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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de
Allium cepa (cebolla) y Zingiber officinale (jengibre) en cuatro cepas bacterianas de importancia
clinica: Staphylococcus aureus, klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Enterobacter cloacae,
para ello se evalud algunos pardmetros como la seleccién del material vegetal el cual se
recomienda realizarlo desde perspectivas etnofarmacologicas. Para nuestro estudio se empled el
método de dilucion en agar para determinar la concentracion minima bactericida (CMB) y la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI), de acuerdo con los resultados, se evidenci6 que los
extractos alcoholicos de cebolla y jengibre presentaron un CMI de 50 ug/ml, capaz de inhibir el
crecimiento bacteriano. Se establecieron parametros de calidad e identificacion de los
fitoconstituyentes de las drogas vegetales en estudio, mismo que se basé en la identificacion,
pérdida de humedad y parametros de calidad de la droga como la determinacion de cenizas totales,
cenizas solubles en agua, cenizas insolubles en &cido clorhidrico y cromatografia en capa fina. Se
determiné desde los indices menores a los maximos establecidos, demostrando la calidad y pureza
de nuestra materia prima. El estudio quimico cualitativo se realiz6 mediante tamizaje fitoquimico
y de acuerdo con las reacciones de coloracién y precipitacion obtenidas, se evidencid la presencia
de alcaloides, triterpenos, taninos, flavonoides, fenoles, cumarinas y catequinas para ambas
especies. Finalmente, mediante el método de Kirby Bauer, se establecié la resistencia que
presentan las bacterianas en estudio frente a antibidticos comerciales: azitromicina y penicilina,
mediante esta prueba se establecié el poder bactericida que presentan los extractos en estudio. En
conclusion, las plantas que son utilizadas como alimento convencional representan un gran
potencial antibacteriano, razén por la cual es relevante realizar estudios sobre dichas especies para
descubrir posibles compuestos antimicrobianos naturales que ayuden a combatir diversas

infecciones.

Palabras clave: <TAMIZAJE>, <RESISTENCIA BACTERIANA>, <DROGA VEGETAL>,
<MICRODILUCION>, <KIRBY BAUER>.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antibacterial activity of Allium cepa (onion) and Zingiber
officinale (ginger) extracts on four bacterial strains of clinical importance: Staphylococcus aureus,
klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and Enterobacter cloacae, to this purpose some
parameters were evaluated, such as: the selection of the plant material, which is recommended to
carry out from ethnopharmacological perspectives. For our study, the agar dilution method was
used to determine the minimum bactericidal concentration (MBC) and the minimum inhibitory
concentration (MIC), according to the results, it was evidenced that the alcoholic extracts of onion
and ginger presented a MIC of 50 pg/ml, capable of inhibiting bacterial growth. Quality
parameters and identification of the phytoconstituents of the vegetable drugs under study were
established, based on identification, moisture loss and drug quality parameters such as the
determination of total ash, water-soluble ash, hydrochloric acid-insoluble ash and thin-layer
chromatography. It was determined from the lower indexes to the maximum established,
demonstrating the quality and purity of our raw material. The qualitative chemical study was
carried out by phytochemical screening and according to the coloration and precipitation reactions
obtained, the presence of alkaloids, triterpenes, tannins, flavonoids, phenols, coumarins and
catechins was evidenced for both species. Finally, the Kirby-Bauer method was used to establish
the resistance of the bacteria under study to commercial antibiotics: azithromycin and penicillin,
by means of this test the bactericidal power of the extracts under study was established. In
conclusion, plants that are used as conventional food represent a great antibacterial potential, that
is why it is relevant to carry out studies on these species to discover possible natural antimicrobial

compounds that help to combat various infections.

Keywords: <SCREENING>, <BACTERIAL RESISTANCE>, <VEGETAL DRUG>,
<MICRODILUTION>, <KIRBY-BAUER>.

Edison Hernan Salazar Calderén
C.1. 0603184698
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INTRODUCCION

Uno de los problemas méas alarmantes para la comunidad cientifica, tanto para Medicina Humana
como para la Veterinaria es el constante brote altamente mutagénico y peligroso que presentan
algunas cepas bacterianas a uno o0 mas antibacterianos, constituyendo un problema de salud
publica a nivel mundial. La resistencia antimicrobiana, es uno de los problemas principales dentro
de la salud publica, afectando a diversos paises con un impacto negativo en el control de
enfermedades bacterianas (Lépez, 2018, p. 11).

Pese a que las industrias farmacoldgicas han producido nuevos antibidticos durante las Gltimas
décadas, la resistencia a dichos farmacos por parte de los microorganismos ha incrementado,
generalmente, las bacterias tienen una capacidad genética de transmitir y obtener resistencia a los
farmacos, que se aplican como agentes terapéuticos. En contestacion a la necesidad de lograr
alternativas eficaces contra la resistencia antimicrobiana, se ha recurrido a la fitoquimica y

fitofarmacoldgica (Lopez, 2018, p. 11).

Las especies vegetales son una fuente fundamental de nuevos farmacos, poseen una creciente
demanda en compuestos antimicrobianos debido al incremento poblacional con inmunodepresion
y a la creciente resistencia a los antibioticos, lo cual constituye una amenaza mundial segln apunta
la Organizacion mundial de la salud (OMS) (Vivot et al. 2012, pp.133). EXiste un enorme conjunto de
sustancias naturales que tienen alguna actividad ante microorganismos, para lo que se ha planeado
la idea de implementar el uso de compuestos o sustancias naturales para el procedimiento de

patologias bacterianas como una opcién natural.

La utilizacion de los vegetales, constituye una importante alternativa terapéutica, obedece no solo
a los cambios culturales de muchos pueblos, sino también fundamentalmente al elevado costo de
los farmacos. En este sentido el analisis cientifico de las plantas medicinales es una fuente
importante para el hallazgo de nuevos farmacos que después se sintetizan, ademas posibilita un
entendimiento mas profundo de los vegetales que conduce a que varios productos naturales sean
identificados como fitofarmacos, o sea, compuestos que igualan el grado de los farmacos de

sintesis (Vivot et al. 2012, pp.133).

Los extractos de origen vegetal se han presentado de forma util y eficaz produciendo
principalmente un mecanismo de defensa contra infecciones en el control de crecimiento de

diversas bacterias. Por ello se ha generado el interés de investigar nuevos principios activos que



tengan actividad antimicrobiana como son los antibidticos, ya que gran parte de estos en la

industria farmacéutica han sido producidos por microorganismos (Lara, 2015, pp.1047).

En este contexto plantas como la cebolla y el jengibre surgen como una alternativa natural para
tratar las enfermedades de origen bacteriano. Si hablamos de la cebolla, esta es una alternativa
que brinda capacidad bactericida debido a que posee compuestos azufrados en el bulbo, tales
como la alicina, el disulfuro de alilpropilo y el disulfuro de dialilo, mientras que por su parte el
Jengibre debe su actividad antibacteriana debido a la abundancia de terpenoides que posee en su

estructura (Castillo, 2018, pp.1).

