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RESUMEN

El trabajo estuvo encaminado a la evaluacion de la actividad antibacteriana de las
hojas de Kalanchoe pinnata (Siempreviva), que es de uso popular. Una vez
recolectadas y secadas las muestras se realizaron extracciones sucesivas con
solventes de polaridad creciente, éter, alcohol y agua para lograr el maximo
agotamiento de la droga. Luego se obtuvo la tintura al 20% por maceracion segun
Norma Ramal de Salud Publica (NRS-312) y el extracto seco se obtuvo a partir de
las tinturas por roto evaporacion. A una porcion de los diferentes extractos, de las
tinturas y los extractos secos se le realizé estudio fitoquimico para conocer los
componentes presentes en dicha planta.

Al extracto seco y la tintura al 20 % se les realizo las pruebas in vitro de evaluacion
de la actividad antibacteriana empleando el método de difusion en agar por
diseminacion superficial en disco (Bauer-Kirby). Las cepas utilizadas en el ensayo
forman parte de una bateria minima de cepas necesarias para este tipo de estudios
y se relacionan a continuacion: Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aerugiosa.

Se comprobo la alta diversidad de compuestos quimicos presentes en la tintura al
20 % de hojas de Siempreviva, tales como: alcaloides, coumarinas, saponinas,
quinonas, esteroides, antocianidinas y aminoéacidos libres. Sin embargo en el
extracto seco no se detectaron triterpenos ni quinonas. El extracto seco y la tintura
al 20 % mostraron actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus y su
eficiencia fue evaluada por comparacién con antibiéticos modelos actualmente en

uso para el sistema de salud.



SAMMARY

The work was aimed at assessing antibacterial activity of leaves of Kalanchoe
pinnata (Evergreen), which is in popular use. Once harvested and dried samples,
consecutive extractions with solvents of increasing polarity, ether, alcohol and water
to maximize the depletion of the drug. After the dye was obtained by macerating
20% according to standard Public Health Branch (NRS-312) and dry matter was
obtained from tinctures by evaporating broken. A portion of the different extracts,
tinctures and dry extracts phytochemical study was performed to understand the
components present in the plant.
The dry and dye 20% underwent testing in vitro evaluation of antibacterial activity
using the agar diffusion method for disk superficial spreading (Bauer-Kirby). The
strains used in the test part of a minimum set of strains needed for such studies and
are listed below: Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas
aerugiosa.

We confirmed the high diversity of chemical compounds in the tincture 20% leaves
of evergreens, such as alkaloids, coumarins, saponins, quinones, steroids, and
anthocyanins and free amino acids. But in dry or not triterpenes quinones. The dry
extract and tincture 20% showed antibacterial activity against Staphylococcus
aureus and its efficiency was evaluated by comparison with antibiotics models

currently in use for the health system.
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CAPITULO |

1. Introduccién.

Desde tiempos remotos el hombre se ha valido de las plantas medicinales para
satisfacer sus necesidades mas elementales. En Cuba cuatro culturas constituyen
las influencias principales de la medicina natural y tradicional, estas son: la
aborigen, la europea, la africana, y la asiatica. Su influjo desigual ocurrié en un
proceso de transculturacion, en el que de forma simultdnea se emplearon plantas
tipicas de la medicina tradicional de cada una de ellas.

El uso de las plantas fue un recurso esencial para palear, en parte, las mas
elementales necesidades de alimentacién, eliminar enfermedades y para sus
creencias religiosas. Estos conocimientos han llegado a través de los afios a la
poblacion cubana, por medio de la transmision oral. (1)

Las plantas medicinales son especies vegetales cuya aplicacion depende de la
correccion de una patologia presente en el organismo humano. La milenaria
experiencia sobre su uso, ensefia que la efectividad no depende exclusivamente
del producto; es decir, no solo de sus principios activos segun la quimica, sino
también, de su preparacion y posibles combinaciones. (2)

La parte de la planta empleada medicinalmente se conoce con el nombre de droga
vegetal, y puede suministrarse bajo diferentes formas galénicas: capsulas,
comprimidos, crema, decoccion, elixir, infusion, jarabe, pomada, tintura, ungiento,
etc. (3

Se conocen unas 260.000 especies de plantas en la actualidad, de las que el 10%
se pueden considerar medicinales, es decir, se encuentran recogidas en los
tratados meédicos de fitoterapia modernos y de épocas pasadas.

En las regiones ecuatoriales, la proporcion de especies medicinales puede variar
sensiblemente de este porcentaje, ya que ni siquiera se conoce la totalidad de la
flora. @)

A pesar del tiempo transcurrido y los adelantos en la esfera de la Quimica y el
desarrollo alcanzado en la industria farmacéutica el hombre continda por diversas

razones, valiéndose de los beneficios que le proporcionan las plantas del entorno



en el que se encuentran, independiente de su ubicacion geogréfica, de su grado
de desarrollo cultural y econémico. (1)

La medicina herbaria, es una de las formas mas antigua del cuidado médico ya
gue ha sido utilizada por todas las culturas a lo largo de la historia. Esta se
renueva en la actualidad, dado al rechazo que estan teniendo los productos
sintéticos medicinales por las reacciones adversas que provocan en los pacientes,
lo cual unido a la contaminacién ambiental que genera su fabricacion, hace que
los cientificos y personal médico acudan a los productos naturales obtenidos a
partir de plantas medicinales para enfrentar los retos que demanda el combate de

las enfermedades principales que atacan a la poblacién en los diferentes paises.,
6)
El conocimiento y aplicacién de los procederes y técnicas de promocién de salud,

prevencion de enfermedades, diagnéstico, curacidn y rehabilitacion que
comprende la Medicina Tradicional y Natural en busca de mas vida y sobre todo
de mas calidad de vida, tiene una gran importancia para los pueblos
subdesarrollados, por cuanto es posible generalizar el uso de medicamentos y
otros recursos de facil adquisicion, independientemente del grado de desarrollo
alcanzado en la produccion industrial de estos en cada pueblo. ()

En la actualidad cientos de plantas son utilizadas en la medicina, sin embargo la
ciencia moderna analizando y estudiando los efectos terapéuticos de las plantas,
quiere precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades para agrupar las
de efectos similares, conocer los principios activos responsables de aliviar o curar
enfermedades, separar estos de las plantas que lo contienen, determinar sus
estructuras quimicas, sinterizarlos, proponer modificaciones estructurales en
busca de una mayor actividad y, finalmente, dar a conocer a la humanidad los
resultados de los estudios.(7)

Conocer el contenido de metabolitos secundarios de las plantas y en especial de
la Siempreviva, permite contar con una fuente natural renovable de estos
compuestos con gran valor econémico por sus variadas acciones farmacolégicas y

aplicaciones industriales. (s)



1.1. Problema:
La alta incidencia de enfermedades producidas por microorganismos bacterianos
como; Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, Esche richia coli, es
un inconveniente grave de salud en diferentes sectores, debido a la baja

disponibilidad de medicamentos industriales para el tratamiento de las mismas.

1.2. Hipdtesis:

» Las enfermedades producidas por bacterias como Staphylococcus aureus
Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli que afectan grandemente a
nuestra poblacion pueden ser combatidas con formulaciones producidas a
partir de las hojas de la Siempreviva.

1.3. Objetivo General:
» Evaluar la actividad antibacteriana de las hojas de Siempreviva , frente a

Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa Escher ichia coli.

1.4. Objetivos Especificos:
> Obtener extractos (etéreo, etandlico, acuoso), tintura al 20% y extracto seco

de las hojas de Siempreviva.

> Realizar estudios fitoquimicos al extracto y tintura para conocer los
metabolitos secundarios que posee las hojas de dicha planta.

> Realizar el control de calidad de las tinturas al 20%.

» Evaluar la accion biologica de los distintos extractos obtenidos, frente a

Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, Esche richia coli.



CAPITULO I
2. Revisién bibliografica:

2.1. Generalidades
2.1.1. Antecedentes Historicos
Los primeros estudios de la flora cubana fueron, obviamente, producto de los
espafoles, siendo el médico Francisco Hernandez (1517-1586), enviado por
Felipe Il a Nueva Espafia, quien ya describié algunas plantas en su breve estancia
en La Habana en 1571. Los estudios de Hernandez cayeron casi en el olvido
durante dos siglos, periodo de debilidad y decadencia espafiola, con la pérdida de

territorios en Hispanoameérica a manos de ingleses, franceses y holandeses. (9)

SIEMPREVIVAS: Este nombre se aplica principalmente a varias especies cuyas
hojas y flores se conservan por largo tiempo sin marchitarse ni secarse. La mas
conocida de ellas es la planta Bryophyllum pinnata (siempreviva) se reporta en
FITOMED efectos no probados, pues aunque las especies cubanas no han sido
estudiadas, la poblacion refiere de ellas posibles efectos curativos sobre lesiones

de la piel.

Sinonimia: La Bryophyllum pinnata (Lam) Kurz o Kolanchoe pinnata, planta
conocida como Siempreviva 0 comunmente llamada también inmortal, flor de aire,
hoja de aire, hoja de bruja y prodigiosa, es una especie de planta fanerégama

perteneciente a la familia Crassulaceae, nativa de Madagascatr. (s,10)

Nombre Cientifico Kalanchoe pinnata
Nombre Comun Siempreviva.
Familia Crassulaceae
Geénero Kalanchoe

Especie Pinnata



Fenologia Planta perenne.

Florece en invierno.

