uL -8,000 ,919 ,000
1.25mg/50uL 9,667 ,919 ,000
2.5mg/50uL 4,333 ,919 ,006
10mg/50uL -2,667 ,919 ,091
5mg/50uL 20mg/50uL -3,667 ,919 ,017
1.25mg/50uL 12,333 ,919 ,000
2.5mg/50uL 7,000 ,919 ,000
5mg/50uL 2,667 ,919 ,091
10mg/50uL 20mg/50uL -1,000 ,919 ,809
1.25mg/50uL 13,333 ,919 ,000
2.5mg/50uL 8,000 ,919 ,000
5mg/50uL 3,667 ,919 ,017
20mg/50uL 10mg/50uL 1,000 919 809

Fuente: Datos experimentales.

Interpretacién y analisis de resultados:

La tabla 23 presenta los resultados de la prueba post hoc de Tukey, utilizada
para comparar de manera multiple las diferencias entre las distintas
concentraciones del extracto al 70% de Triumfetta bogotensis frente a la cepa
Escherichia coli ATCC 35218. Este analisis permitid identificar cuales
concentraciones mostraron diferencias estadisticamente significativas en su
actividad antibacteriana, contribuyendo a determinar con mayor precision el
nivel de eficacia de cada dosis en el estudio. Esta prueba compara las
diferencias entre las medias de cada par de concentraciones, considerando si
esas diferencias son estadisticamente significativas.

Los resultados indican que la concentracion de 1.25 mg/50 pL es
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significativamente menos eficaz que todas las concentraciones superiores.
Por ejemplo, al compararla con 2.5 mg/50 pL, la diferencia promedio de
eficacia es de -5.333, con un valor de significacion de 0.001, lo que demuestra
una diferencia estadisticamente significativa. A medida que se comparan 1.25
mg/50 pL con concentraciones mayores, como 5 mg/50 uL, 10 mg/50 pyL y 20
mg/50 pL, las diferencias son aun mas pronunciadas, con valores negativos
crecientes y significacién menor a 0.05 en todos los casos.

Por otro lado, al comparar 2.5 mg/50 yL con concentraciones mas altas,
también se observa una mejora significativa en la eficacia antibacteriana. Por
ejemplo, frente a 5 mg/50 uL, la diferencia de medias es de -4.333, con un
valor de significacién de 0.006. Sin embargo, cuando se compara 5 mg/50 uL
con 10 mg/50 pL, aunque la diferencia promedio es de -2.667, esta no resulta
estadisticamente significativa, ya que el valor de significacién es de 0.091.
Esto sugiere que el incremento en la eficacia antibacteriana entre estas dos
concentraciones no es considerable.

Finalmente, al comparar las concentraciones mas altas, 10 mg/50 uL y 20
mg/50 pL, se observa una diferencia de medias de -1.000 con un valor de
significacion de 0.809. Esto indica que no existe una diferencia
estadisticamente significativa en la efectividad antibacteriana entre estas dos
concentraciones, sugiriendo que aumentar la dosis mas alla de 10 mg/50 uL
no mejora considerablemente la actividad inhibidora contra Escherichia coli
ATCC 35218. Esto sugiere que, aunque la eficacia mejora con el aumento de
la concentracion, existe un punto, alrededor de 10 mg/50 uL (con una
concentracion de maximo 2,5mg/50 uL), en el que se alcanza un efecto
maximo, y aumentar la concentracion mas alla de este valor no genera un
beneficio adicional significativo.

En conclusion, la eficacia antibacteriana del extracto aumenta
significativamente con la concentracién, especialmente en niveles bajos y
moderados, pero las diferencias dejan de ser significativas a partir de 10
mg/50 pL. Por ello, esta concentracion podria considerarse suficiente para

alcanzar un efecto antibacteriano 6ptimo sin necesidad de incrementarla mas.
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Conclusiones

1. Se pudo determinar la efectividad de la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis “Rata Rata”
frente a las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Escherichia coli ATCC 35218, demostrando que el extracto posee
capacidad para inhibir el crecimiento de estos microorganismos.

2. Los hallazgos dejaron patente que el extracto etandlico al 70% de
Triumfetta bogotensis se disuelve con gran facilidad en medios polares,
tales como agua destilada, etanol al 40% y, por supuesto, etanol al
70%, lo que facilita su preparaciéon y aplicacion en estudios
farmacologicos y terapéuticos. Esta solubilidad excepcional en
disolventes ricos en grupos hidroxilo refuerza su versatilidad para
formulaciones acuosas y alcohdlicas, allanando el camino para su uso
en distintos preparados farmacéuticos y cosméticos. Su rendimiento fue
del 39.4%, con un alto porcentaje de humedad de 71.66%. El analisis
fitoquimico revelé una abundancia significativa de taninos, saponinas,
glicésidos y azucares reductores en el extracto de Triumfetta
bogotensis. Asimismo, se detectd una cantidad moderada de
mucilagos, compuestos fendlicos y flavonoides, mientras que la
presencia de aminoacidos y lactonas fue menor, lo que aporta una
caracterizacion detallada de los componentes bioactivos presentes en
la muestra. El andlisis microbiolégico esta dentro de los parametros
conforme con las normas sanitarias (ausencia de contaminantes
patégenos).