El presente Trabajo de Integracion Curricular; Tipo: Trabajo Experimental, esta enfocado en
evaluar la actividad antibacteriana de la Cebolla (Allium cepa) y el Jengibre (Zingiber officinale)
en cuatro cepas bacterianas tomadas del laboratorio de bacteriologia de la Facultad de Ciencias
(ESPOCH), mediante el método de microdilucion. Por consiguiente, para lograr cumplir la meta
planteada, se distribuye al proyecto de la siguiente manera:

* En capitulo 1. Se detalla el planteamiento del problema, objetivos y justificacion del proyecto,
en el cual esta enfocado determinar la actividad antibacteriana que poseen la cebolla y el jengibre
frente a ciertas cepas bacterianas

* En el capitulo Il. Las investigaciones previas de ambas especies vegetales y las referencias
tedricas mediante el cual se fundamenta la investigacion en base a los distintos conceptos
investigativos, por ende, se justifica todas las decisiones planteadas dentro del estudio.

* En el capitulo III. Se realiza un analisis del marco metodologico en el cual se obtiene la
poblacién a estudiar, y ademas se detalla de manera minuciosa como se realiza las diferentes
pruebas de control de calidad de los vegetales y la metodologia de microdilucion que se utiliza
para obtener la concentracion minima inhibitoria.

* En el capitulo IV. Interpretacion de datos, en la cual se explica cada uno de los resultados que

se obtuvieron a la largo de la investigacion.



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del Problema

En la actualidad el estudio cientifico de las plantas medicinales es de gran importancia para el
descubrimiento de nuevos farmacos que luego se sintetizan, y a su vez permite una comprension
maés profunda de los vegetales lo que conduce a que muchos productos naturales sean reconocidos
como fitofarmacos (Calachua, 2019, pp.2). Una probleméatica comdn hoy en dia, es que existen plantas
medicinales que tienen una actividad antimicrobiana conocida por la poblacién, sin embargo, no

han sido estudiadas fondo, con el fin de determinar sus beneficios.

La utilizacién de sustancias naturales en el tratamiento de diferentes enfermedades, incluidas las
de etiologia infecciosa, constituye en la actualidad un desafio en la medicina y se ofrece como

una alternativa, especialmente en aquellas dolencias para las que no existe un remedio adecuado
(Azuero et al., 2016, pp.12).

Las investigaciones se centran en terapias alternas mediante la utilizacion de extractos de plantas,
aceites esenciales, metabolitos secundarios etc. Hay una diversidad de procedimientos de
laboratorio para evaluar la actividad antibacteriana in vitro de un extracto o un compuesto puro.
Diversos bioensayos como la difusion en disco, la difusion de pozos y la dilucién en caldo o en
agar son procedimientos de uso comuin, pero los procedimientos citofluorométricos vy

bioluminiscentes de flujo no son muy utilizados ya que demandan de un equipo especializado
(Montero et al., 2018, pp.1544).

En las altimas décadas tanto en el Ecuador, como en otros paises del mundo, el uso indebido de
antibioticos ha tenido unas consecuencias negativas en la salud de las personas. Gracias a este
inadecuado uso de farmacos, las cepas bacterianas se han transformado, permitiendo con ello el
surgimiento de cepas multi resistentes. En la actualidad, los microorganismos de méas grande
inquietud para la sociedad cientifica son esas bacterias resistentes a los betalactamicos,

aminoglucdsidos y quinolonas (Serra, 2017, pp.310).

En nuestro pais, segun datos del afio 2008, emitidos por la Red Nacional de Vigilancia de

Resistencia Bacteriana de Ecuador (REDNARBEC), se ha reportado que a nivel comunitario la

resistencia de Shigella spp a tetraciclina fue del 96% y a ampicilina 93%, Salmonella spp fue

resistente a tetraciclina en un 30%. Escherichia coli era resistente a ampicilina y tetraciclina en
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un 71%, Staphylococcus aureus era resistente a eritromicina en un 30% Yy oxacilina en un 25%
(Gomez & Pinargote, 2020, pp.23).

Estudios demuestran que componentes esenciales de algunas plantas, vegetales y frutas contienen
sustancias como, aceites esenciales, compuestos fendlicos, que manifiestan actividad inhibitoria
en microorganismos como bacterias, mohos y algunas levaduras. En Ecuador los estudios de
Allium cepa demuestran que gracias a sus compuestos organosulfurados, estas presentan
inhibicién frente a algunos microrganismos como B. subtilis, Serratia marcenscens y algunas

micobacterias en medios microbiol6gicos (Mora & Ramos, 2020, pp.34)

Por otro lado, en los rizomas del jengibre estan presentes de forma natural sustancias fendlicas
como los gingeroles y los shogaoles que actlian en la captacidon de los radicales libresy
protegen las células del dafio oxidativo. Estas propiedades han sido documentadas en
microorganismos y se ha comprobado su efecto inhibidor. “De acuerdo con algunas
investigaciones, estas revelaron los efectos antimicrobianos de extracto de jengibre contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, y Escherichia coli, dandonos un indicio para

saber que puede ser un poderoso antibacterial” (Déavila, 2018, pp.9).

Este estudio, surge ante la necesidad de encontrar nuevas alternativas antibioticas que contribuyan
de manera efectiva a dar una solucién al problema de la resistencia bacteriana frente a los
antibioticos, o en su defecto, ayuden a la disminucion de brotes de enfermedades. Por tal razén
los resultados obtenidos mediante investigacion pueden contribuir a un mejor entendimiento de
la bioactividad de estas especies vegetales mencionadas anteriormente, y con ello se conoceran

los beneficios que éstas brindan a la poblacion.

1.2. Obijetivos

1.2.1. Obijetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos Allium cepa (cebolla) y Zingiber officinale

(jengibre).

1.2.2.  Objetivos Especificos

e Realizar el tamizaje fitoquimico de los extractos alcohdlicos de la Allium cepa (cebolla) y

Zingiber officinale (jengibre).



e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), de los extractos de Allium cepa y
Zingiber officinale frente a enterobacterias Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae,
Escherichia coli, y cocos gran positivos Staphylococcus aureus, utilizando el método de
microdilucién.

e Comparar la actividad antibacteriana frente antibiéticos comerciales.

1.3. Justificacion

La resistencia a los antimicrobianos es hoy una de las mayores amenazas para la salud mundial,
la seguridad alimentaria y el desarrollo. La utilizacion indebida de farmacos en la gente y los
animales, la falta de politicas de antibidticos y la no integracion a Guias clinicas por ciertos
expertos, aceleran esta peligrosidad y ademas se incurre en la prolongacién de los tratamientos,

por ende, de las patologias. (Serra, 2017. p. 311).

Al momento, uno de los problemas a los que se enfrenta la comunidad cientifica inmersa en el
area de Salud, es la creciente aparicion de cepas bacterianas resistentes a diversos antibiéticos,
por ello la busqueda de nuevas alternativas antibioticas se ha convertido en una prioridad en los
altimos afos, los esfuerzos de la comunidad cientifica se han depositado en el descubrimiento y

estudio de nuevos antibidticos. (Baptista et al., 2017. p. 18).

Ultimos estudios de la OMS revelan que son muchos los paises que carecen de instrumentos
fundamentales para hacer frente a la resistencia a los antibi6ticos, tales como sistemas bésicos de
seguimiento y monitorizacion del problema. Algunos paises han tomado medidas para la
prevencion de las infecciones mediante una mejor higiene, el acceso al agua potable, el control
de las infecciones en los centros sanitarios y la vacunacion, a fin de reducir la necesidad de

antibidticos (Yaguana, 2015. p. 1).