2.1.2. Descripcion Botanica
Es una planta carnosa, erguida, lampifia, de hasta 1,5 m de altura y poco
ramificada. Hojas decusadas, simples o pinnado-compuestas, foliolos oblongos,
ovalados o elipticos, fuertemente crenados, de hasta 15 cm. de largo y 7 cm. de
ancho; peciolos de hasta 4 cm. de largo. Flores agrupadas en paniculas
terminales de hasta 50 cm. de largo; corola campanulada, rojiza, 4-l6bulos;

estambres en 2 series de 4. Semillas numerosas y poco ramificadas. (s)

2.1.3. Habitad y Distribucién
Habitat/Cultivo: Cultivo extendido a regiones tropicales de todo el mundo. Sub-
espontanea cerca de poblaciones, en margenes de rios y junto a matorrales
Secos. (11)
Distribucion: La Siempreviva se ha naturalizado como planta ornamental en las
regiones templadas de Asia, Australia, Nueva Zelanda, Indias Occidentales,
Macaronesia, Mascarefias, Galapagos, Melanesia, Polinesia, y Hawaii. En muchos
de estos como Hawaii, es considerada como una especie invasiva. (3)
Origen Probablemente nativa de Africa tropical. Actualmente se ha extendido, por
la via del cultivo, a regiones tropicales de todo el mundo.
Localizacion ~Ampliamente cultivada como ornamental. Con frecuencia se

expende en mercados de hierbas. (s

2.1.4. Usos y Aplicaciones
Parte empleada: Hojas
Esta especie contiene bufadienolida, un glucosido cardiaco, estas sustancias
pueden producir envenenamiento cardiaco en particular en animales de
apacentamiento. En Trinidad y Tobago se utiliza para el tratamiento tradicional de
la hipertension. (s, 10)

La poblacion le atribuye a esta planta efecto cicatrizante, antifungico,



antiinflamatoria, antibacteriana, vasoconstrictora, diurética, antiséptico urinario y
de accion sobre el sistema nervioso central. Sin embargo, sus efectos terapéuticos
no han sido probados. En México también la poblacion refiere que la planta tiene

diversos usos medicinales por lo que le llaman sanalotodo.

Otras propiedades atribuidas  (Aun no probadas).
Se utiliza en el tratamiento de la gingivitis, estomatitis aftosa, otalgia, odontosis,

antiséptico urinario, antiespasmadico, sedante, pectoral, y antipiléctica.

Principios activos:  Fenoles, 2 flavonoides, é&cidos acético, malico, citrico,
isocitrico, lactico, fumarico, oxalico y succinico. La planta presenta un alto
contenido de calcio y cloro.

Contiene ademés B-citosterol, mucilago, briofilina, polisacaridos, taninos, vitamina

P, aluminio, hierro, magnesio, manganeso, cobre y silicio. (11)

2.2. Tamizaje fitoquimico de plantas medicinales.
Para desarrollar el tamizaje fitoquimico se reportan en la literatura variados
esquemas de trabajo que comprenden a su vez el uso de diferentes solventes de
extraccion. (8) Es importante sefalar que los resultados obtenidos mediante estas
técnicas ofrecen solo una vision de la composicion quimica de la planta a estudiar
Yy que no puede tomarse en ningun caso como un resultado concluyente ya que en
la presencia o ausencia de un metabolito pueden influir de forma determinante,
los siguientes parametros: (12)
1. La época de recoleccion.
2. El estado vegetativo de la planta.
3. Las variaciones ocurridas por una deficiente recoleccién, secado y/o
conservacion.
4. La concentracion de los metabolitos.
5. La solubilidad en el solvente empleado.
6. Las interferencias de otros metabolitos.



El esquema que se propone utiliza la extraccion sucesiva con solventes de
polaridad creciente, con la finalidad de lograr el mayor agotamiento de la droga,
ensayandose en cada extracto los metabolitos que de acuerdo a su solubilidad
pueden ser extraidos en estos solventes. (12)

Puede partirse de una muestra entre 10 a 20 gramos de droga fresca o seca y
emplear un volumen de solvente equivalente a 10 veces el peso de la droga.

La extraccion puede realizarse por maceracion de la droga pulverizada o bien
triturada, por un tiempo no menor de 48 horas; 0 por extraccion continla en
caliente o por reflujo en un tiempo de 2 a 4horas. En este ultimo caso pueden

producirse alteraciones de algunos metabolitos por la influencia de la temperatura.

2.2.1. Metabolitos secundarios y sus funciones
Los metabolitos secundarios son sustancias dotadas de actividad farmacoldgica,
gue no se sintetizan bajo cualquier circunstancia, ni tampoco tienen una funcién
metabolica fundamental en la célula que le da origen. (1, 13) Sin embargo, son
indispensables en el organismo como un todo, ademas se acumulan generalmente
en pequefias proporciones en las plantas, a veces en células especializadas, ello
es lo que hace dificil y costosa su extraccion. Estos compuestos no estan
generalmente desempefiando papeles de importancia en el proceso fotosintético,
la respiracion, transporte de solutos, traslocacion, diferenciacion y asimilacion de

nutrientes, como muchos metabolitos primarios. (14, 15)

Principales principios activos
+ Alcaloides
- Glucidos

« Heteroésidos

« Proteinas
- Lipidos
- Taninos

« Flavonoides

- Antocianinas



« Coumarinas

« Quinonas (naftoquinonas)

Aplicaciones generales de algunas de las familias d e constituyentes
naturales mas importantes de las plantas. ()

Alcaloides: se emplean en el tratamiento de la hipertensién, la arritmia cardiaca y
constituyen materias primas para la fabricacion de medicamentos.

Esteroles: Se aplican fundamentalmente en la medicina. Forman parte de
hormonas animales y vitaminas.

Triterpenos : Poseen acciones farmacologicas destacadas Tienen actividad
antihelmintica, antiséptica, digestivos, expectorantes y diuréticos, por lo que se
emplean en la medicina, ademas tienen importantes aplicaciones en la industria.
Constituyen los llamados aceites esenciales, Utiles en perfumeria, farmacia y en la
preparacion de determinados alimentos.

Glicosidos cardiotonicos:  Se aplican en la medicina pues estimulan la funcién
cardiaca, son los llamados venenos del corazon.

Saponinas : En la practica cominmente se les da un uso medicinal e industrial.
Son precursores de hormonas esteroidales y corticosteroides. Por su actividad
tensoactiva son utiles como emulgentes y hemolizantes.

Fenoles simples : Se emplean en la medicina por poseer actividad antifangica. y
tienen ademas uso industrial como desinfectante y aromatizante.

Flavonoides: Producen la fragilidad capilar, protegen frente a estados toxicos,
antiinflamatorios, antialérgica, pueden ser ademas hepatoprotectoras,
antiespasmadicas, diuréticos, antibacterianos y antivirales. Son empleados en la
industria como colorantes.

Taninos (taninos condensados): Se les han atribuido propiedades cercanas a los
flavonoides disminuyendo la fragilidad y permeabilidad capilar, propiedades
astringentes, antisépticas, antibacteriana y antifungica. A demas son empleados
en la industria Gtiles en la fabricaciébn de tintas y otros colorantes, para curtir

pieles.



Cumarinas : Se emplean en la medicina accién anticoagulante en el tratamiento

de psoriasia y el vitiligo y en la industria como aromatizante.

glicosidos flavonoides: Principalmente la rutina, antocianinas y quercitinas se le
atribuyen efectos sobre la irrigacion sanguinea de los bronquios, provocando
broncodilatacién, lo cual mejora obviamente los cuadros clinicos de bronco constriccidén en
los pacientes asmaticos.

Quinonas especificamente las naftoquinonas: Se caracterizan por su accion

antibacterianas y antifugicas y las antraquinonas por su accion laxante. (1)

2.3. Bacterias evaluadas

Bacteria (del griego, bakteria, ‘bastdén’), nombre que reciben los organismos
unicelulares y microscopicos, que carecen de nucleo diferenciado y se reproducen
por division celular sencilla (fision binaria). Las bacterias son muy pequefas, entre
1y 10 micrémetros (um) de longitud.

Probablemente, las bacterias fueron los primeros seres vivos que habitaron la
Tierra y, sin embargo, debido a su diminuto tamafio no hemos sabido que existian
hasta que se invento el microscopio. Fueron descritas por primera vez a finales del
siglo XVII por un holandés, Antoni van Leeuwenhoek , que las observo con la
ayuda de un microscopio muy sencillo construido por él mismo.