3. Mediante ensayos de microdilucién se establecié que la concentracion
minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico al 70% de Triumfetta
bogotensis frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue de 100
mg/mL, lo que evidencia la capacidad del extracto para inhibir el
crecimiento bacteriano a esta concentraciéon especifica. Este valor situa
sSu accion en una zona intermedia de potencia antibacteriana: no
rivaliza con la vigorosidad de los antibioticos clasicos, pero si revela un
efecto moderado y prometedor que merece explorarse con
formulaciones y sinergias adicionales para reforzar su eficacia.

4. Mediante pruebas de microdilucion se determind que la concentracion
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minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico al 70% de Triumfetta
bogotensis contra la cepa ATCC 35218 de Escherichia coli es de 50
mg/mL, indicando una mayor eficacia del extracto frente a esta bacteria
en comparacion con Staphylococcus aureus, lo cual refleja una
sensibilidad marcada de la bacteria ante el extracto. Este resultado
evidencia una actividad antibacteriana destacada, sugiriendo que
incluso concentraciones moderadas del extracto son suficientes para
frenar el crecimiento de E. coli, y abre interesantes posibilidades para
su aplicacion en formulaciones disefiadas para combatir infecciones
causadas por esta cepa.

. En las pruebas de laboratorio se compar¢ la capacidad del extracto
etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis para inhibir el crecimiento de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 con la de dos antibidticos de
referencia. A una concentracion de 20 mg/50 L, el extracto gener6 un
halo de inhibicion promedio de 18,33 mm, lo que indica una accion
antibacteriana notable, aunque ligeramente menor en comparacion con
los antibidticos empleados como control. Para ponerlo en perspectiva,
la tetraciclina (30 ug) generé un halo de 25mm, mientras que la
clindamicina (2 ug) alcanzé 21 mm. Estos resultados sugieren que,
aunque el extracto no iguala la potencia de los farmacos estandar,
exhibe un efecto antibacteriano sdlido y digno de exploracion en
formulaciones futuras. Esta evidencia respalda la posibilidad de que el
extracto etandlico al 70% de Triumfetta bogotensis pueda constituir una
alternativa complementaria o un punto de partida para el desarrollo de
nuevos agentes antimicrobianos, especialmente en contextos donde la
resistencia bacteriana limita la eficacia de los tratamientos
convencionales.

. En los ensayos de difusién en agar, se evalud la eficacia del extracto
etandlico al 70 % de Triumfetta bogotensis frente a la cepa ATCC
35218 de Escherichia coli. A una concentracion de 20 mg/50 pL, el
extracto gener6 un halo de inhibicion promedio de 23,33 mm,
demostrando una actividad antibacteriana destacada que se aproxima
al desempefio de los antibiéticos de referencia, donde la amikacina (30
Mg) alcanzoé un halo de 30 mm vy el ciprofloxacino (5 ug) uno de 28 mm.

Estos resultados evidencian el potencial del extracto como agente
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antimicrobiano, posicionandolo como una alternativa prometedora en
el combate contra Escherichia coli. Aunque no supera por completo a
estos farmacos estdndar, el extracto muestra una actividad
antibacteriana remarcable, lo que lo convierte en un candidato muy

atractivo para el desarrollo de preparados naturales frente a E. coli.
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Sugerencias

1. A las autoridades universitarias, Facultades, Ministerio de Salud:
Se sugiere seguir apoyando la elaboracién de nuevas erudiciones sobre
plantas medicinales y su aplicacion en la medicina moderna.
A adquirir equipos, materiales, instrumentos que faciliten el alto desempefio

de las futuras investigaciones.

2. A los investigadores y alumnos:
A continuar las investigaciones desarrollando formulaciones farmacéuticas o
productos naturales basados en plantas medicinales, en colaboracion con
investigadores de los departamentos de Industria farmacéutica, Toxicologia y

Microbiologia, evaluando toxicidad, dosis efectivas y formulaciones seguras.

3. A los organismos de promocion de la ciencia e investigacion local:
Se recomienda a los gobiernos locales, regionales e instituciones promover
las investigaciones cientificas y brindar apoyo financiero y logistico para

nuevos estudios.
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Anexos

Anexo N° 1: Ficha de recoleccion y secado

Fecha

Nombre de la planta

Lugar de recoleccion

Nombre de recolector(a)

Nombre del informante

Anexo N°2: Recoleccion

Descripcidn

Observaciones

caracteristicas de la planta

Parte de la planta a recolectar

Cantidad a recolectar

Anexo N° 3: Determinacion del porcentaje de humedad de Triumfetta

bogotensis “Rata Rata”

N° de | Peso de la
determinaciones muestra
fresca

Peso de la
muestra

Seca

% de

humedad

Promedio
del % de la

humedad

1

2

3
Fuente: Bruenton, J. Farmacognosia general. Plantas medicinales, Paris,
1993

Anexo N° 4: porcentaje de extracciéon de Triumfetta bogotensis “Rata

Rata”
N° de | Peso de la | Peso del | Porcentaje Promedio
determinaciones | muestra extracto de del % de
molida (g) | seco (9) extraccion extraccion

1

2

3

Fuente: Bruenton, J. Farmacognosia general.