Como ultima medida se ha apostado por la investigacion y el desarrollo de nuevos productos
diagnosticos, antibidticos y otros instrumentos que permitan a los profesionales sanitarios tener
ventaja ante la resistencia emergente. En cuanto a la basqueda de nuevas alternativas antibioticas,
se ha recurrido, una vez mas, al uso de sustancias bioquimicas cuya procedencia suele derivar del
metabolismo de ciertos microorganismos y de otros organismos pluricelulares mas complejos

como plantas y algunos animales marinos (Yaguana, 2015 p. 1).

La evaluacion de la actividad antimicrobiana en la actualidad ha surgido del estudio de sustancias

quimicas que poseen algunas plantas y que tienen la capacidad de eliminar o inhibir el desarrollo



de microorganismos; sin embargo, debido a la comercializacion irresponsable de antibioticos en
las ultimas décadas ha contribuido a establecer un ambiente acogedor para las bacterias, lo que a

su vez ha provocado resistencia a los impactos tdxicos de los antimicrobianos (Serra, 2017. p. 311).

Existen ya grandes aportes que nos permiten idealizar y materializar proyectos encaminados a la
prevencion y tratamiento de enfermedades causadas por microorganismos resistentes a
antibidticos; estudios han demostrado que ciertas plantas como la cebolla, el ajo y el cilantro
presentan actividad antibidtica frente a microorganismos como Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y algunos tipos de Salmonella (Yaguana, 2015. p. 2).

Estudios realizados por (Munzén & Barreto, 2021. p. 30), revelaron que el extracto de cebolla
roja (Allium cepa) inhibe el desarrollo de levaduras. Su mecanismo es debido a la presencia de
diferentes metabolitos y éste se fundamenta en la inactivacion de diferentes enzimas como la
alcalina, fosfatasa, ureasa y papaina, asi como también las enzimas sulfhidricas. De igual manera
se ha evaluado la capacidad inhibitoria del jengibre y segln estudios de (Ayala, 2016. p. 5) “el
extracto de Jengibre posee un efecto inhibitorio sobre Staphyloccocus aureus, Escherichia coli,

Shigella fiexneri, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa”.

El presente trabajo de investigacion es muy relevante puesto que pretende aportar pruebas
concretas sobre la actividad antibacteriana de ciertos productos naturales, como lo es la cebolla y
el jengibre, mismos gque son usados en la vida diaria y que son de facil acceso para la poblacion

en general.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

En la actualidad el uso indiscriminado de antibiéticos se ha convertido en un problema de salud
a nivel mundial. La exposicion continua de las bacterias a medicamentos antimicrobianos ha
generado que estas se adapten y se hagan inmunes a su efecto. “La resistencia a los
antimicrobianos es uno de los problemas méas grandes para los sistemas de salud, la seguridad
alimentaria y el desarrollo, y puede afectar a todo tipo de poblacion independientemente de la

edad, sexo, raza o estatus social” (Serra, 2017, pp.310).

Los efectos de la resistencia antimicrobiana son medibles como el aumento en costos de
tratamiento, mayor tiempo de estancia hospitalaria, aumento de la mortalidad y morbilidad por
microorganismos que antes no eran patdgenos. Esto ademas contribuye a la falla en el tratamiento,
dificulta la aplicacién de guias, limitando el tratamiento empirico, y conduce al uso de antibiéticos

menos efectivos, o con efectos secundarios mayores (Serra, 2017, pp.310).

En las Ultimas décadas, la industria farmacéutica se ha dedicado exclusivamente a la produccién
de farmacos sintéticos, a lo largo de décadas, dejando atras la medicina ancestral que tomaba
como base, los extractos de las plantas medicinales. Si hablamos de Ecuador, este no es la
distincion, pues las plantas con caracteristicas medicinales representan una de los instrumentos
trascendentales en la medicina clasica, puesto que se vio que muchas plantas muestran actividad
antifungicas y antibacterianas capaces de encarar a distintas infecciones causadas por patégenos

resistentes a antibioticos (Mesa, 2017, pp.18).

La resistencia bacteriana ha crecido en los ultimos afios, por lo que es necesaria la busqueda de
nuevas dianas terapéuticas. La utilizacion de las plantas como agentes terapéuticos, se ha
mantenido a lo largo del tiempo y puede afirmarse que aproximadamente el 60-80% de la
poblacion mundial todavia depende de los tratamientos tradicionales que implican el uso de
extractos de plantas o de sus principios activos que utiliza la industria farmacéutica para elaborar

farmacos (Garcia & Diaz 2012, pp.10).

En este contexto, los compuestos bioactivos presentes en algunas plantas medicinales pueden

tener diversas actividades bioldgicas, tales como la accion antimicrobiana de Allium cepa, que es



utilizada, de forma etnofarmacolégica para el tratamiento de diversas enfermedades tales como la
tuberculosis, la diabetes, la hipertension, etc. (Cruz et al., 2016, pp.193).

Especies del género Allium, como es la cebolla, son buenas fuentes de nutrientes. Contienen
polifenoles y flavonoides, sin embargo, la concentracién de estos compuestos depende de la etapa
de crecimiento y de las condiciones ambientales en las que se encuentren. Se ha determinado que

las especies de cebollas coloradas contienen en su estructura mayor concentracion de flavonoides
(Mora & Ramos, 2020, pp.38).

De igual manera de acuerdo con un estudio realizado por Hang, en la Republica de corea, acerca
de las “propiedades antimicrobianas de las especies de Allium”, se comprobd la capacidad
antibacteriana de varias especies de Allium, incluyendo el ajo (A. sativum L.) y la cebolla (A. cepa
L.) y se determind que la actividad antimicrobiana del ajo es mayor. La actividad antimicrobiana
de las especies Allium ha sido reconocidos compuestos como la alicina, otros tiosulfinatos y sus
productos de transformacion que acttan inhibiendo el crecimiento de bacterias grampositivas y
gramnegativas (Sanchez, 2017, pp.7).

Por otro lado, estudios sefialan que el aceite esencial de jengibre produce efecto antimicrobiano
sobre la bacteria gram positiva E. faecalis, segun Hansan, la concentracion minima inhibitoria y
concentracién méaxima inhibitoria se evaluaron mediante el método de microdilucion después de
24 horas. Por lo que se deduce que el extracto de jengibre puede ser un prometedor agente

terapéutico profilactico (Guanoluisa, 2017, pp.66).

En la actualidad se registran innumerables investigaciones encaminadas a la exploracién de
nuevos compuestos con actividades bioldgicas, a partir de la evaluacion de actividades
antimicrobianas en extractos y aceites esenciales provenientes de plantas medicinales y

aromaticas. Para ello se emplea técnicas por su factibilidad y reproductibilidad”™ (Vera, 2018, pp.2).

2.2. Marco Conceptual

2.1.1. Resistencia Bacteriana

Las patologias ocasionadas por bacterias multidrogorresistentes (MDR) producen alta morbilidad
y mortalidad, por lo cual es fundamental entender las propiedades que definen la resistencia a
antibioticos en dichos microorganismos. Es importante nombrar que el fenémeno de resistencia
bacteriana es complicado y que los descubrimientos de susceptibilidad in vitro no siempre tienen
la posibilidad de traducirse a la practica clinica, variando conforme el escenario clinico y a los

farmacos accesibles en cada organizacién de salud (Icaza, 2017, pp.15).
8



La definicién tradicional de resistencia bacteriana cataloga a dichos microorganismos entre
resistentes o sensibles de acuerdo a la probabilidad de tartar las infecciones que generan con un
antibidtico determinado, logrando de esta forma el “éxito terapéutico” una vez que la bacteria es
susceptible y el “fracaso terapéutico” una vez que la bacteria es resistente. De esta forma, se han
establecido concentraciones minimas inhibitorias 0 CMI que organizan a las bacterias entre

susceptibles, resistentes o intermedias (Icaza, 2017, pp.15).