En el siglo XIX el cientifico francés Louis Pasteur demostré que algunas bacterias
podian producir enfermedades. Pasteur observé que el calor podia destruirlas. El
uso de temperaturas muy elevadas para matar las bacterias de los instrumentos
gue se utilizan en los quiréfanos se llama esterilizacion. Las bacterias pueden
contaminar los alimentos y producir intoxicaciones. A ellas se deben
enfermedades tan conocidas como la tuberculosis, la peste, la sifilis, el tétanos, el
colera y muchas formas de neumonia. La mayoria de las enfermedades

producidas por bacterias se curan con antibiéticos. (3, 16)



2.3.1. Staphylococcus Aureus

Caracteres micromorfolégicos

El género Staphylococcus se incluye en la familia Micrococcaceae. En cultivos
liquidos se encuentran cocos aislados, en pares, tétradas, cadenas cortas y
principalmente en forma de racimos. La forma de coco tiende a ser de tamafio
mucho mas uniforme que los tipos morfolégico de bacterias, tienen un didmetro
aproximado de 1 um, tipicamente son casi perfectos en su forma esférica. Los
cocos jovenes son positivos a la tincion de Gram; al envejecer muchas células se
vuelven Gram-negativas. Se caracterizan por ser inmoviles, no esporulados,
anaerobios facultativos, que crecen con facilidad en los medios de laboratorio; son
metabolicamente activos; fermentan carbohidratos; son catalasa positiva vy
producen pigmentos que van desde el blanco al amarillo intenso, muchas células
son hemoliticas. Los estafilococos desarrollan, con rapidez, resistencia a muchos

agentes antimicrobianos por lo que resulta dificil su tratamiento. (12, 17, 18)

Caracteres macromorfologicos (17, 19, 20)

Los estafilococos proliferan facilmente en los medios bacteriolégicos bajos
condiciones aerobias o microaerdfilas a temperatura de 37 °C. Las colonias
desarrolladas en medios soélidos (agar- sangre de carnero) en un periodo de 18-24
horas tienen un diametro de 1-3 mm. En incubacién prolongada durante 5 dias, las
mismas, son redondas, lisas, elevadas y resplandecientes. Staphylococcus aureus
suele formar colonias de color gris a amarillo dorado intenso, se caracterizan por

fermentar con lentitud muchos carbohidratos y elaboran &cido lactico pero no gas.

Diagndstico bacteriologico (12, 21)

Las muestras deben ser sembradas en placas de agar sangre, agar infusion
cerebro- corazon, agar-soya-tripticasa o P-agar durante 18-24 horas a temperatura
entre 34-37 °C. Se obtienen colonias circulares, lisas, elevadas y resplandecientes
con un diametro de 1-3 mm. Forman pigmentos a temperatura ambiente (20-
25°C), de color amarillo dorado en S. aureus.

Las pruebas fisiologicas y bioquimicas que se realizan son:



Prueba de catalasa: Se coloca una gota de solucién de perdxido de hidrogeno
sobre un porta objetos y sobre esa solucion se vierte una pequefia cantidad de
bacterias en crecimiento. La formacion de burbujas (liberacién de oxigeno) indica
una prueba positiva.

Prueba de la coagulasa: el plasma citrato de humano (o0 animal) se mezcla con
un volumen igual de caldo de cultivo o colonias en crecimientos sobre agar y se
incuba a 37 °C. Se incluye como control un tubo de plasma mezclado con caldo
estéril. Si se forma con coagulos de 1-4 horas la prueba es positiva. Los
estafilococos coagulasa positivo se consideran patogénicos para los humanos, no
obstante los estafilococos positivos de los perros (S. intermedius) muy pocas
veces causan enfermedades en humanos.

Los estafilococos son capaces de crecer en presencia de cloruro de sodio al 7.5
%, que inhibe muchas bacterias y se han usado medios selectivos que contienen
sal junto con manitol, y a veces rojo de fenol como indicador &cido- basico, para
aislar estafilococos de muestras muy contaminadas con otras bacterias.
Epidemiologia (12, 17)

S. aureus es el principal patégeno humano perteneciente al género
Staphylococcus. Es una bacteria de amplia distribuciéon capaz de colonizar e
infectar tanto al individuo sano como al inmunodeprimido. Suele encontrarse en
cualquier superficie cutanea y mucosa. Sus infecciones se adquieren
indistintamente en la comunidad y en el hospital.?’ S. aureus produce varias
enzimas y toxinas responsables de la patogenia y del cuadro clinico; son causa de
absceso, foranculos, infecciones pidégenas diversas, sepsias mortales, sindrome
de choque toxico, meningitis, neumonia, pioartrosis, osteomielitis y ocasionan
envenenamiento alimentario por la producciébn de enterotoxina tonsilitis,
endocarditis, queratitis ulcerativa entre otras.”> ?® Como agente secundario
interviene en la viruela, diferia, angina séptica, escarlatina, tuberculosis y
neumonia.

La lesion tipica ocasionada por S. aureus es el furinculo o absceso, interviene en

la mayor parte de los procesos de supurados de heridas en el hombre y los



animales. Puede localizarse en cualquiera de los tejidos corporales, por lo que es

el germen que con mas frecuencia produce piemia.

Tratamiento (17, 20)

Infecciones locales

Drenaje, retirada del cuerpo extrafio, antibiéticos

Infecciones localizadas acompafadas de rash

Reposicion hidroelectrolitica, soporte del estado general, antibioticos

Infecciones sistémicas

Bacteriemia: cloxacilina 2g/4h/IV ¢ un minimo de quince dias

Endocarditis derecha: cloxacilina 2g/4h/IV durante quince dias

Endocarditis izquierda: cloxacilina 2g/4h/1V de cuatro a seis semanas

Neumonia: cloxacilina quince dias

Osteomielitis y artritis aguda: cloxacilina IV de tres a cuatro semanas

Osteomielitis crénica: ciprofloxacina u ofloxacina mas rifampicina por via oral de
tres a seis meses

a: si hay afectacion del estado general y/o riesgo de diseminacion.

b: antibioticos de administracion oral con actividad antiestafilococica: amoxicilina-
acido clavulanico, cefalosporinas de primera generacion, quinolonas fluoradas.

c: si se demuestra infeccion localizada;

d: como alternativas se puede utilizar las cefazolina. En caso de alergia a los
betalactamicos o de SAMRA (S. aureus resistente a la meticilina y
aminoglucdsidos): vancomicina o teicoplanina;

e: a los quince dias del tratamiento, si no existen complicaciones locales se puede
parar al tratamientol3. Si el tratamiento debe realizarse con glucopéptidos éste
debe prolongarse por espacio de cuatro semanas;

f: en los casos de sepsis grave es aconsejable asociar gentamicina de trae a cinco
dias;

g: otras alternativas segun antibiograma: cotrimoxazol o clindamicina;lV: por via

intravenosa



2.3.2. Pseudomona aeruginosa
Género: Pseudomonas
Pseudomonas aeruginosa pertenece a la familia Pseudomonaceae integrada por
una gran variedad de especies que habitan el suelo y las aguas estancadas,
algunas forman parte de la microbiota del intestino de varias especies de animales
y del hombre. (17)
Las infecciones por P. aeruginosa son procesos patdgenos caracterizados por

sindrome anémico depresivo, fiebre y enteritis que puede llegar a ser hemorragia.
(23)
Son de vida libre, se encuentran en los materiales organicos en descomposicion y

tienen un importante papel en la degradacion de dicho material, ciertas especies

son patdégenas para el hombre.

Caracteres micromorfolégicos

Son bacilos Gram negativos, aerobios obligados, no esporulados y son bacilos no
fermentadores (BNF). Algunos poseen microcapsulas y pigmentos solubles en
agua. Poseen de 1-3 flagelos polares. Son bacilos rectos o curvos (bastoncillos)
gue pueden aparecer aislados, en pares o en cadenas, con un diametro de 0.6- 2

pUm. 17

Caracteres macromorfolégicos

P. aeruginosa es un aerobio obligado, que crece con facilidad en los medios de
cultivo bacteriolégicos tales como, agar cetrimida, agar sangre, agar Mc Conkey,
agar SS. @7, 23 Se desarrollan a temperatura entre 10-42°C, aunque su
temperatura éptima de crecimiento es de 35-37 °C. Los cultivos pueden mostrar
varios tipos de colonias (2 mm de diametro): lisas, rugosas, mucoides, redondas,
alargadas, y generalmente emiten olor dulzon. Algunas cepas producen hemadalisis.
Las mismas producen pigmentos de fenazina en agar nutritivo y pueden ser azul
(piocianina), amarillo verdoso (pioverdina), rojo (piorrubina) y negro (piomelanina).
Existe aproximadamente un 10 % de P. aeruginosa que son apigmentadas. El
crecimiento a 42 °C con formacién de velo en medio liquido, ayuda a distinguirlas

de otras especies. (17, 24)



Epidemiologia

Tiene como habitat el agua, produce enfermedades por propiedades invasivas y
toxigénicas, ya que pueden producir una exotoxina termolabil. Es muy resistente a
los antibidticos. Presentan una gran susceptibilidad a las infecciones por este
microorganismo los lactantes y prematuros y pacientes quemados. (23)

P. aeruginosa es el patogeno mas importante dentro del género Pseudomonas,
teniendo en cuenta la cantidad y tipos de infecciones (invasivas y toxigenas) que
produce, asi como la morbilidad y mortalidad que ocasionan. Esta bacteria
provoca infecciéon de las heridas y quemaduras, en las cuales origina un pus de
color azul verdoso, ocasiona meningitis cuando se infiltra por puncién lumbar e
infeccibn de vias urinarias cuando se infiltra por catéter, instrumentos o en
soluciones de lavado de las vias urinarias. (17)

Es un patégeno oportunista que se presenta cuando los mecanismos de defensa
del hospedero estan alterados, suprimidos o comprometidos, siendo necesario la
presencia de factores predisponentes para que ocurra la infeccion; entre ellos se
encuentran las enfermedades malignas, las quemaduras, la diabetes. (17, 19)

Tratamiento

Es necesario emplear farmacos de forma combinada, pues pueden desarrollar
resistencia cuando se usan de forma unica. Deben utilizarse penicilinas activas
contra P. aeruginosa como: ticarcilina, mezlocilina, piperacilina, combinadas con
un aminoglucosido: gentamicina, tobramicina, amikacina.