1993
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ANEXO NF° 5: Pruebas de solubilidad

Solvente

Extracto Etandlico al 70% Liofilizado

de Triumfetta bogotensis

Agua Destilada

Eter Etilico

Metanol

Etanol al 40%

Etanol al 70%

Etanol al 96%

Acetona

Eter etilico

Benceno

Cloroformo

Hexano

Fuente: Elaboracion propia

++++
+++
++

LEYENDA:

e Abundante cantidad

e Regular cantidad

e Poca cantidad

e Ausencia
Observaciones:
Responsable:
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Anexo N°6: Analisis fitoquimico cualitativo

Metabolitos

Reactivo Resultado
secundarios
Alcaloides Dragendorff
Almidon Lugol
Aminoacidos Ninhidrina
Antocianinas Amoniaco
Taninos Gelatina
Saponinas Prueba de espuma
Quinonas Borntrager
Mucilagos Acetato neutro de

plomo

Compuestos fendlicos

Cloruro férrico al 1%

Triter penoides

Libermann — burcinara

Flavonoides Shinoda
Esteroides Libermann — burcinara
Glicosidos Molish

Azucares reductores

Fehling a fehling b

Lactonas Baljet
Gomas Acetato basico de
plomo
Observaciones:
Responsable:
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Anexo N° 7: Estandarizacion de la curva de crecimiento bacteriano

Tiempo (horas) Absorbancia (a 623 nm) *
0.5
1.0
1.5
2.0
25
3.0
3.5
4.0
4.5
5.0
55
6.0
6.5
7.0
75
8.0
8.5
9.0
9.5
10.0
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Anexo N° 8: Diluciones crecientes del extracto

Tubos N° Concentracion Turbidez Actividad
(mg/ml)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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Anexo N° 9: Ficha de medicion de los halos de inhibicion

N° Concentracion Diametro de los halos de inhibiciéon
De extracto en (Mmm)paracepa.....ccccccvevmieinrnieeinainans
(mg/50ul)
| ! ]} Promedio

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12
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Anexo N° 10: Certificado de analisis de la cepa Staphylococcus aureus

atcc 25923
Microbiologics
Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:
Product Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Quality Control Technologist: Jackie L Mackedanz
Catalog Number: 0360 Release Date: 2021/10/28

Lot Number: 360-543"*

Reference Number: ATCC® 25923 ™*
Passage from Reference: 3
Expiration Date: 2023/09/30

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies, smooth, SBAP
opaque, beta hemolytic

Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Results

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive 4

(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive (_/.,/‘,M,.._
(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

(1) Ampiciliin (10 mcg - Disk Susceptibility): 27 - 35 mm Amanda Kuperus

(1) Penicillin (10 units - Disk Susceptibility): 26 - 37 mm Director of Quality Control
(1) Oxacillin (1 mcg - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm AUTHORIZED SIGNATURE

**Disciasmer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed
on this certificate is the actual base lot number.

(1) These tests are accredited 1o ISONEC 17025.

ACCR D
TESTING CERT #22655.01

ATCC Licensed \* (*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
Devivative ’ ATCC. Microblologics, Inc. is licensed to use these trademarks and 10 sell products derived from ATCCO® cultures.

ACCR ED

REFERENCE MATERIAL PHODUCER
CERT #2855.02
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Anexo N° 11: Certificado de analisis de la cepa Echerichia coli ATCC
35218

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:
Product Name: Escherichia coll Quality Control Technologist: Kassandra L Hall
Catalog Number: 0495 Release Date: 2021/07/19

Lot Number: 495-134"

Reference Number: ATCO® 35218 ™*
Passage from Reference: 3
Expiration Date: 2023/06/30

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Medium to large, gray, mucoid, convex with beta hemolysis. SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negative straight rod. Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Results

/
(1) Oxidase (Kovacs): negative %L/t"/"/‘b‘

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): positive Amanda Kuperus

Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product kabed and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed
on this certificate s the actual base lot number.

Refer to the enclosed product insert for instructions. Intended use and hazard/safety information.
Individual products are traceable to a recognized culture coliection
(1) These tests are accredited to ISONEC 17025.

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

ATCC Licensed \" (*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
b ’ ATCC. Micraobiologics, Inc. Is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.