Gran parte de las bacterias presentan genes que, de manera natural proporcionan algun tipo de
resistencia a los antibioticos. Las causas de dicha resistencia son multiples, tanto desde el punto
de vista genético como bioquimico. Los dos métodos genéticos claves por los que un
microorganismo se hace resistente son la aparicion de alteraciones o la adquisicion de nuevos

genes por transferencia (Ibafiez & Navarro, 2019, pp.26).

2.1.2. Mecanismo de Resistencia

Para comprender la aparicion de bacterias resistentes, se necesita entender los mecanismos con
los que dichos microorganismos se adaptan a su ambiente y a condiciones adversas que estén
impidiendo su desarrollo habitual. Ademéas de mutaciones puntuales en el ADN bacteriano que
generen resistencia antibidtica, hay 3 mecanismos relevantes para la transferencia de material

genético o ademas llamada transferencia horizontal de genes (Icaza, 2017, pp.17).

Primeramente, la transformacion, es el procedimiento por medio del cual una bacteria trasfiere
informacién genética a otra mediante plasmidos. Estos plasmidos codificados por una pilosidad
en la superficie de una bacteria donadora, transmitira informacion genética a otra bacteria
receptora pegandose a su area y sirviendo como un puente para la transferencia de ADN (Hernandez,
n.d, pp.3)

En segundo lugar, en la transduccion la bacteria donadora inyecta ADN en la bacteria receptora
a través de bacteriofagos, que son segmentos de ADN recubiertos de proteinas que se adhieren a
la pared de la bacteria receptora. Este es el mecanismo mas practico de transferencia de genes de
resistencia entre bacterias y se estima que representa una fundamental tactica de intercambio
genético responsable de la evolucion bacteriana, no Unicamente referente a genes de resistencia a

antibiéticos (Munita & Arias, 2016, pp.466).



Por ultimo, la conjugacion ocurre cuando la bacteria donadora libera segmentos lineales de ADN
cromosomico que posteriormente podran ser absorbidos por otra bacteria receptora e incorporados

a su genoma (Hernandez, n.d, pp.3).

2.1.3. Tipos de Resistencia

Debido a la gran capacidad que tienen las bacterias para adaptarse, estas han desarrollado varios
mecanismos de resistencia a los antibiéticos, estos mecanismos pueden ser de origen natural o

adquirida.

2.1.3.1. Resistencia Natural

Esta se define como una caracteristica constante entre todas las 16 cepas de una misma especie
bacteriana y gque no tiene relacion con la dosis del agente antibidtico. Una evidencia de resistencia
intrinseca es la especie bacteriana Proteus mirabilis que mediante la presencia de un tipo de

lipopolisacarido reduce la similitud de la colistina a su sitio de accién (Rodriguez, 2020, pp.20).

2.1.3.2. Resistencia adquirida

Aparece por cambios puntuales en el DNA ya sea por mutacion o por la adquisicion de material
genético a través de plasmidos, trasposones e integrones. En el caso de la mutacion se dan casos
tales como la transformacion de una betalactamasa en una betalactamasa de espectro extendido,
o0 las mutaciones de los genes que codifican las porinas, con el consecuente bloqueo del ingreso

del antibidtico al interior del microorganismo (Yaguana, 2015, pp.9).

Desde el punto de vista molecular y bioquimico, existen basicamente tres mecanismos por medio

de los cuales una bacteria puede hacerse resistente a un efecto antibidtico, estos son:
2.1.3.3. Resistencia por inactivacion del antibiético
Es un procedimiento molecular que se distingue por la produccion de enzimas que van a llevar a

cabo esta funcion. Las enzimas que destrozan la estructura quimica, mas conocidas, son las beta-

lactamasas que se caracterizan por hidrolizar el nicleo beta-lactdmico rompiendo el enlace amida
(Samuria, 2020, pp.17).

10



2.1.3.4. Resistencia por alteracion del sitio blanco del antibiético

En este mecanismo se cambian algunos sitios concretos de la morfologia celular, como pared
celular, subunidad 50s, 30s ribosomales, etc. De esta manera la modificacion de enzimas
catalizadoras en la produccién de proteoglicanos celulares, otorgaran resistencia a los

betalactamicos, dados que es esta enzima su sitio de accion (Yaguana, 2015, pp.10).

La resistencia bacteriana concedida por los cambios del lugar en donde actda el antibidtico se
apoya en la modificacion de ciertos sitios especificos de la célula bacteriana como la membrana
celular, la pared celular, la subunidad 50S o la subunidad 30S ribosomales, entre otras. Referente
a las modificaciones a grado ribosomal tenemos la posibilidad de nombrar los cambios que
ocurren en las subunidades 30S y 50S los cuales son los sitios de accion de aminoglucosidos,

macrolidos, tetraciclinas y lincosamidas (Troncoso et al., 2017, pp.1216).

2.1.3.5. Resistencia por barreras de permeabilidad

Existen dos mecanismos de resistencia:

Resistencia por entrada disminuida del antibidtico: Este mecanismo se debe a los cambios

gue se otorgan en los receptores bacterianos especificos para los antimicrobianos o por
alteraciones estructurales en los elementos de envoltura de la célula bacteriana (membrana o pared
celular) que repercuten en la permeabilidad, asi como también a la pérdida de la funcion del
transporte activo por medio de la membrana celular o la expresién de bombas de eflujo las cuales

se activan en el instante en que el antibidtico se mete a la célula bacteriana (Troncoso et al., 2017,
pp.1216).

Resistencia por eflujo activo: Se da por la presencia de proteinas de membrana especializadas.

Se afecta la elaboracion de energia y se reduce no simplemente la entrada del antibiético, sino
gue a su vez las bacterias disminuyen la concentracion del antibiético y se promueve la extraccion

activa del mismo (Yaguana, 2015, pp.12).

2.1.4. Cepas Bacterianas

2.1.4.1. Caracteristicas de Klebsiella pneumoniae, y perfil de sensibilidad

Klebsiella pneumoniae es una bacteria que presenta una forma bacilar, anaerobia facultativa,

inmovil y cominmente encapsulada, ampliamente dispersa en el ambiente, y se presenta de

manera especifica en las superficies mucosas de mamiferos; en los humanos invade la nasofaringe
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y el tracto gastrointestinal. Son bacterias gramnegativas, la asimilacion y la fermentacion de

la lactosa se puede observar en el agar MacConkey donde las colonias son de color rosado
(Puenayan, 2018, pp.12).

Esta bacteria pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es la especie de mayor relevancia clinica
y la més estudiada dentro del género Klebsiella. Cominmente desarrolla una capsula que opera
como factor concluyente en la virulencia de la bacteria. La capsula resguarda al microorganismo
de la fagocitosis de los polimorfonucleares y de los elementos bactericidas séricos, inhabilitando

la activacién del complemento, especialmente del C3b (Puenayan, 2018, pp.12).

llustracion 1-2: Morfologia de cepas de Klebsiella pneumoniae

Fuente: Procedimientos microbioldgicos.