Otros medicamentos eficaces contra P. aeruginosa son: aztreonam, imipenem,

guinolonas (ciprofloxacina) y cefalosporinas (ceftazidima y cefoperazona). (17)

2.3.3. Escherichia coli
Género: Escherichia
E. coli es el principal representante de la microbiota normal del hombre y los
animales, sin embargo, existen cepas productoras de diarreas que pueden dar

lugar a cuadros leves, evolucionar hasta la diarrea persistente u originar



complicaciones que pueden llegar hasta la muerte del paciente. De acuerdo a los
patrones clinicos, las caracteristicas epidemioldgicas y patogénicas, diferenciacion
seroldgica y diferentes formas de interactuar con la mucosa intestinal, la especie
E. coli se divide en seis clases productoras de diarreas: (22, 25

- E. coli enteropatdégena (ECEP)
. coli enterotoxigénica (ECET)
. coli enteroinvasiva (ECEI)
. coli enterohemorragica (ECEH)

. coli enteroagregativa (ECEA)

m m m m m

. coli difusamente adherente (ECDA)

Caracteres micromorfolégicos  (25)

Como miembro de la familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram-negativos, no
esporulados, que fermentan y oxidan la glucosa y la lactosa, carecen de indol-
fenol oxidasa, reducen los nitratos a nitritos y se hayan ampliamente distribuidos
por la naturaleza; muchas de sus especies tienen como habitat el intestino del
hombre. (120 Pueden ser moviles por medio de flagelos peritricos. En ocasiones, en
cultivos jovenes, se presentan en forma de cocos bacilares y hasta cocoides. Sus
bordes son rectos y sus extremos curvos. El tamafio promedio de la mayoria de
estas bacterias oscila entre 0.5-2 um de ancho y de 2-4 um de ancho. De acuerdo

con sus requerimientos de oxigeno son anaerdbicas facultativas.

Caracteres macromorfologico

La temperatura 6ptima de crecimiento de la mayoria de subespecies es de 37 °C
aunque E. coli tolera temperaturas hasta de 42 C.

Los requerimientos de nutrientes en los que crecen estos microorganismos no son
extremadamente exigentes. Asi, pueden crecer bien desde un agar nutriente,
agar-sangre, agar-sangre-chocolate o caldo nutritivo. No obstante, en el
diagndstico de laboratorio se realiza el aislamiento a partir de heces fecales recién

emitidas en los primeros 6 dias de la enfermedad. El aislamiento se hace en agar



Mc Konkey con lactosa con sorbitol donde se observan las colonias blancas por la

no utilizacion de este sustrato. (26)

Epidemiologia

Las especies que se encuentran en ella son de las que més frecuentemente se
identifican en los laboratorios de microbiologia clinica como causa de infecciones
tanto comunitarias como nosocomiales.

Las infecciones mas frecuentes debidas a E. coli son la urinarias. Asi mismo,
puede originar infecciones de las vias biliares, peritonitis, neumonia, meningitis
neonatal y gastroenteritis, entre otras menos importantes. Aunque E. coli es un
comensal normal del tubo digestivo puede causar infecciones en determinadas
circunstancias, como son la emigracion desde el intestino al tracto urinario,
produciendo infeccion urinaria baja y eventualmente bacteriemia o infecciones
focales por via hematdgena. Aunque la puerta de entrada mas comun es la
urinaria, ello no significa que sea la Unica que permite el acceso de este germen a
la circulacion. En presencia de hepatopatia cronica se producen una serie de
anastomosis portosistémicas que permiten el acceso de E. coli a la circulaciéon
general sin pasar por el filtro hepético, lo que puede originar una bacteriemia y
facilita el desarrollo de peritonitis espontanea del cirrético. También esta bacteria
puede alcanzar el pulmon desde la faringe, especialmente en pacientes
hospitalizados con enfermedades graves, ya que en estos pacientes E. coli forma

parte de la flora orofaringea. (27

Tratamiento. (12,17, 29)

Las gastroenteritis por E. coli no precisan casi nunca de tratamiento con
antibioticos y en general sblo es necesaria una adecuada hidratacion. En las
infecciones urinarias bajas no complicadas pueden usarse diferentes antibidticos
por via oral (cefalosporinas de primera o segunda generacion, amoxicilina-acido
clavulanico, cotrimoxazol, quinolonas) durante cinco a siete dias. Por el contrario,
en las infecciones urinarias complicadas y pielonefritis, especialmente si cursan

con bacteriemia, es preciso utilizar antibiéticos parenterales. La gran mayoria de



las cepas de E. coli son actualmente resistentes a la ampicilina, por lo que es
necesario el uso de aminoglucésidos o cefalosporinas de segunda o tercera
generacion en esta situacion. La resistencia cada vez mayor a quinolonas puede

dificultar en el futuro empleo de estos farmacos.



CAPITULO Il

3. Materiales y Métodos
Se seleccion6é la planta Siempreviva, con reportes de accion cicatrizante,
antifungica, antiinflamatoria, antibacteriana, vasoconstrictora, diurética, antiséptico
urinario y de accién sobre el sistema nervioso central, pero sin efectos
terapéuticos comprobados experimentalmente. Esta seleccion se realizé tomando
como criterio la revision bibliografica, los reportes populares y la disponibilidad de
las mismas. (30, 33)
La planta seleccionada fue recolectada en el Organoponico de Veguitas Municipio
de Yara, Provincia Granma a las 10 am y fue identificada por el Departamento de
Botanica de la Facultad de Ciencia Agricola de la Universidad de Granma, segun
la Norma Ramal de Salud Publica 311 (1998).
Las partes de la planta utilizadas en los ensayos in vitro fueron las hojas.
El material fue trisado y secado a la sombra a temperatura ambiente y extendida
en bandejas perforadas voltedndose diariamente durante 7 dias, luego se sometio
a temperatura de 60 °C durante una hora en estufa marca WSU400 con
circulacion de aire. Terminado este proceso de secado se procedid a la
pulverizacion de la droga hasta obtener un polvo grueso (2 mm) que se empled en
la elaboracién de los extractos, tinturas y extractos fluidos. La droga cruda se
obtuvo mediante la trituracion de las hojas secas.
Como paso logico de la ruta critica para la investigacion cientifica de los productos
naturales, se realizé el analisis de la composicion fitoquimica de los extractos de

las partes de la planta en experimentacion.

3.1. Preparacion de Formulaciones
3.1.1. Extractos (Etéreo, Etandlico y acuoso).
Para la obtencion de los extractos, se pesan 10g de muestra en balanza analitica
marca SARTORIUS y se le realizan extracciones sucesivas con solventes de
polaridad creciente (éter de petrdleo, alcohol y agua) con la finalidad de lograr un

mayor agotamiento del material vegetal seco.



3.1.2. Tinturas al 20 %.
Las tinturas fueron obtenidos una vez recolectado el material vegetal, secado
apropiadamente y tamizado a 0.5 mm de didmetro, utilizando como menstruo
Alcohol al 70 %. Se utilizaron 100 g de la droga cruda para obtener 500 ml de
tintura al 20 %. La extraccion de las tinturas se realiz6 por maceracion de la droga
pulverizada, por un tiempo de 7 dias, segun Norma Ramal de Salud Publica 311
(1998); la Norma Cubana de Salud Publica 313 (1998) Programa de Medicina
Tradicional y Natural (1999).
Después de realizada la extraccion y lograda la homogeneidad y transparencia
total de cada producto, se coloco en frasco dmbar para evitar la descomposicién
de la sustancia activa por accion de la luz, ya que muchas sustancias activas
extraidas de plantas son fotosensibles. Se deja reposar por tres dias en
refrigeracion y luego son sometidos al analisis de calidad, mediante la aplicacion
de los métodos de ensayos para la determinacion de los requisitos de los
extractos fluidos y tinturas: determinacion del PH, del indice de refraccion, de la
densidad relativa y de los sélidos totales.
La determinacion de calidad de la tintura al 20 % de Siempreviva se realizo
basado en la Norma Ramal de Salud Publica 312 (1998).

3.1.3. Extracto secos.
El extracto seco de Siempreviva fue obtenido a partir de la tintura al 20 %.La
muestra se lleva a un balén de 500 ml y luego a un roto evaporador marca KIKA
de produccion Alemana donde se elimina el solvente a 50 °C hasta obtener una
masa consistente.



3.2. Especificaciones de Calidad. (40)
Determinacion de pH: Se determina segun se establece en la NC 90-13-13. Se
determina segun se establece en la NC 90-13-13 con pHmetro HANNA 211,

Portugal (41)

Determinacion del indice de refraccion. @2) con refractometro ABBE WYA-2S,
China

Procedimiento : Sobre el prisma de medicidén de un refractbmetro Abbé se coloca
una gota de agua, utilizando para ello una varilla de vidrio que no tenga cantos
agudos; se espera 10 minutos y se ajusta el instrumento al indice de refraccion
correspondiente al agua a una temperatura de 25 °C, con una tolerancia de + 0,2
°C. Se limpian los prismas cuidadosamente empleando un algodén humedecido
con solucion de alcohol y éter etilico 50 % v/v.

Con la varilla de vidrio se coloca en el prisma fijo, sin tocarlo, una o dos gotas de
la muestra de ensayos. Se cierra el doble prisma y se esperan unos minutos
antes de efectuar la lectura, hasta que la temperatura sea estable.

Si la muestra de ensayos es de color claro o transparente, se utiliza luz trasmitida,
0 sea, se coloca una gota de la muestra de ensayos sobre el prisma de medicion,
se cierra el termo prisma y se enfoca la luz a través del prisma de iluminacion.