ACCR D

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.0)
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ANEXO N° 12: Instrucciones para la activacion

de las cepas atcc

KWIKSTIK'

INSTRUCCIONES ILUSTRADAS

g

Permita que Ia bolsa del Desprenda la parte despegable

KWIK-STIK sin abrir alcance la :“w'ﬂvwm:eahm::

bolsa mh.mmma - cug:oldepe:lidad :\odesm
ey % - el dispositivo durante ia

\ hidratacién.

unidad KWIK-STIK.

KWIK-STIK yno cubra el
peguedo orificio de
ventilacicn en & parte
superiorded KWIK-STIX.

Inocule la(s) placa(s) de cultivo
primario haclendo rodar

suavemente &l hisopo sobre un
terclo de 1a placa.

Mediante un bucie estént, estrie
para faciitar el aislamiento de

162

Can el borde ded banco o mesa
de trabajo, rompa ks ampolla en
Ia parte superior del KWIK.STIK
{justo debajo del menesco de
liquido) para iberar el liguido de
hidratacion. Rompa fa ampoila
solo una vez Sila rompe varias
veces puade hacer que
frag de vidrio p Ia
carcasa de pldstico, y crear asi
un riesgo de lesiones.

A continuacion, sature de forma
abundante el hisopo con el
material hidratadoy transfiera al
medio de agar aproplado o utilice
de acuerdo con el POE del
laboratorio. Una vez hidratado,
utilicelo de inmediato.




Archivo fotografico

FOTOGRAFIA N°1: Identificacion de la especie
vegetal Triumfetta bogotensis “RATA-RATA”

FOTOGRAFIA N°2: Recoleccion de la especie
Triumfetta bogotensis “RATA-RATA”
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FOTOGRAFIA N°3: Secado a temperatura
ambiente de la especie vegetal Triumfetta
bogotensis “RATA-RATA”

FOTOGRAFIA N°4: Molienda de la especie
Triumfetta bogotensis “RATA-RATA”
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FOTOGRAFIA N°5: Peso de la corteza del tallo
molido de Triumfetta bogotensis “RATA-RATA”

EXTRACTO ETANOLICO
AL70% DE Triumfettt
bogotensis

EXTRACTO ETANOLICO
AL70% DE Triumfettd
bogotensis

FOTOGRAFIA N°6: Maceracion después de la
molienda, tamizado en alcohol al 70°.
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FOTOGRAFIA N°7: Filtrado luego de 15

dias de macerado.

FOTOGRAFIA N°8: Peso del extracto seco

etandlico al 70° de Triumfetta bogotensis “RATA-
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FOTOGRAFIA N°9: Prueba de solubilidad

realizadas al extracto seco etandlico al 70°

FOTOGRAFIA N°10: Andlisis fitoquimico en el

cual se observan la presencia de taninos,
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FOTOGRAFIA N°11: Control microbiologico de
Triumfetta bogotensis “RATA-RATA”

FOTOGRAFIA N°12: Envoltura original del
dispositivo KwikStik conteniendo bacterias

liofilizadas
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FOTOGRAFIA N°13: Cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC
35218 sembrados en Agar Nutritivo

FOTOGRAFIA N°14: Tubos con inéculos
ajustados a la turbidez 0.5 de la escala de Mc.

Farland
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FOTOGRAFIA N°15: Triumfetta bogotensis
“RATA-RATA?” distribuidos a diferentes

FOTOGRAFIA N°16: Placas sembradas de los
tubos con inhibicién bacteriana.
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FOTOGRAFIA N°17: Placas con halos de
inhibicién para Staphylococcus aureus ATCC

FOTOGRAFIA N°18: Placas con halos de
inhibicién para Escherichia coli ATCC 35218

171




FOTOGRAFIA N°19: Comparacion entre los
halos de inhibicion de Triumfetta bogotensis
‘RATA-RATA” frente a Staphylococcus aureus

FOTOGRAFIA N°20: Ingreso al laboratorio de
microbiologia utilizando el equipo de
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Apéndice

Preparaciéon de agares
Reacciones de reconocimiento de metabolitos secundarios de la especie

vegetal en estudio

a) Aminoacidos
Para llevar a cabo la prueba de ninhidrina, se afiade 0,5 mL de la solucién
acida en un tubo de ensayo. A continuacion, se incorporan 2—3 gotas del
reactivo de ninhidrina y se calienta la mezcla en un bafio de agua hirviendo
durante 5 minutos. Este procedimiento permite detectar la presencia de
aminoacidos y otros compuestos que reaccionan con la ninhidrina,
produciendo un cambio colorimétrico caracteristico; si al cabo de ese tiempo
la mezcla adquiere tonos rojizos, violetas o amarillentos, la prueba es positiva,
revelando de manera colorida la presencia de aminoacidos o compuestos
afines en tu muestra.