Klebsiella pneumoniae, posee una betalaclamasa cromosémica de amplio espectro, por lo que es
naturalmente resistente al amino y carboxipenicilinas. Gran parte de las cepas son sensibles al
resto de los preparados betalactamicos, entre ellos se incluyen los monobactamos. Esta se
caracteriza por presentar una betalactamasa denominada SHV-1, reconocida como de
codificaciéon plasmidica en la mayoria de las especies donde se ha detectado. Esta enzima las

puede hacer resistentes a ureidopenicilinas y cefalosporinas de primera y segunda generacion
(Schmidberger & Marin 2019, pp.3)

Los anfenicoles son antibiéticos derivados del acido dicloroacético, en ese grupo se describe el
cloranfenicol, que es un antibidtico bactenostatico, pero en altas concentraciones tiene accion
bactericida, es de amplio espectro y su mecanismo de accion consiste en unirse a la fraccién 50s
del ribosoma bacteriano para impedir la sintesis de proteinas por la bacteria. Actualmente se usa

el cloranfenicol como tratamiento para Kiebsiella pneumoniae. (Lépez, 2015, pp.15).
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2.1.4.2. Caracteristicas de Enterobacter cloacae y perfil de sensibilidad

La Enterobacter cloacae es una bacteria que pertenece al género Enterobacter, de la familia de
las Enterobacteriaceae. Son cepas no pigmentadas, la mayoria de las veces moviles, catalasa
positiva, oxidasa y ADNasa negativas, fermentan la glucosa, fermentan la lactosa por lo tanto se
observan como colonias rosadas en Agar McConkey, reducen los nitritos, reaccion de indol

negativa, decarboxilan la ornitina, no decarboxilan la lisina y son citrato y ureasa positiva (Silva &
Martinez 2018, pp.298).

La caracterizacion de especies dentro del complejo es complicada y necesita pruebas extras, como
la hidrdlisis de esculina, fermentacion del azucar, dulcitol y D-sorbitol, y produccién de

putrescina, entre otras (Silva & Martinez 2018, pp.298).

llustracion 2-2: Morfologia de cepas de Entorabacter claoace

Fuente: Procedimientos microbioldgicos.

Las tasas de resistencia antibidtica han aumentado globalmente durante los Gltimos afios, sobre
todo en los bacilos gramnegativos, debido a que presentan alto perfil de resistencia al producir

naturalmente betalactamasas cromosémicas inducibles AmpC (Jiménez et al. 2020, pp.166).

E. cloacae presenta una disminucion de la sensibilidad a fosfomicina y es el microorganismo con
menor porcentaje de sensibilidad a trimetoprim/sulfametoxazol y a
piperacilina/tazobactam. Durante el afio 2016 E. cloacae tuvo un descenso de la sensibilidad a
nitrofurantoina, con porcentajes de sensibilidad del 28%. Debido al gran nimero de mecanismos
de resistencia que puede desarrollar E. cloacae es recomendable realizar un antibiograma para
poder elegir el tratamiento més adecuado, hoy en dia, se recomienda incluir en las pruebas de

sensibilidad antimicrobiana (Jiménez et al. 2020, pp.169).
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2.1.4.3. Caracteristicas de Echerichia coli y perfil de sensibilidad

Echerichia coli es una de las especies bacterianas mas cuidadosamente estudiadas, y no
simplemente por sus capacidades patogénicas, sino también como sustrato y modelo de
indagaciones metabdlicas, genéticas, poblacionales y de diversa indole. Forma parte de la familia
Enterobacteriaceae, la misma que estd integrada por bacilos gramnegativos no esporulados,

moviles con flagelos peritricos o inmdviles, aerobios-anaerobios facultativos (Yaguana, 2015, pp.15).

Esta es una bacteria mesofila, su 6ptimo de desarrollo se encuentra en el entorno de la temperatura
corporal de los animales de sangre caliente (35-43 °C). E. coli se caracteriza por poseer bacilos
gramnegativos, no esporulante, produccién de indol a partir de triptéfano, fermenta la glucosa y
la lactosa con produccién de gas (Lopez, 2018, pp.10).
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lustracion 3-2: Morfologia de cepas de Echerichia coli
Fuente: (Yaguana, 2015).

En cuanto al tratamiento para esta bacteria, se puede sefialar que la sensibilidad de las diferentes
cepas de E. coli varia ampliamente. Los antibidticos que generalmente son empleados pueden
para tratar infecciones ocasionadas por esta bacteria incluyen amoxicilina, y ademas penicilinas
semi-sintéticas, algunas  cefalosporinas,  Aztreonam, carbapenems, Nitrofurantoina

Ciprofloxacina, y los aminogluc6sidos (Yaguana, 2015, pp.41).

Las quinolonas son sustancias poderosas contra bacterias gramnegativas, Utiles para el tratamiento
antimicrobiano. Las quinolonas de segunda generacion como el norfloxacino y el ciprofloxacino
presentan una mayor actividad ante gérmenes gramnegativos, por lo que se suele usar como
tratamiento frente a las infecciones causadas por cepas de E. coli. También se ha empleado el uso
de farmacos como trimetoprima-sulfametoxazol, nitrofurantoina o fluoroquinolonas, no

obstante, muchas cepas se han vuelto resistentes a estos antibidticos (Arés et al., 2017, pp.83).
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2.1.4.4. Caracteristicas de Staphylococcus aureus y perfil de sensibilidad

Staphylococcus aureus es un microorganismo de dificil tratamiento y es capaz de colonizar e
invadir las células de su hospedero, lo cual es posible debido a su fisiopatologia, donde se hallan
mecanismos de resistencia como la creacion de biopelicula las cuales producen una matriz
extracelular constituida primordialmente por proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos. La
formacion de esta matriz causa que la interaccién de los antibioticos con las bacterias no se dé de

manera adecuada generando fallas en los tratamientos (Pasachova et al., 2019, pp.28).

Taxondmicamente el género Staphylococcus se encuentra en la familia bacteriana
Staphylococcaceae. El género Staphylococcus contiene al presente 32 especies y 8 subespecies
aerobias y anaerobias facultativas. Esta bacteria esté clasificada como un coco grampositivo que

se agrupa en racimos, § hemolitico, catalasa y coagulasa positivo (Pasachova et al., 2019, pp.28).

llustracion 4-2: Morfologia de cepas de Staphylococcus aureus
Fuente: (Yaguana, 2015).

Uno de los primeros antibioticos, que se solia utilizar para el tratamiento de S. aureus es la
penicilina, sin embargo, debido a la gran resistencia que estos han presentado, hoy en dia menos
del 10 por ciento de las cepas presentan susceptibilidad a este farmaco. Por lo que se ha optado
por utilizar los derivados de la penicilina como la amoxicilinaclavulanico y ampicilina-sublactam,

como tratamiento frente a S. aureus (Yaguana, 2015, pp.14).

La cefazolina es una cefalosporina de primera generacion utilizado para el tratamiento de las
infecciones invasoras por S. aureus de la sangre y el corazén, sin embargo, la cefazolina no puede
penetrar bien en el liquido cerebroespinal y, por lo tanto, es ineficaz contra el centro de las
infecciones del sistema nervioso. Debido a la gravedad de la enfermedad, el antibidtico se

administra generalmente por via intravenosa (Yaguana, 2015, pp.14).
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La vancomicina se utiliza para tratar infecciones causadas por S. aureus resistente a la meticilina
(MRSA), este antibiotico, con quien se tiene una mayor experiencia clinica, y la teicoplanina,
constituyen uno de los farmacos de primera eleccidn en el tratamiento de las infecciones causadas
por cepas SARM (Camarena & Séanchez, n.d, pp.23). La combinacion de los antibiGticos
Trimetoprim/sulfametoxazol (TMP/SMX) se puede utilizar para tratar infecciones causadas por

cepas sensibles a meticilina y resistente a la meticilina de S. aureus (Yaguana, 2015, pp.15).