Si la muestra de ensayos es de color oscuro u opaco, se utiliza luz reflejada, o
sea, se coloca una gota de la muestra de ensayos sobre el prisma de medicion,
se cierra el termoprisma y se enfoca la luz por medio del espejo, de modo tal que

la misma incida sobre la abertura de entrada del prisma de medicion.

Expresion de los resultados

Método para los célculos: Se hacen tres lecturas y se calcula el promedio de
las mismas. Dos 0 mas lecturas no pueden diferir en mas de 0,002 np.

Si las determinaciones no se efectian a la temperatura de referencia, se emplea

la formula siguiente:



donde:
n* = n'+ 0,000 44 (t - 25) np® indice de refraccion a 25 °C
D D

np' valor leido en la escala del aparato a la
temperatura t

t valor de la temperatura a que se realiza la
medicion (°C)

0,000 44 factor de correccion por grado

centigrado

Aproximacion de los resultados e informe: El ensayo se realiza por triplicado.
Los valores se aproximan hasta la milésima y se informa el valor del indice de

refraccion.

Determinacion de solidos totales

Procedimiento : De la muestra de ensayos previamente homogeneizada se
transfieren 5 ml a una cépsula de porcelana limpia, seca y previamente tarada; la
capsula se coloca en un bafio de agua y se evapora hasta que el residuo esté
aparentemente seco; posteriormente se pasa a una estufa a una temperatura de
105 + 2 °C durante 3 h.

Se retira la cdpsula de la estufa, se coloca en una desecadora hasta que alcance
la temperatura ambiente y se pesa. Se repite el proceso anterior, pero empleando

s6lo 60 min de secado, las veces necesarias, hasta obtener masa constante.



Expresion de los resultados

Método para los célculos: Los sélidos totales S; se calculan mediante la féormula

siguiente

donde:
St=(P,—P/V)100 P, masa de la capsula mas el residuo

(9)
P masa de la capsula vacia (g)
V  volumen de la porcién de ensayos
(mL)
100 factor matematico

Aproximacion de los resultados e informe: El ensayo se realiza por duplicado.

Los valores se aproximan hasta la décima. Se informa la cantidad de solidos

totales g/100 ml.

3.3. Tamizaje Fitoquimico
El tamizaje fitoquimico se realizo en el laboratorio de productos naturales de la
Universidad de Granma. Bayamo. Cuba, por la metodologia reportada por Payo,
Sandoval y Pefa. (s, 34, 35) Se emplearon pruebas o técnicas simples, rapidas y
selectivas para la determinacién de los diferentes metabolitos secundarios.
A cada uno de los extractos y tinturas obtenidas se les realizan los ensayos

reflejados a continuacion.

Extracto etéreo.
Se concentran a sequedad cada una de las fracciones y se llevan a cabo los
siguientes ensayos.

v' Ensayo de Mayer ( alcaloides)

v' Ensayo de Baljet (coumarinas)

v' Ensayo de Sudan Il ( &cidos grasos)



Extracto etandlico.
v' Ensayo de Resina
Ensayo de Liebermann-Burchard (triterpenos y/o esteroides)
Ensayo de espuma (saponinas)
Ensayo de Ninhidrina (aminoé&cidos libres)
Ensayo de Mayer y Wagner (alcaloides)
Ensayo de Baljet (coumarinas)
Ensayo de Fehling (Carbohidrato reductores)
Ensayo de Cloruro férrico (fenoles y/o taninos)
Ensayo de Borntrager (quinonas)

Ensayo de Shinoda, (flavonoides)

AN N Y N N N N NN

Ensayo de antocianidinas

Extracto acuoso.

v' Ensayo de espuma (saponinas)
Ensayo de Shinoda, (flavonoides)
Ensayo de Fehling (Carbohidrato reductores)
Ensayo de Cloruro férrico (fenoles y/o taninos)
Ensayo de Mayer y Wagner (alcaloides)

Ensayo de Borntrager (quinonas)

AN N N N NN

Ensayo de mucilagos

Breve descripcion de los ensayos que se realizan.

Ensayo de Sudan Il , permite reconocer en un extracto la presencia de
compuestos grasos, se considera positiva si aparecen gotas o una pelicula
coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayos,
respectivamente.

Ensayo de Mayer y el de Wagner , permiten identificar alcaloides, para ello si la
alicuota esta disuelta en un solvente organico, este debe evaporarse en bafio de
agua y el residuo redisolverlo en 1 ml de HCI 1%. Si el extracto es acuoso a la

alicuota se le afiade una gota de HCI concentrado, se caliente suavemBente y se



deja enfriar hasta acidez. Si al afiadir 2 o 3 gotas de la solucion reactiva de Mayer
0 Wagner respectivamente, se observa opalescencia (+), turbidez definida (++),
precipitado coposo (+++).

En el caso de alcaloides cuaternarios y/o aminoacidos libres, estos soélo se
encontraran en el extracto acuoso y para considerar su presencia debe observarse
la aparicion de turbidez definida o precipitado coposo en todos los casos, ya que la
aparicion de opalescencia puede dar un resultado falso, pues puede provenir de

una extraccion incompleta de bases primarias, secundarias o terciarias. (34)

Ensayo de Baljet , permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos
con agrupamiento lactonico, en particular coumarinas, aunque otros compuestos
lactonicos pueden dar también positivo este ensayo. Para ello si la alicuota del
extracto no se encuentra en etanol, debe evaporarse el solvente en bafio de agua
y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1ml). En estas condiciones se
adiciona 1ml del reactivo, considerandose la presencia de esta familia de

compuestos por la aparicion de una coloracion (+) y un precipitado (++).

Para la identificacion de quinonas se emplea el ensayo de Borntrager . Para ello
debe de evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1mi
de cloroformo. Se adiciona 1ml de NaOH, KOH o NH,OH al 5% en agua, se agita
mezclando las fases. Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea, el ensayo se

considera positivo (+), coloracion rosado (++), coloracion rojo (+++).

La presencia de triterpenos y/o esteroides, se puede realizar a través del ensayo
de Liebermann - Burchard , debido a que ambos tipos de productos poseen un
ndcleo de androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la posicion 5-
6.Para ello si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe de
evaporarse el solvente y el residuo redisolverse en 1ml de cloroformo, se adiciona
1ml de anhidrido acético y se mezcla bien. Por las paredes del tubo se dejan
correr 2-3 gotas de &cido sulfarico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se

tiene por un cambio de color.



1-rosado-azul muy rapido

2-Verde intenso, visible aunque rapido

3-Verde oscuro- negro al final de la reaccion
A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces
puede observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando
el material evaluado tiene cantidades importantes de estos compuestos. Esta
reaccion también se emplea para diferenciar las estructuras esteroidales de las
triterpénicas, las primeras producen coloraciones que van desde azul a azul
verdoso, mientras que para las segundas se observa rojo, rosado o purpura. Estas
coloraciones pueden variar por interferencias producidas por carotenos, xantofilas
y esteroides saturados que puedan estar presentes.
Observacion : Para realizar este ensayo no puede haber agua en el medio de

reaccion, ya que con el acido sulfarico puede reaccionar de forma violenta.

La presencia de aminoacidos libres o de aminas en general se realiza a través del
ensayo de Ninhidrina . Se toma una alicuota del extracto en alcohol, o el residuo
de la concentracion en bafio de agua si el extracto se encuentra en otro solvente
organico, se mezcla con 2ml de la solucion de ninhidrina al 2%. La mezcla se
calienta durante 10 min en bafio de agua. Este ensayo se considera positivo

cuando se desarrolla un color violaceo.

Ensayo de Shinoda . Permite reconocer la presencia de flavonoides en un
extracto vegetal. Si la alicuota del extracto se encuentra en etanol, se diluye con
1ml de acido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metélica.
Después de la reaccidén se esperan 5 min., se afiade 1ml de alcohol amilico, se
mezclan las fases y se deja reposar hasta que las mismas se separen. Si la
alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma a partir de
la adicion del acido clorhidrico concentrado. El ensayo se considera positivo
cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo,

intensos en todos los casos.



Ensayo de antocianidinas Permite identificar en los extractos la presencia de
estas estructuras de secuencia Cs-C3-Cg del grupo de los flavonoides. Se calientan
2ml del extracto en etanol durante 10 min, con 1ml de &cido clorhidrico
concentrado. Se deja enfriar y se adiciona 1ml de agua y 2ml de alcohol amilico.
Se agita y se espera a que las dos fases se separen. La aparicién de un color rojo

a marron en la fase amilica es indicativo de un ensayo positivo.

La presencia de estructuras tipo polisacarido, que forma un coloide hidréfilo de alto
indice de masa, que aumenta la densidad del agua donde se extrae, denota la
presencia de mucilagos . Para ello una alicuota del extracto en agua se enfria a O-

5 °C y si la solucion toma una consistencia gelatinosa el ensayo es positivo

Ensayo de espuma permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo
esteroidal como triterpénicas. De modo que si la alicuota se encuentra en etanol,
se diluye en 5 veces su volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante
5-10 min. El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del
liquido de méas de 2 mm de espesor o altura y persiste por mas de 2 min.

Para reconocer la presencia de azucares reductores se emplea el ensayo de
Fehling . Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en agua debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1-2 ml de
agua. Se adicionan 2 ml del reactivo (recién preparado) y se calienta en bafio de
agua de 5-10 min. El ensayo se considera positivo si la solucion se colorea de rojo

0 aparece un precipitado rojo

Ensayo de resina . Para detectar la presencia de resinas, adicione a 2 ml de la
solucién alcohdlica, 10 ml de agua destilada. La aparicion de un precipitado indica

un ensayo positivo.