b) Saponinas
Con elegancia, vierte 0,5 mL de tu muestra acida en un tubo de ensayo, afiade
delicadamente 2—-3 gotas de la solucién de ninhidrina y sumeérgelo en un bafio
de agua hirviendo durante cinco minutos, permitiendo que la reaccion se
desarrolle y revele la presencia de compuestos reactivos mediante un cambio
cromatico caracteristico; si al retirar el tubo observas un esplendor de matices
rojizos, violaceos o amarillentos danzando en la superficie, habras obtenido
una prueba positiva, indicando con un vibrante arcoiris quimico la presencia
de aminoacidos o compuestos con grupos —NH, en tu muestra.

c) Flavonoides
Con un gesto delicado, dispén 0,5 mL del extracto en un tubo de ensayo,
afade unas limaduras de magnesio metalico y deposita con cuidado 2-3
gotas de acido clorhidrico concentrado; al contemplar el resultado, observaras
la formacién de burbujas que indican la liberacién de gas hidrégeno, senal
clara de la presencia de compuestos reductores en la muestra, si surge un
tono rojizo que viaja hacia matices amarillentos o incluso azules, sabras que
la prueba es positiva, desvelando con su paleta cromatica la presencia de
flavonoides en tu muestra.

d) Glicésidos

Con exquisita precisiéon, pesa 200 mg de tu extracto y viértelo en un matraz;
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luego, incorpora 2 mL de acido clorhidrico al 1 % y deja que la mezcla burbujee
suavemente durante 20 minutos bajo reflujo, permitiendo que los compuestos
activos se liberen y reaccionen completamente, asegurando asi una
extraccion optima para el analisis posterior. Tras este tiempo, permite que la
solucion alcance temperatura ambiente y, con cuidado, neutralizala
afiadiendo hidréxido de sodio al 1 %. Si al final de este ritual quimico emerge
un sedimento de intenso color rojo, tendras ante ti la sefal inequivoca de una
prueba positiva, celebrando asi la presencia del compuesto buscado.

e) Azucares reductores
Con suma delicadeza, vierte 0,5mL de tu muestra en un tubo de ensayo,
anade 1 mL del reactivo de Fehling A y 0,5mL del reactivo de Fehling B, y
sumerge el conjunto en un bafo Maria hasta que hierva durante cinco
minutos, observando atentamente cualquier cambio de color o precipitado que
indique la presencia de azucares reductores en la muestra; si al concluir
emerge un sedimento de tono rojo ladrillo, habras presenciado una prueba
positiva, anunciando con su vibrante precipitado la presencia de azucares
reductores en tu extracto.

f) Resinas
Con suave destreza, vierte 2 mL de tu extracto etandlico en un tubo de ensayo
y anade delicadamente 2-3 gotitas de reactivo de acetato de cobre,
mezclando suavemente para permitir la interaccion; luego observa cualquier
cambio en la solucion que pueda indicar la presencia de compuestos
especificos como los fenoles o taninos; si al agitar y observar descubres un
brillo de un verde esmeralda profundo, habras confirmado con éxito la prueba,
revelando con esa intensa tonalidad la presencia del grupo funcional
esperado.

g) Esteroides triterpenoides
En la delicada reaccién de Liebermann-Burchard, se toma una porcion precisa
de la muestra y se le afaden con cuidado 2 a 3 gotas de acido acético;
seguidamente, se incorpora 2mL de una mezcla reactiva preparada con
anhidrido acético y acido sulfurico en proporciéon 50:1, observando con
atencion cualquier cambio de color que evidencie la presencia de compuestos
esteroideos o triterpénicos. Si la muestra contiene esteroides, pronto se
manifiesta una elegante coloracion rosada o purpura, como una sefal

cromatica inconfundible que delata su presencia con sutil intensidad. Esta
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reaccion, clasica y reveladora, convierte la quimica en un espectaculo de

tonos nobles y precisos.

h) Alcaloides
En la clasica reaccidon de Dragendorff, se toman 0,4 mL de una solucion acida
y se le afiaden con delicadeza 2 a 3 gotas del reactivo de Dragendorff. Exacto,
ese precipitado anaranjado o marrén en el tubo es una sefal clara de la
presencia de alcaloides, compuestos nitrogenados que al reaccionar forman
esas tonalidades terrosas. Es como si la quimica nos hablara en un lenguaje
de colores y texturas, revelando la esencia oculta de la muestra a través de
sus sefales visuales.

i) Compuestos fendlicos
Para llevar a cabo esta delicada prueba, se toma 0,5 mL del extracto y se le
afiaden 1 a 2 gotas de cloruro férrico al 1 %. La aparicion de una coloracion
azulada, verdosa o incluso la formacién de un precipitado visible constituye
una prueba positiva, sefal inequivoca de la presencia de fenoles u otros
compuestos fendlicos, revelados a través de esta elegante transformacion
cromatica que convierte lo invisible en evidente.