2.1.5. Alternativas Antibioticas

Los principales problemas de resistencia detectados en América Latina lo producen las bacterias
gramnegativas, principalmente los bacilos no fermentadores como Pseudomonas sp. y
Acinetobacter sp, Escherichia sp. y Klebsiella sp, Enterobacter sp. y otras enterobacterias como
Serratia sp. y Citrobacter sp. (Lopez et al., 2016, pp.195). Frente a tal problematica es importante
regionalizar los estudios, analizando los efectos de potenciales plantas con propiedades
antibioticas sobre patgenos aislados localmente.

Debido al incremento de casos de resistencia a antibioticos, la ciencia médica lleva a cabo nuevas
maneras de combatir infecciones microbianas y sobre todo nuevos constituyentes quimicos
naturales. Existe una infinidad de plantas y especias con reconocidas propiedades y virtudes

terapéuticas para curar o aliviar enfermedades y varios tipos de infecciones (Yaguana, 2015, pp.19).

Generalmente, la multirresistencia se ha desarrollado debido al uso indebido de antibioticos
comerciales usados habitualmente para tratar las patologias infecciosas. Tal situacién, asi como
la aparicion de efectos indeseables de algunos antibidticos, ha llevado a los cientificos a averiguar
novedosas sustancias antimicrobianas partiendo de plantas consideradas popularmente
medicinales. Los ensayos realizados hasta este momento revelan que las plantas representan una

potencial fuente de nuevos agentes antimicrobianos (Mendoza et al., 2019, pp.145).

2.1.6. Plantas con propiedades antibidticas

La industria farmacéutica, por mucho tiempo ha producido antibiéticos procedentes de
microorganismos tipo levaduras u hongos, y se ha dejado de lado a las plantas, sin tomar en cuenta
que las plantas superiores producen antimicrobianos como mecanismo de defensa contra
infecciones o pueden ser sustancias constituyentes del metabolismo celular; entre las principales

sustancias con actividad antibidtica tenemos alcaloides, cumarinas, fenoles simples, flavonas,
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quinonas y taninos (Yaguana, 2015, pp.20). Entre las plantas con actividad antibidticas més

importantes tenemos:

e Allium sativum (Ajo): Se utiliza el bulbo. Tiene actividad antiviral, asi como también
antibacteriana. El principio activo que le otorga tales caracteristicas es un aminoacido
azufrado, la alicina.

e Coriandrum sativum (Cilantro o Culantro): Se usan las hojas. Su aceite tiene propiedades
antibidticas frente a bacterias Gram negativas.

e  Cuminum cyminum (Comino): Su aceite esencial presenta una marcada accion antibacteriana
y antiflngica. EI compuesto que le otorga tal efecto es el cuminaldehido.

e Origanum vulgare (Oregano): Los extractos acuosos y alcoholicos, asi como el aceite
esencial poseen una poderosa actividad antimicrobiana frente a cepas de Escherichia coli y
Bacillus cereus.

o Allium cepa (Cebolla): La actividad antimicrobiana de las especies Allium ha sido
reconocidos, con alicina, otros tiosulfinatos y sus productos de transformacién que actGan
inhibiendo el crecimiento de bacterias grampositivas y gramnegativas.

e Zingiber officinale (Jengibre): Los aceites esenciales de jengibre origina un efecto

antimicrobiano sobre agentes microbianos como E. faecalis, y S. mutans (Yaguana, 2015, pp.20).

2.1.7. Allium cepa (Cebolla)

La cebolla, Allium cepa., es una planta monocotileddnea herbacea bienal que cominmente se
cultiva como planta periddica, menos para producir semilla. La cebolla pertenece a la familia
Alliaceae. El género Allium es uno de los mas amplios y diversos, con aproximadamente 500
especies, siendo la cebolla la méas significativa de ellas. Bajo este mismo género también se hallan

otras plantas cultivadas de importancia, como el cebollin, el ajo y el puerro (Rullan, 2012, pp.167).

2.1.7.1. Origen

Se especula que el origen de la cebolla se remota oeste de Asia, probablemente en la zona donde
se encontraba la antigua Persia. De acuerdo con lo observado en tumbas del antiguo Egipto, su
uso por el ser humado data de tiempos arcaicos, esto tan temprano como 3,200 a 2780 A.C. Su
induccién al norte de Europa sucedi6 aproximadamente 500 D.C., al comienzo de la Edad Media.

Actualmente, este cultivo se encuentra esparcido por casi todas partes del mundo (Rullén, 2012,
pp.167).
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2.1.7.2. Caracteristicas de la planta

Morfologicamente la cebolla esta descrita como una planta herbécea, cuya parte comercial es un
bulbo tunicado, que presenta variacion en la forma, color, pungencia, tamafio y conservacion pos-

cosecha (Rullan, 2012, pp.167).

e Hojas: Son contrapuestas y alternas, lanceoladas, compuestas por una vaina envolvente y una
lamina fistulosa hueca y ovalada. Cada hoja nueva nace por medio de un poro que se abre
entre el limite de la vaina y la lamina, de modo que la lamina externa envuelve a todas las
hojas agrandadas. El conjunto de las vainas circundantes compone un drgano hinchado
denominado botanicamente bulbo tunicado.

e Sistema radicular: Es de tipo fasciculado, formado por raices adventicias originadas en el
tallo cénico durante el desarrollo vegetativo. Gran parte de las raices estan inmersas a una
profundidad de 25 cm y lateralmente a 15 cm.

e Tallo: Tiene forma de disco, con entrenudos muy cortos, forma la base del bulbo y se ubica
debajo del nivel del suelo. En el centro del disco caulinar se encuentra el meristemo apical en
donde germinan las hojas.

e Bulbo: Se forma a partir del aumento de las hojas basales (catéfilas) donde se acumulan las
sustancias de reservas. Suelen diversas formas y colores.

o Flores: frecuentemente son vistosas, de color blanco o lila, agrupadas en una inflorescencia
del tipo umbela. Son hermafroditas, pero no son autdgamas pues poseen protandria, que es la
liberacion del polen antes de que el estigma esté receptivo.

e Fruto: se presenta en forma de capsula trilocular que contiene de una a dos semillas por
I6culo.

o Semilla: es pequefia, de superficie lisa mientras crece, de color negro, y arrugada al madurar,

debido a la pérdida de agua. Luego de la cosecha muestra dormicién cerca de dos semanas
(Rullén, 2012, pp.167).

lHustracion 5-2: Allium cepa

Fuente: (Hurrell et al., 2005).
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2.1.7.3. Principales componentes

Los componentes quimicos vitales responsables de la accién terapéutica en las cebollas son los

gue a continuacion se describen:

o Componentes sulfurados: monosulfuros, disulfuros, tiosulfinatos, tiosulfonatos, trisulfuros,
cepaenos, sulfoxidos, didxidos de azufre, zwielanos.