Ensayo de Cloruro Férrico : Permite reconocer la presencia de compuestos

fendlicos y/o taninos. Si el extracto de la planta se realiza con etanol el ensayo



determina tanto fenoles como taninos; a una alicuota del extracto etandlico se le
adicionan 3 gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5% en solucidén salina
fisiologica. Si el extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente
taninos; a una alicuota del mismo se le afiade acetato de sodio para neutralizar y 3
gotas de la solucion reactiva. Un ensayo positivo puede dar la siguiente
informacion general:

v Desarrollo de una coloracion rojo — vino, compuestos fendlicos en general.

v Desarrollo de wuna coloracion verde intensa, taninos del tipo

pirocatecolicos.

v" Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

3.4. Evaluacion de la actividad antibacteriana de e xtractos de
Siempreviva

Para la evaluacién de la actividad antibacteriana de los extractos secos de hojas
de Siempreviva se empled el método de difusibn en agar por diseminacion
superficial en disco (Bauer-Kirby) con algunas modificaciones. Este método fue
publicado por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) y la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, del inglés, World Health Organization) y adoptada por
el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, antes NCCLS) como norma

de aceptacion general. (42)

Principio

El disco impregnado en antibiético (o extracto vegetal) hace contacto con la
superficie del agar. El agua es absorbida por el papel de filtro y el antibidtico
difunde hacia el medio circundante. La velocidad de difusion del antibiético (o
extracto vegetal) fuera del disco es mayor que la de su difusion hacia el medio, de
modo que la concentracion del antibiético inmediatamente adyacente al disco
puede exceder la del mismo disco. Sin embargo, a medida que aumenta la
distancia al disco, ocurre una reduccion logaritmica de la concentracion del

antibiotico hasta que se llega a un punto en el que el desarrollo bacteriano de la



superficie del agar ya no es inhibido. El resultado es una zona de inhibicién del

desarrollo microbiano con bordes bien definidos denominado halo de inhibicién.

Procedimiento

Microorganismos evaluados

Las cepas utilizadas en el ensayo de actividad antibacteriana son de referencia
internacional, depositadas en el American Type Culture Collection (ATCC) y
forman parte de una bateria minima de cepas que se emplean para este tipo de
estudios y se relacionan a continuacion: Escherichia coli (ATCC 113-3),

Pseudomonas aerugiosa (ATCC) y Staphylococcus aureus (ATCC).

Preparacion de los discos de antibidticos empleados

Se emplearon discos de antibiéticos comerciales (Sensi-Disc™, Francia) de amplio
espectro para cepas bacterianas. En este sentido se emplearon discos de
Amicacin (AK) de 30 pug y Kanamycin (K) de 30 pg.

Para la evaluacién de la actividad antibacteriana de los extractos secos de hojas
de Siempreviva se resuspendieron 0.6 g de los extractos secos en 1 ml de
dimetilsulfoxido (DMSO) para una concentracion final de 600 pg/ml. A partir de
esta solucion stock se prepard una solucion de 50 pg/ml. Para la obtencion de la
tintura se siguié el protocolo que se explica en el acapite ++++ del capitulo IIl.
Materiales y métodos. Se aplicaron 8 ul en discos de papel de filtro (pb, SA,
Brasil) de 6 mm de diametro para una concentracion final de 400 pg/disco de
extracto seco y para la tintura no se sabia la concentracion en el momento de la
aplicacion. Una vez cargados los discos con cada una de las soluciones se
dejaron secar a 50°C por 15 min antes de dispensarlos en las placas inoculadas.
Dado a la viscosidad del DMSO y sus caracteristicas fisico-quimicas no se logro la
evaporacion del solvente.

Como control negativo se emplearon discos de papel de filtro de 6 mm de
diametro cargados con 8 ul de etanol al 70 % y DMSO para la tintura y el extracto

seco de Siempreviva, respectivamente, que fueron los solventes empleados en la



preparacion de las soluciones a evaluar. El etanol al 70 % sufrio los mismos

procedimientos que la tintura a evaluar.

Preparacion de los indculos

Se tomaron de tres a cinco colonias semejantes y se trasladaron con un asa de
inoculacion a 4-5 ml de caldo nutriente (Biocen, Cuba). Los cultivos en caldo se
incubaron en agitacion a 100 rpm en una zaranda (MLW, Alemania) y 35+2°C
durante 2-6 h. La turbidez de los mismos se ajusté equivalentemente al patrén de
turbidez 0,5 de McFarland para una concentracién de aproximadamente 1-2 x 10°
UFC/ml.

Inoculacion de las placas de agar y dispensacion de los discos de
antibidticos

Se tomd un hisopo estéril y se llevd a la suspension, se elimind el exceso de
liquido presionando y rotando el hisopo sobre las paredes del tubo por encima del
nivel del liquido. Se estrio la superficie del medio agar Mueller-Hinton, contenido
en placas petri (Anumbra, China) de 90 mm de diametro, en tres direcciones con
60° de diferencia entre ellas para obtener una siembra uniforme en césped. Se
dej6 secar la placa de 3-5 min. Posteriormente se depositaron los discos de
antibioticos en la placa petri, inoculada con la suspension bacteriana, empleando
una pinza (Bochem Stainless, Ingland) estéril. Los discos se colocaron a una
distancia no menor de 10 mm del borde de la placa y una separacion entre ellos
no menor de 30 mm para evitar la superposicion de los halos de inhibicidon. Las
placas se incubaron a 35 * 2 C por un periodo de 16-18 h en una incubadora

(Sartorius, China).

Evaluacion de los resultados

La zona de inhibicion es el &rea que rodea al disco donde el crecimiento ha sido
completamente inhibido. Los resultados se expresaron como el diametro del halo
de inhibicion del crecimiento, medido en mm, con una regla milimetrada

(Wenquan, China).



Analisis estadistico

Se empleé un ANOVA de clasificacion simple en la comparacion de varias
muestras por el test de Fisher, en los casos en que hubo diferencias
estadisticamente significativas para un valor de p<0.05 se realiz6 un test de
rangos multiples para determinar las medias que diferian. El método utilizado para
discernir entre las medias fue el procedimiento de las menores diferencias
significativas de Fisher (LSD).



CAPITULO IV
4. Resultados y Discusion _ (43.44.45)

4.1. Tamizaje fitoquimico de los extractos etéreo, alcohdlico, acuoso,
seco y tintura 20 % de Siempreviva.
Las propiedades farmacologicas de los extractos naturales obtenidos de plantas
medicinales dependen de la composicion de metabolitos secundarios y de la
concentracion de los mismos. Como resultado de la determinacion de la

composicion fitoquimica de los extractos empleados.

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico del extracto etéreo, etandlico y acuoso:

Ensayo ETEREO ETANOLICO |[ACUOSO
Saponinas (Espuma) * + -
Flavonoides (Shinoda) * + -
Aminoacidos libres (Nihidrina) * + *
Quinonas (Borntrager) * +++ *
Triterpenos y/o Esteroides | * + *

(Liebermann-Burchard)

Coumarinas (Balject) + + *
Fenoles y/o Taninos (Cloruro |* + *
férrico)

Resinas * - *
Antocianidinas * + *
Carbohidratos reductores (Fehling) | * + -
Mucilagos * - +
Alcaloides (Mayer) - +++ -
Acidos grasos (Sudan 1lI) + * *
Leyenda: -=>Ausencia + => Presencia ++ y +++ => Abundante * => No realizado

En la tabla 1, se muestra los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los



extractos; etéreo, alcohdlico y acuoso donde se muestra la alta variabilidad de
compuestos presentes en las hojas de Siempreviva.

Se observa la presencia de una alta cantidad de quinonas y alcaloides que
podrian ser los metabolitos responsables de la actividad antibacteriana de esta
planta.

Ademas en el extracto alcohdlico es donde estan disuelto la mayor cantidad de

metabolitos secundario.

4.2. Comparacion del tamizaje fitoquimico de la tin  tura 20 % y el
extracto seco.

Tabla 2. Resultados del tamizaje fitoquimico de las tinturas al 20% y extractos

Secos.
ENSAYO TINTURA ESTRACTO SECO
Resinas - -
Triterpenos y/o Esteroides | + -
(Liebermann-Burchard)
Saponinas (Espuma) + +
Aminoacidos libres (Nihidrina) + +
Alcaloides (Mayer y Wagner) +++ +
Coumarinas (Baljet) + +
Carbohidratos reductores (Fehling) + +
Fenoles y/o Taninos (Cloruro férrico) | + +
Quinonas (Borntrager) +++ -
Flavonoides (Shinoda) - +
Antocianidinas + +
Leyenda: - => Ausencia + => Presencia ++ y +++ => Abundante

La tabla 2 muestra el resultado del tamizaje fitoquimico realizados a las tintura al
20% y a los extractos secos, se puede notar que son ricos en metabolitos

secundarios, destacandose un alto contenido de alcaloides




determinados por el método de Mayer y los deméas metabolitos se encuentran en
menor proporcion.

Se ha detectado ademas que no hay presencia de resina. Un aspecto importante
es que la composicion de metabolitos se mantiene casi igual en la tintura y el
extracto seco obtenidas a partir de esta, a excepcion de las quinonas
determinados por el método de Borntrager, que se encuentran en la tintura y no en
el extracto seco, esto puede ser debido a la descomposicion del mismo por la
temperatura. Por tanto las propiedades farmacologicas se mantienen,
ya que es conocida la dependencia que existe entre composicion

guimica y propiedades.