j) Quinonas
En la clasica y reveladora reaccion de Borntrager, se inicia el procedimiento
afiadiendo 0,5 mL de hidroxido de potasio al 0,5% a 5mL del extracto. La
mezcla se calienta suavemente y, si es necesario, se filtra para eliminar
impurezas, dejando luego que repose hasta enfriar completamente. A
continuacion, se acidula la solucion y se procede a una extraccion con
benceno. Una vez separada la fase organica (bencénica), se adicionan 0,5 mL
de hidroxido de amonio. La aparicion de una intensa coloracién roja en esta
fase alcalina confirma la presencia de naftoquinonas y antraquinonas,
metabolitos secundarios caracteristicos, cuya presencia se revela mediante
esta transformacién cromatica tan sutil como concluyente.

k) Cumarinas
Con sumo cuidado, se extraen 0,5 mL del preciado extracto y se le incorporan
delicadamente entre dos y tres gotas del reactivo de Bajlet. Si la mezcla
resulta en una vibrante tonalidad naranja intensa o un rojo oscuro profundo,
esto se interpreta como una reaccion positiva, revelando la presencia de
lactonas sesquiterpénicas u otros compuestos relacionados, cuya huella

quimica se manifiesta a través de este destello cromatico tan revelador. Esta
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reaccion, sencilla pero reveladora, transforma la muestra en una paleta viva
de tonos calidos que confirman la naturaleza quimica del extracto.

Fuente: O. Loock De Ugaz, Investigacion Fitoquimica, Métodos En El Estudio
De Productos Naturales 22 Ed, Pontificia Universidad Catdlica Del Peru. Lima-
Peru, Fondo Editorial, 1994.

1.- Caldo trioglicolato
Se utiliza en el cultivo de aerobios y anaerobios y en las pruebas de esterilidad

de muestras biologicas.

Fundamento
En el medio de cultivo, las peptonas y/o el extracto de levadura actuan como

fuentes ricas en nutrientes esenciales, aportando aminoacidos, péptidos y
vitaminas fundamentales para el crecimiento microbiano. La glucosa, por su
parte, funge como la principal fuente de energia, alimentando el metabolismo
de los microorganismos. Para favorecer el crecimiento de microorganismos
anaerobios aun en ambientes con oxigeno, se anaden al medio sodio
tioglicolato y L-cistina, sustancias que actuan reduciendo el potencial redox,
creando asi condiciones propicias para que estos gérmenes se desarrollen sin
impedimentos. La resazurina, un indicador redox, sirve como sensor visual del
estado de oxidacion, virando de incoloro a rosado en presencia de oxigeno.
Finalmente, el cloruro de sodio asegura la salinidad adecuada del medio,
manteniendo el equilibrio osmotico necesario para el crecimiento celular
optimo. Esta combinacion armoniosa de componentes convierte al medio en
un entorno ideal para el cultivo de una amplia variedad de microorganismos,

tanto aerobios como anaerobios.

Formula (por litro)
Composicion (g/L):

» Sodio Tioglicolato 0,54¢.
= Extracto de Levadura 5.0g.
= Digerido Pancreatico de Caseina 15,0 g.
= Sodio Cloruro 25qg.
= L-Cisteina 0,5¢.
= D(+)-Glucosa 554.
= Resazurina 0,001 g.
= Agar 0,75 g.
pH:7,11£0,2
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Preparacion
Para la preparacion del medio, suspenda 29,8 gramos en 1 litro de agua

destilada, agite bien y lleve la mezcla a ebullicion, permitiendo que hierva
durante 1 minuto completoSeguidamente, reparta la solucién en tubos,
llenandolos hasta la mitad, y sométalos a un proceso de esterilizacion en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos para garantizar la maxima pureza y
evitar contaminaciones. Una vez esterilizados, consérvelos protegidos de la
luz, preferiblemente en refrigeracion si no se van a usar de inmediato. En caso
de que el medio contenga resazurina como indicador redox, y se observe un
cambio de coloracion a rosado en mas del 30 % del volumen, esto sefala que
el medio esta oxidado y ya no ofrece condiciones anaerobias optimas. Para
restaurarlas, debe refundirse una Unica vez en un bano Maria caliente,
permitiendo que el medio recupere su estado reducido y vuelva a ser apto
para el cultivo de microorganismos anaerobios.
Modo de empleo
Para el procedimiento de siembra, se debe inocular el material
cuidadosamente hasta el fondo del tubo, asegurando asi un contacto profundo
con el medio. Posteriormente, incubar a 35+ 2 °C durante un periodode 2 a 7
dias. Cuando se sospecha la presencia de microorganismos de crecimiento
lento, es recomendable prolongar el tiempo de incubacion hasta un maximo
de 14 dias, a fin de favorecer su adecuado desarrollo y asegurar una deteccion
eficaz. Para preservar un entorno estrictamente anaerobio durante el cultivo,
se puede cubrir la superficie del medio con una delgada capa de vaselina
estéril o, en su defecto, con una solucion estéril de agar al 1,5%. Ambas
opciones funcionan como barreras fisicas eficaces, impidiendo el ingreso de
oxigeno y favoreciendo asi el crecimiento de microorganismos anaerobios.
Esta técnica garantiza condiciones Optimas para el crecimiento de
microorganismos sensibles al aire, favoreciendo una observacion precisa y
confiable.
Fuente: USP .32. Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods.2" ed. APHA. (1984), Ph.EU.supl.6.5 (2009).