¢ Flavonoides: isorhamnetina, quercetina, kaempferol.

o Aceite esencial: alicina y disulfuros.

e Antocianinas.

e Acidos fendlicos: protocatéquico, acido ferulico, acido galico.

e Saponinas y/o sapogeninas: gitogenina, sitosterol, cido oleandlico,

e Fructosanos y fructooligosacaridos: acroleina, glucoguina, pectina, adenosina, inulina.

e Vitaminas: Vit. C, complejo B, Vit. E, provitamina A.

e Minerales: Fosforo, Azufre, Calcio, Potasio, Sodio, etc

2.1.7.4. Efecto antibidtico y mecanismo de accién

Segun la Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, Allium cepa es rica en
nutrientes ya que posee dos grupos quimicos que han sido Utiles y favorecedores para la salud
humana como son: los flavonoides y los alquilcistein sulfénicos (ACSOs). Dentro de los
flavonoides se encuentran dos subgrupos de moléculas de antocianidinas, En el bulbo se
encuentran presentes compuestos azufrados, como la alicina, el disulfuro de alilpropilo y el

disulfuro de dialilo, le brinda su capacidad bactericida. (Mora & Ramos, 2020, pp.37).

Estudios confirmativos sobre alicina volatil y otros tiosulfinatos, que dan sensacion de ardor
producido por las familias Allium, son agentes antimicrobianos. Los tiosulfinatos se descomponen
para llegar a formar compuestos azufrados adicionales, incluyendo dialil, metil alilo y dipropil
mono-, di-, tri-tetra-sulfuros sin perder actividad antimicrobiana. ElI género Allium es
caracterizado porque posee elementos polares de origen esteroidal y fendlico, a menudo
glicosilados, que tienen actividad antimicrobiana. Algunos compuestos organicos nitrogenados,
como alcaloides y polipéptidos, también se han aislado de estas plantas y han mostrado actividad

antimicrobiana. (Salvador, 2017, pp.17)

El primordial efecto antimicrobiano de la alicina se debe a la reaccién quimica de la misma con

diversas enzimas pertenecientes al grupo thiol, En el caso de las bacterias, la alicina inhibe las
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enzimas acetato quinasa y la fosfotransacetil-CoA sintetasa, fundamentales para la formacion de
acetil-CoA. Un estudio ha mostrado también que la alicina inhibe la sintesis de proteinas y de
ADN, sin embargo, el efecto inhibitorio en la sintesis de ARN es inmediato, lo que apunta que

este podria ser su blanco principal sobre el cual opera. (Yaguana, 2015, pp.22).
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llustracién 6-2: Molécula de Alicina

Fuente: Fitoterapia.

2.1.8. Zingiber officinale (Jengibre)

El jengibre, es una planta herbacea que forma parte de la familia de las zingiberaceas. La porcion
que se come es el rizoma. Es una especie vegetal que se usa en la elaboracion de alimentos, y es

apreciado por sus efectos medicinales desde tiempos antiguos (Salgado, 2011, pp.169).

2.1.8.1. Origen

Es una planta cuyo comienzo se remota en el sudeste asiatico, exactamente del area de Indomalaya
al sur de Asia, donde se cultiva desde hace 3.000 afios. Habituada en Jamaica, en las Indias,
Africa, México, Occidentales, y en la Florida. Su cultivo es muy afiejo, especialmente en China,

en Europa fue reconocido desde la antigliedad por griegos y romanos (Blas, 2017, pp.2).

2.1.8.2. Caracteristicas de la planta

Morfologicamente el jengibre, esta definida como una planta herbacea, cuya parte productiva es

el rizoma.

e Rizoma: Tubérculo articulado, generalmente tiene la forma de mano, a los cuales se les
denomina rizomas, es la parte fundamental de la planta, de un olor fuerte aromatico; posee un
sabor agrio, picante. Sus rizomas presentan un color cenizo por fuera y por dentro tiene un
color blanco amarillento.

e Hojas: Son oblongas, lanceoladas, situadas a lo largo del tallo en dos lineas paralelas como

las de maiz.
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o Flores: Son, amarillas, sésiles y labios purpUreos, unidas en una espiga densa al extremo del
tallo, muy vistosas, estdn colocadas en espigas coOnicas y soportadas por escamas
empizarradas.

e Fruto: Secoy valvoso.

lustracion 7-2: Zinger officinale

Fuente: Fitoterapia.

2.1.8.3. Principales componentes

Los componentes quimicos responsables de actividad terapéutica en el jengibre son los que a

continuacion se detallan:

e Terpenos: farneseno, felandreno, zingibereno, a-curcumeno, dextrocamfeno, pinol, linalol,
geraniol, citral, borneol, B-bisaboleno, metilheptenona zingiberol

e Aldehidos: decilicos y nonilicos.

e Resina: A este compuesto se debe gran parte de su sabor picante pues posee compuestos
fendlicos como el gingerol (0,6-1,4%) y shogoal o zingiberona.

¢ Diarilheptanoides: gingerenonas A y B. Ceras,

e Vitaminas: Vit. A.

« Minerales: Calcio, Azufre, Potasio, Fésforo, Sodio, Magnesio, etc (Castillo, 2018, pp.91).

2.1.8.4. Efecto antibidtico y mecanismo de accién

Sus propiedades medicinales se atribuyen a una molécula organica denominada gingerol. Este es
un compuesto activo del jengibre fresco. Se encuentra habitualmente como un aceite de color
amarillento penetrante, pero también puede poseer una forma sélida cristalina de bajo punto de
fusion. Quimicamente el gingerol, es un pariente de la piperina y capsaicina, los compuestos que
le otorgan a los chiles y la pimienta negra sus respectivos grados de picantes (Guanoluisa, 2017,
pp.-25).

Por otro lado, los terpenos que son los encargados del olor fuerte aroméatico poseen un efecto

antimicrobiano, antiviral, antitumoral y alimenticio utilizado como condimento, por eso su
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importancia en el &mbito medicinal. También se ha verificado que el citronelol, geraniol, linalol
acta en contra de un gran numero de bacterias perjudiciales incluso frente aquellas

antibiorresistentes, al igual que hace efecto contra hongos (candida) y hasta levaduras (Guanoluisa,
2017, pp.25).

De acuerdo con la biblioteca digital de la Medicina Tradicional Mexicana, el jengibre tiene
caracteristica antiinflamatorias, anticancerigenas, antiespasmaodicas, cardioprotectoras, promueve
el correcto funcionamiento del intestino, actla frente a enfermedades del sistema respiratorio
(asma y resfriado comdn) y muestra actividad antibidtica frente a Bacillus subtilis, Pseudomona

aeruginosa, E. coli, Proteus bulgaris, S. typhi, Serratia marscescens, P. fluorescens (Ojeda &
Beltran, 2018, pp.3).
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lustracion 8-2: Molécula de Gingerol

Fuente: Fitoterapia.

2.1.9. Metodologia para evaluar la actividad antibacteriana

2.1.9.1. Método de Dilucion

La técnica de dilucién en agar o en caldo como examen de susceptibilidad microbiana se usa para
establecer la concentracion minima bactericida (MBC) y la concentracion minima inhibitoria
(MIC), misma que se define como la concentracion méas baja de sustancia que puede inhibir el
desarrollo de un microorganismo luego de incubar por 24 horas, y la (MBCs) como la
concentracién mas baja que puede evitar el crecimiento de un organismo luego de subcultivar en
un medio independiente del compuesto evaluado, estas variables son un instrumento para

investigar nuevos antimicrobianos (Bucay, 2018, pp.23).