4.3. Control de la calidad realizado a la tintura2 0 %.

Tabla 3 Control de calidad de las tinturas.

Indice de refraccién | 1,2995

pH 4,02

Solidos totales 0,2100

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la determinacién de calidad de la
tintura al 20% de las hojas de Siempreviva . La cual fue tomada como materia
prima para la obtencion de los extractos secos, estos resultados estan en los
rangos de calidad que establecen las normas NR313 esto garantiza el empleo
optimo de la misma, el valor de los solidos totales es de 0,2100 lo que indica una
concentracion adecuada de principios activos. El pH se estabilizé por debajo de 7,
lo que indica que son soluciones ligeramente acidas, hecho éste que unido al

medio alcoholico permite su estabilizacion y conservacion.



4.4. Evaluacion de la actividad antibacteriana de e xtractos de
Siempreviva

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos secos de hojas
de Siempreviva (Kalanchoe pinnata) se emple6 el método de difusién en agar por
diseminacion superficial en disco (Bauer-Kirby). Este método fue adoptado por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, antes NCCLS) como norma de
aceptacion general. (42)
Las cepas utilizadas en el ensayo de actividad antibacteriana son de referencia
internacional, depositadas en el American Type Culture Collection (ATCC) e
incluyen Escherichia coli (ATCC 113-3), Pseudomonas aerugiosa (ATCC) y
Staphylococcus aureus (ATCC).
En este ensayo se emplearon discos de antibidticos comerciales como controles
positivos y discos de papel de filtro (6 mm de didmetro) conteniendo el solvente,
empleado en la preparacion de las soluciones de los extractos secos Y la tintura al
20 % de hojas de Siempreviva (DMSO vy etanol al 70 %, respectivamente), como
control negativo. En discos de papel de filtro (6 mm de diametro) se depositaron 8
pl de extracto seco y tintura de Siempreviva. Los resultados se evaluaron por la
medicién en milimetros (mm) del didmetro del halo de inhibicion del crecimiento
bacteriano que aparece alrededor del disco. Los ensayos se realizaron por
triplicado para obtener las réplicas necesarias para el analisis estadistico.
En la figura 1 se muestran los resultados de la evaluacion de la actividad
antibacteriana de los extractos secos de hojas de Siempreviva frente a 3 cepas
bacterianas. En esta figura se evidencia que los controles positivos presentan
halos de inhibicion entre 18-23 mm de diametro para todas las cepas bacterianas
evaluadas excepto para Kanamycin frente a P. aeruginosa donde, aunque se
observd un halo de inhibicién, este se encontraba invadido por colonias
bacterianas, cuyo resultado se reporta como negativo. Segun la tabla de
clasificacion de la susceptibilidad de los microorganismos, publicada por el CLSI
42) (Anexo 1), las tres cepas bacterianas son susceptibles (S) a Amikacin al igual

que Escherichia coli (ATCC 113-3), y Staphylococcus aureus (ATCC) para



Kanamycin, mientras Pseudomonas aerugiosa (ATCC) es resistente a este

antibiético.
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Figura 1. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos secos y tintura
al 20 % de hojas de Siempreviva (Kalanchoe pinnata), mediante el método de
difusién superficial en disco (Bauer-Kirby) frente a tres cepas bacterianas de
interés clinico. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
para p < 0.05.

Se evidencia ademas, que el extracto seco a 400 pg/disco y la tintura al 20 % de
hojas de Siempreviva tienen actividad antibacteriana solo frente a la cepa de
Staphylococcus aureus (ATCC), con halos de inhibicién de 7 y 9 mm de diametro,
respectivamente. Estos resultados, conjuntamente con la ausencia de halo de
inhibicion alrededor del disco conteniendo DMSO y etanol al 70 % (controles
negativos), nos sugieren que las hojas de la Siempreviva presenta metabolitos
secundarios con actividad antiestafilococica.

La diferencia en los halos de inhibicién del extracto seco y la tintura al 20 % se
explicaria por el hecho de que la tintura al 20 % presenta una concentracién 4
veces mayor que los del extracto seco. Se pudo constatar que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los halos de inhibicion del extracto

seco (400 pg/disco) y la tintura al 20 % (m/m). Estos resultados sugieren que a



mayores concentraciones de extracto seco de hojas de Siempreviva no se
obtendrdn mejores resultados frente a Staphylococcus aureus (ATCC) vy
probablemente tampoco frente al resto de las cepas bacterianas evaluadas.

En el caso del Staphylococcus aureus (ATCC) estos resultados pudieran
explicarse teniendo en cuenta que los sistemas biolégicos presentan una
concentracion de saturacion de la actividad, basado en que el mecanismos de
accion de los principios activos pudiera estar mediado por reconocimiento
molecular y no por accion inespecifica.

Estos resultados también pudieran estar influidos por la sensibilidad y principio del
método empleado ya que, a medida que aumenta la distancia al disco, ocurre una
reduccion logaritmica de la concentracion del antibidtico hasta que se llega a un
punto en el que el desarrollo bacteriano de la superficie del agar ya no es inhibido
(LLop et al, 2001). En este sentido, es de esperar que al aumentar la
concentracion del principio activo sea mayor el diametro de inhibicién
correspondiente. Sin embargo, se debe tener en cuenta que en el caso de la
tintura al 20 % se hace evaporar el solvente (Etanol al 70 % (v/v)) y la solubilidad
en agua de los principios activos pueda no ser la mejor, por lo que pudiera estar
afectando los procesos de difusién y por tanto enmascarando los resultados. En el
caso del extracto seco de hojas de Siempreviva la solucion se preparé en DMSO
gue, aunque es un solvente de eleccion para la solubilizacibn de sustancias
organicas, no se volatiliza y es muy viscosa, por tanto, es posible que también se
vieran afectados los procesos de difusion aunque de manera diferente. Por lo
antes expuesto, es probable que empleando otro método de evaluacion de la
actividad antibacteriana como los basados en diluciones seriadas en caldo,
mediante los cuales se determina la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC, del
inglés, Minimal Inhibitory Concentration) y Concentracion Minima Bactericida
(MBC, del inglés, Minimal Bactericidal Concentration), se obtengan resultados
diferentes.

Aunque la clasificacion de la cepa de Staphylococcus aureus (ATCC) frente a los
extractos secos evaluados y tintura al 20 % es de resistente (R), segun la tabla de

clasificacion de la susceptibilidad de los microorganismos, publicada por el CLSI



(Anexo 1), a diferencia de los antibiéticos comerciales evaluados ante los cuales
esta cepa es completamente susceptibilidad, los resultados obtenidos no son
desalentadores por cuanto hay que tener en cuenta la posible diferencia de
concentraciones de los principios activos entre los discos de antibidticos
comerciales y los que contienen los extractos secos Y tintura al 20 % de hojas de
Siempreviva. En este sentido, los discos comerciales contienen el principio activo
con altos niveles de pureza en tanto para los discos de papel de filtro que
contienen los extractos vegetales las concentraciones empleadas se refieren a la
masa de sustancias solubles en etanol, entre las que se encuentran varias familias
de compuestos quimicos. Para ejemplificar lo antes expuesto, en la tintura al 20 %
se identificaron saponinas, triterpenos y/o esteroides, coumarinas, fenoles y/o
taninos, antocianidinas, aminoacidos libres, carbohidratos reductores, alcaloides y
guinonas; y en el extracto seco de hojas de Siempreviva se identificaron en este
trabajo saponinas, flavonoides, coumarinas, fenoles y/o taninos, antocianidinas,
aminoacidos libres, carbohidratos reductores y alcaloides. Por ello se debe
trabajar en el aislamiento y purificacion de los principios activos para probar su
verdadero potencial antibacteriano.

Los metabolitos secundarios de las plantas, tales como saponinas, flavonoides,
taninos, glucdsidos cianogénicos, fenoles, terpenoides y quinonas entre otros, son
responsables de la actividad antibacteriana de los extractos vegetales (43, 44, 45, 4s,
47). En este sentido, la mayoria de las familias quimicas identificadas en el tamizaje
fitoquimico de los extractos secos y tintura al 20 % de hojas de Siempreviva
pudieran contener ejemplares con posible actividad antibacteriana. No obstante,
es de destacar que los compuestos quimicos pertenecientes a la familia de las
guinonas Y los alcaloides son los mas abundantes en la tintura al 20% mientras en
el extracto seco la abundancia de los alcaloides disminuye y la de las quinonas se
pierde. Estos resultados sugieren que es probable que estas familias quimicas
sean las responsables de la actividad antibacteriana observada por cuanto no hay
diferencias estadisticamente significativas entre estos extractos vegetales.

En un estudio realizado por Kaur y Arora (2009) 3) con tres especies vegetales

(Anethum graveolens, Foeniculum vulgare y Trachyspermum ammi) determinaron



y aislaron los componentes fitoquimicos de estas plantas y realizaron la
evaluacion de la actividad antibacteriana de ellos frente a Staphylococcus aureus y
otras cepas de interés clinico. Estos autores demostraron que las saponinas,
fenoles y/o taninos, glucosidos cardiotonicos y alcaloides eran responsables en
alguna medida de las propiedades antibacterianas de los extractos de las plantas
evaluadas y no asi los flavonoides. También demostraron que frente a
Staphylococcus aureus solo las saponinas fueron efectivas. En este sentido es
probable que en nuestra investigacion se diera un fenOmeno similar aunque se
sabe que las familias quimicas estan representadas por compuestos disimiles en
familias botanicas diferentes e incluso en especies diferentes de un mismo género.
Los resultados de la actividad antiestafilococica de los extractos secos de hojas de
Siempreviva son similares a los obtenidos por Bhandari et al (2000) 43) frente a
Staphylococcus aureus quienes emplearon discos con 1 mg/disco de extracto
seco de Berberis asiatica.