2.- Agar tripticasa soja
Se emplea como medio de uso general para el cultivo de todo tipo de
microorganismos.

Fundamento
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Esta formulacion se ajusta estrictamente a los criterios de calidad definidos
por la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) y la Farmacopea Europea
(Ph. Eur.), lo que asegura su confiabilidad y eficacia en aplicaciones
microbiolégicas. Su efectividad radica en la cuidadosa combinacion de
peptona de soja y peptona de caseina, ingredientes que proporcionan un
entorno nutritivo éptimo para el desarrollo microbiano, el medio ofrece un
aporte nutritivo excepcional que favorece el crecimiento éptimo de una amplia
variedad de microorganismos, abarcando tanto especies exigentes como
aquellas menos demandantes. Esta base nutritiva multifuncional no solo se
utiliza de forma directa en cultivos microbioldgicos, sino que ademas actua
como pilar fundamental en la preparacion de medios enriquecidos, como el
Agar Sangre o el Agar Proteus. Su versatilidad amplia significativamente su
aplicacién, convirtiéndola en un recurso indispensable para el aislamiento,
identificacion y estudio de diversos microorganismos en entornos clinicos y de
investigacion.

Formula (por litro)

= Digerido Papainico de Soja 50 g
» Digerido Pancreatico de Caseina 15,0 g.
= Sodio Cloruro 50 g
= Agar 15,0 g.

pH final: 7,3+0,2

Preparacion
Para la preparacion del medio, suspenda 40 gramos en 1 litro de agua
destilada, mezclando cuidadosamente y aplicando un calentamiento suave
hasta lograr la completa disolucion. Posteriormente, proceda a esterilizar la
solucion a 121 °C durante 15 minutos en autoclave, asegurando asi la
eliminacion de cualquier contaminante. En cuanto al modo de empleo, el
tratamiento del medio debera ajustarse a los objetivos especificos del cultivo o
analisis. Segun la Farmacopea, el medio inoculado debe incubarse a una
temperatura entre 30 y 35 °C durante un periodo que varia de 18 a 24 horas,
pudiendo extenderse hasta un maximo de 3 dias, dependiendo de las
caracteristicas del microorganismo a estudiar.
Fuente: USP 32.J. Clin. Microbiol., 23:600-603 (1986); Ph. Eur.supl.6.5 (2009)
3.- Agar Mueller-Hinton

Este medio despliega todo su potencial al convertirse en el entorno idéneo

para la realizacidon de ensayos de sensibilidad antimicrobiana, facilitando una
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evaluacion precisa de la respuesta de diversos microorganismos frente a
antibioticos y sulfamidas. Gracias a su composicion cuidadosamente
equilibrada, permite observar con claridad la eficacia de estos agentes
terapéuticos, siendo una herramienta clave en estudios clinicos vy
microbiolégicos. Asimismo, su formulacidn meticulosamente disefada lo
convierte en una herramienta indispensable para el aislamiento primario de
microorganismos  exigentes como gonococos Yy  mMeningococos,
proporcionando las condiciones 6ptimas para su crecimiento. Esto resulta
especialmente valioso en etapas cruciales del diagnédstico clinico, donde la
deteccion temprana y precisa de estas bacterias puede marcar la diferencia

en el tratamiento oportuno y eficaz.
Fundamento

Es crucial que, durante la formulacion de este medio, se mantengan
deliberadamente bajas las concentraciones de timina, timidina y acido 4-
aminobenzoico, ya que niveles elevados de estos compuestos podrian
neutralizar o disminuir la eficacia de antibi6ticos y sulfamidas. Esta precision
en la composicion asegura que los ensayos de sensibilidad antimicrobiana
reflejen con fidelidad la verdadera respuesta del microorganismo frente a
dichos agentes terapéuticos. Para valorar la sensibilidad de un
microorganismo a un farmaco, el método mas habitual consiste en emplear
placas de agar Mueller-Hinton, donde, mediante técnicas de difusién (con
discos o torrecillas), se observa el halo de inhibicién que rodea la fuente del
antibiotico; el diametro de ese circulo, a mayor tamafo, menor sera la
concentracion minima inhibitoria (CMI) necesaria para detener el crecimiento.
Alternativamente, pueden realizarse diluciones seriadas en el caldo
Mueller-Hinton o incluso ensayos turbidimétricos, en los que la turbidez del
cultivo revela cuantitativamente el grado de inhibicion. De este modo, se
combinan rigor y precision para trazar el mapa exacto de la eficacia

antibacteriana.
Formula (por litro)

Composicion (g/L).

=  Almidon 1.549.
» Infusién de Carne 2,0g.
» Peptona de Caseina Hidrolizada 17,5 9.
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= Agar 17,0 g.
pH: 7,40,2

Procedimiento

Con delicadeza y precision, pese 38 g del medio deshidratado y dispérselos
en 1L de agua destilada. Agite cuidadosamente mientras aplica calor,
llevando la mezcla hasta ebullicién. Mantenga el hervor constante durante un
minuto para asegurar la completa disolucion. Luego, distribuya la solucion en
los recipientes seleccionados y esterilicelos en autoclave a 121 °C durante
15 minutos, asegurando asi la asepsia y estabilidad del medio preparado. Si
desea enriquecerlo con sangre, deje que se temple hasta 45 °C y agregue, en
condiciones asépticas, la sangre estéril desfibrinada; para favorecer el
crecimiento de Neisseria, “chacolotee” suavemente la mezcla a 80 °C durante
10 minutos, cuidando de no sobrecalentar. Y siempre, si necesita refundir el
medio, hagalo durante el minimo tiempo posible, preservando asi su delicado

equilibrio nutritivo y sus propiedades 6ptimas.
Modo de empleo

Para realizar un antibiograma impecable, parte siempre de un cultivo puro y
vigoroso: con esmero extiende la suspension microbiana sobre la superficie
del agar hasta lograr un “manto” uniforme y compacto. Luego, coloca con
delicadeza los discos o cualquier otro soporte impregnado con el antibiético
presionandolos suavemente para que queden firmemente adheridos al medio.
Finalmente, respeta el “ritual” de incubacion: introduce las placas en la
incubadora a la temperatura 6ptima para la cepa en cuestién y deja que la
reaccion transcurra durante veinticuatro horas. Al cabo de ese tiempo, los
halos de inhibicion se habran dibujado como silenciosos mensajeros del poder
de cada farmaco, revelando con claridad la sensibilidad o resistencia del

microorganismo.

Fuente: Amer. J.Clin.Pathol. 45:493-496(1966); J.Clin.Microbiol. 22:369-
374(1985); Standandardization of Methods for Conducting Microbic Sensitivity
Test.who. (1961).

4.- Caldo Brian Heart Infusion (BHI)

Este medio, concebido con esmero, sirve como nicho privilegiado para el

cultivo de bacterias de alta demanda nutricional, tales como estreptococos,
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neumococos y meningococos, ofreciendo un entorno rico y equilibrado que
satisface sus exigencias metabolicas mas finas. Ademas, al incorporar
sabiamente estreptomicina, gentamicina o cloranfenicol, se transforma en un
medio selectivo que inhibe el crecimiento bacteriano indeseado y realza el
desarrollo de hongos, abriendo asi un abanico de posibilidades para estudios

micologicos donde solo las especies fungicas mas resistentes logran florecer.
Fundamento

Gracias a la abundancia y calidad de sus componentes como la peptona, la
infusidén de cerebro de ternera y la infusion de corazén de res este medio
constituye un banquete nutricional excepcional, disefado para atender las
necesidades de crecimiento de los microorganismos mas exigentes,
brindando un entorno ideal para su desarrollo vigoroso y sostenido. La
glucosa, a modo de carburante, impulsa procesos fermentativos, mientras que
el sistema tampdén de fosfatos mantiene estable el pH, garantizando un
entorno propicio. Al incorporar un antibidtico, el medio se convierte en un
escenario selectivo ideal para el florecimiento de hongos patégenos,
permitiendo estudios micoldgicos precisos. Eso si, debido a su contenido de
glucosa, este medio no es el mas indicado para la observacidon precisa de
patrones de hemolisis, ya que este azucar puede interferir con la expresiéon de
dichos fenbmenos. Sin embargo, al suplementarlo con una porcion adecuada
de sangre, adquiere una nueva dimension funcional, convirtiéndose en una

plataforma excelente para el estudio detallado de reacciones hemoliticas.

Formula (por litro)

Composicion (g/l):

» Infusién de Cerebro de Ternera 7,54.

= |nfusion de Corazon de Res 10.0 g.

= D (+)-Glucosa 2,0g.

» Peptona de Gelatina 10,0 g.

= Sodio Cloruro 5,0g.

» Di-Sodio Hidrogeno Fosfato 25qg.
pH:7,11£0,2

Preparacion
Disuelva cuidadosamente 37 gramos del medio en 1 litro de agua destilada,

calentando y agitando constantemente hasta alcanzar la ebullicion. Mantenga
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el hervor durante 1 minuto completo para asegurar una mezcla homogénea.
Posteriormente, distribuya la solucion en los recipientes deseados y
sométalos a un proceso de esterilizacion a 121 °C durante 15 minutos,
garantizando asi la eliminacion de cualquier contaminante y la preparacion

Optima para su uso microbiolégico.
Modo de empleo
Incubar a 37° C de 24 a 72 horas.

Fuente: J.Bact., 62:613(1951)-USP 32(2009)
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