En la actualidad no existe una organizacién o institucion que legisle o estandarice
las concentraciones de extractos secos vegetales u otro formulado
fitofarmacéutico a emplear en la evaluacion de la actividad antibacteriana de las
plantas medicinales por el método de difusion superficial en disco (Bauer-Kirby).
Es por ello que en la literatura aparecen valores de diametros de inhibicion del
crecimiento bacteriano que difieren mucho entre ellos, sin embargo, hay que tener
muy presente las concentraciones empleadas para ellos. En este sentido, los
estudios realizados por Mothana et al (2009) 43 con 26 especies de plantas
pertenecientes a 17 familias botanicas diferentes, en los cuales se realizaron
extracciones con metanol, los resultados arrojaron que 23 de estas plantas
mostraron actividad antiestafilococica con halos de inhibicién entre 8-31 mm de
diametro, pero para los ensayos emplearon 8 veces mayor la minima
concentracion efectiva en nuestros estudios.

Asi mismo, en un amplio estudio realizado por Duraipandiyan et al (2006), (43) en la
India, con 18 especies de plantas medicinales de ese pais frente a 9 cepas
bacterianas se muestran resultados similares a los obtenidos en nuestro trabajo.

Los resultados obtenidos por estos autores revelaron que para 3 de estas plantas



no se encontraron principios activos solubles en metanol con actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus. Por otro lado, para la minima
concentracion (1.5 mg/disco) que emplearon los autores en los ensayos, que es 3
veces mayor que la minima concentracion efectiva en nuestra investigacion, solo 3
de las 18 plantas evaluadas mostraron actividad antiestafilococica y con halos de
inhibicion muy similares a los obtenidos en nuestros estudios. Por lo antes
expuesto, podemos destacar que nuestros resultados son muy promisorios por
cuanto a concentraciones tan bajas como 0.5 mg/disco se obtienen halos de
inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus semejantes a los obtenidos
para estas tres plantas mencionadas anteriormente.

Por lo antes discutido, podemos sugerir que seria mas rentable el empleo de
formulaciones farmacéuticas preparadas a partir de las hojas de Siempreviva que
las preparadas a partir de cualquiera de las 16 plantas antes tratadas con
resultados inferiores a los obtenidos para Kalanchoe pinnata.

El hecho de que los extractos secos y tintura al 20 % de hojas de Siempreviva solo
mostraran actividad antibacteriana frente a la bacteria Gram-positiva
Staphylococcus aureus (ATCC) y no frente a las bacterias Gram-negativas, podria
explicarse por la diferencia estructural de la pared celular de estas bacterias. En
este sentido, la pared celular de las bacterias Gram-positiva es menos compleja y
carece de la propiedad de tamiz natural para grandes moléculas por presentar
poros no selectivos, lo cual debe permitir una penetracion mas facil de los
principios activos a través de ella. @43, 44) Otra posible explicacion podria estar
dirigida a que los principios activos tengan un mecanismo de accion especifico
frente a las bacterias Gram-positivas como lo tiene, por ejemplo, la penicilina, que
afecta solamente a las bacterias Gram-positivas; o por mecanismos de
acumulacion en la membrana. (43) No obstante, es preciso realizar evaluaciones de
la actividad antibacteriana frente a otras cepas bacterianas para poder llegar a una

conclusién mas fundamentada.



CAPITULO V

5. Conclusiones

» Se obtuvo extractos (etéreo, etandlico, acuoso), tintura al 20% vy
extracto seco, determinandose la composicion fitoquimica
preliminar y se comprobé que en este predomina alcaloides,
coumarinas, quinonas, flovonoides, fenoles, saponinas,
aminoacidos libres, antocianidinas, carbohidratos reductores,
acidos grasos.

» Se determino las especificaciones de la calidad de tinturas al
20%, las cuales se encuentran dentro de los rangos
establecidos, dentro de las normas NR313.

» Se demostré que la composicion del extracto seco es similar al
de la tintura al 20% con excepcién de alcaloides, quinonas, y
flavonoides.

» Se demostré mediante ensayos bioldégicos que el extracto seco
y la tintura al 20 % tienen accidén antibacteriana contra

Staphylococcus aureus.



CAPITULO VI

6. Recomendaciones.

» Determinar la MIC y la MBC de los extractos de Siempreviva
para la cepa de Staphylococcus aureus.

» Evaluar las formulaciones farmacéuticas de las hojas de
Siempreviva en pacientes afectados con enfermedades
producidas por Staphylococcus aureus.

» Realizar estudios de toxicidad a los extractos de la planta
estudiada.

» Ampliar los estudios in vitro a otros microorganismos no

empleados en dicho estudio, especialmente bacterias (G+).

» Aislar y purificar el o los principios activos responsables de la
actividad antibacteriana.

» Realizar los estudios de actividad antifungica de las hojas de
Siempreviva.

» Realizar estudios in vivo para corroborar las observaciones in

vitro.
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ANEXO I.

Evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos secos y tintura al 20 %
de hojas de Siempreviva (Kalanchoe pinnata), mediante el método de difusion

superficial en disco (Bauer-Kirby) frente a Staphylococcus aureus.

Halo de inhibicion de los  controles positivos

Kanamycin

Amikacin




Halos de inhibicidon de extracto seco y tinturaal2 0%

Extracto seco
400 pg/ disco

Tintura 20 %
—
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Staphylococeus aureus 1NN 00
Staphy lococel, coagulase-negative 100
5 pneumonize (for
penicillin G susceptibility) &0
Oxolinie Acd | oa-2 29
Penleilin P10 wu
Staphylococcus spp. [PP
Enterococcus spp. 10
L manocptogenes |
N gonormoeae dagii
Streptococdl (NOMeS. PREWNDNaE,
p-hemalytic anly) e rrasaco

Plperactilin FIP-100 100 g
Entembacrerisceae and Acinetobacter
B semiginosa

Plperactiin/
Tazobactam 9 TZP-110 1000 pg

Entemhacteriaceae and Acinetobacter 1|
Staphyiacoccus spp. b and B semuginos B
Polymyxin g 22,9d PB-300 3000
Quinupristin/Dalfopristn SYN-15 45105 ug
Staphylococous spp,
Enterococous faecium and
5. pyogenss® only
Rifampin A5 Sug
Staphyiococcus spp. and Enterococcus spp WY
Haemophilusspp. ©
5 pneumanize ®

Sparfloxadn SPX-5 5ug
Staphylocorcus spp
5 poeumoniae ®

Spectinomydn SPT-100 104 pig
N gonarmoeas 4

Streptomycin
Testing enterococd 5-300 300 pg

for high level resistance 1299

Entambacteriaceas 10 10 pg

Sulfisoxazole T G-.25 250 pg

Entemsbacteriaceas, P aerugingsa,
Adcinetobacter, staphylococd and W choleras ™

Telithramycdn TEL-15 15 g
5 aureus
Haemophilus spp.©
5 pneumaniae®

Tetracycline &% Te-30 30 pg

Enterbacteriaceasdd, P aeruginoss,
Acinetobacter®?, staphylocooc,
enterococc) ¥ and W cholerae ™
Haemophilusspp. ©
N gonormhoeae G U
5 pneumanize and other streptococe] ®
Ticardllin TIC-75 75 ug
Entembacterizeese and Acinetabacter
P aeruginosa
TieardHin/

Clavdanie Acid 9 Tin-85 75100 pg
Entembacteriaceas and Ao netobacter
P denpinosa
Staphylococews spp.
Tigecyeline TGC-15 15 ug

Enterobactenacegels S
5 awreus fincluding Mrsa)’
E. faecals (varcomycin-susceptible isolates on Iy]f
Streptococous spp. (other than 5 pneumomae}e-f
Tobrammydn NN-10 10 ug
Entembacterizeeas, P aeruginosa,
Acinetobacter ard staphylococd
Trimethoprim TMP-5 Sug
Entembacterizeeae and staphylocod
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Zone Diameter Interpretive Chart ¥

Zone Dlameter Control Zone
Interpretive Standands {nm) Diameter Limits (mm)
E. i R H. H. M. .
colf aurews aerugingsa  influenzae  influenzae  gonorhoess  pneumonEe
Antimicrobial Disc Fesi- Inter-  Suscep- ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
Agent Code Fotency | tant medisted tihleb | 25622 25823 17853 agait A4766< agzasd A9G198
Trimethoprim/ SXT .25 g
Sulfamethoxazole 23.75 pg a3-aoll 24-33  —
Enterobactenaceae, B aeruginosa,
Acinetobacter, staphylococd and ¥ cholerme ™ =i 11-15%  z16
Haemophilus spp. © <0 11-15 =zI6 24 -3¢ —
5 pneumonize & 5 16-18 19 20 - 2g#
Vancomyen Va-30 30 pg — 17-11 —
Staphpococaus spp. Y4 — — =15
Enterococcus spp. NAOMW i4  15-16 =17
5 pneusroniae ** and other streptococd ® — — =17 20-271%