En el método de dilucidn en caldo, son usados tubos o microplacas (microdilucion) que tienen
concentraciones crecientes del extracto vegetal. El organismo en andlisis es inoculado en los

diferentes tubos o pozos de las microplacas y la MIC es definida luego de la incubacion (Bucay,
2018, pp.23).

En este procedimiento, las cajas se siembran por profundidad con una cierta concentracion de

extracto vegetal, después se inoculan con el microorganismo en analisis y se incuban por 24 horas,
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luego de ésta, se revisa si el microorganismo crece o no todas las cajas, la primordial desventaja

de este método es la porcidn necesaria de muestra a evaluar (Bucay, 2018, pp.24).

Las metodologias de microdilucion en caldo son una técnica eficaz para determinar MIC, en un
enorme conjunto de muestras. La virtud sobre los procedimientos de difusion radica en un
crecimeinto de la sensibilidad para porciones pequefias, lo que es fundamental una vez que se
labora con productos naturales, ademds posibilita distinguir entre un efecto bactericida o
bacteriostatico (Bucay, 2018, pp.24).

Determinacion de la MIC: La cuantificacién de la accion in vitro de los antimicrobianos se

valora comunmente mediante algunas de las variantes de los procedimientos de dilucion. La MIC
se ha determinado como "Gold Standard" ante otros procedimientos que evallan susceptibilidad
antimicrobiana; asimismo de confirmar resistencias inusuales, da respuestas definitivas una vez

que el resultado obtenido por otros métodos es indeterminado (Ramirez, 2009, pp.3).

La potencia viene dada por:

» Concentracién minima inhibitoria (MIC): es la menor concentracién de antibiético iddnea
para inhibir el crecimiento de 105 bacterias en 1 mL de medio de cultivo, tras 18-24 horas de
incubacion.

» Concentracién minima bactericida (MBC): es la menor concentracion capaz de eliminar o

matar 105 bacterias en 1 ml de medio de cultivo, tras 18-24 horas de incubacion (Ramirez,
2009, pp.3).

Para la determinacion de la Concentracion minima inhibitoria (MIC) y Concentracion minima
bactericida (MBC) se inoculan tubos con disoluciones conocidas del antimicrobiano. Después se
establece cual inhibe el crecimiento bacteriano al cabo de 24 horas. Para calcular la MIC, se hace
un subcultivo en medio independiente de antibidtico e incuba por otras 24 horas. En los tubos
donde no hay desarrollo bacteriano se debe a que previamente se habian muerto todas. De esta

forma se puede aludir que un farmaco bactericida es bacteriostatico a menores concentraciones
(Bucay, 2018, pp.24).

Una vez determinada cual es la MIC (in vitro), se contrastan con las concentraciones plasmaticas
que se alcanzan in vivo a las dosis terapéuticas comunmente prescritas para cada antimicrobiano

y el resultado y se genera como: Susceptible (S), intermedio (1) y resistente (R).
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Tabla 1-2: Interpretacion de los resultados en el antibiograma

Susceptibilidad Cepa es inhibida a las concentraciones normales alcanzadas
(S) en tejidos

Intermedio (1) Evitarse si existen otros antimicrobianos mas efectivos

Resistente (R) Cepa no es inhibida a las concentraciones normales en tejidos

Fuente: (Bucay, 2018).
Realizado por: Huerta, M. 2022.
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Lugar de la investigacion

Este estudio in vitro se realizd en los laboratorios de Productos Naturales, Tecnologia
Farmacéutica, Laboratorio de Bacteriologia y Laboratorio de Analisis de Quimica Analitica de la
Facultad de Ciencias de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo Riobamba- Ecuador.

3.2.Tipo y disefio de la Investigacion

3.2.1. Tipo de investigacién

El presente estudio es de tipo experimental, pues el investigador manipula las condiciones de la
investigacion, de tal manera se realizd una valoraciéon para determinar la efectividad de la
actividad antibacteriana de los extractos alcoh6licos de cebolla y jengibre, y sus resultados seran
expresados de manera cuantitativa.

A su vez se aplicdé un método Comparativo, pues el mismo permite contrastar los resultados del
experimento, y establecer si existe diferencia significativa entre los agentes antimicrobianos
(extractos de de Allium cepa y Zingiber officinale frente a enterobacterias Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, y cocos gran positivos Staphylococcus aureus, utilizando
el método de microdilucion. Por otro lado, el estudio es prospectivo porque sus datos seran

registrados conforme ocurre del proceso de experimentacion.

3.2.2. Disefio de la investigacion

El disefio en el que se basa esta investigacion, es experimental, debido a que se dio la
manipulacién de la variable independiente con el proposito de evaluar la concentracién minima
inhibitoria de los extractos a la cual se presenta la actividad antibacteriana.

3.2.3. ldentificacion de variables

e Variable dependiente: Evaluacion de la actividad antibacteriana en cepas bacterianas
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e Variable independiente: Extractos alcohodlicos de las plantas Allium cepa y Zingiber
officinale
Concentraciones de extracto alcoholico: 96%

3.3.Poblacién de estudio y/o tamafio de muestra y/o método de muestreo

3.3.1. Poblacidn de la variable dependiente

Para corroborar la efectividad de la actividad antibacteriana de las especies Allium cepa y Zingiber
officinale, se realiz6 un estudio in vitro, sembrando cepas bacterianas de Klebsiella pneumoniae,

Enterobacter cloacae, Escherichia coli, y Staphylococcus aureus.

3.3.2. Poblacion de la variable independiente

La poblacion de estudio son las partes aéreas de Allium cepa y Zingiber officinale. La recoleccién
del material vegetal se realizara en el mercado mayorista de la ciudad de Riobamba, mediante un
muestreo aleatorio simple para obtener aproximadamente 7000g de las especies vegetales en

estudio. Para la recoleccion del material vegetal se tomaran en cuenta los siguientes criterios:

3.3.2.1. Criterios de inclusién

Se toman en cuenta criterios como las mejores especies vegetales que presenten buen estado, cuya
parte de la planta a analizar se encuentre en muy buen estado y no exista ningin factor que

intervenga en el estudio.

3.3.2.2. Criterios de exclusién

Se excluyen de la investigacion aquellas plantas que presenten dafios por accion de animales o
insectos, ejemplares que presenten deterioro por agua o viento. Plantas que se encuentren en

proceso de descomposicidn o con contaminacion microbioldgica.

3.3.3. Técnica de recoleccion de datos

Para la determinacion de la efectividad de la actividad antibacteriana de los extractos de la cebolla
y el jengibre, se procedio a sembrar cultivos bacterianos y se determiné la capacidad minima

inhibitoria de los extractos mediante la técnica de microdilucion. Por otro lado, para verificar la
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calidad de cada uno de los extractos, se realizd ensayos organolépticos, fisicoquimicos y

microbiolégicos.

lustracion 1-3: Procedimiento general para la evaluacion de la actividad antibacteriana de la

Cebollay el Jengibre
Realizado por: Huerta, M. 2022.
3.4. Material, Equipos y Reactivos

3.4.1. Materia prima vegetal

La materia prima vegetal conocida como Allium cepa (Cebolla) y Zingiber officinale (Jengibre),
fueron recolectadas en la Provincia de Chimborazo, en la ciudad de Riobamba en el Mercado

Mayorista.
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3.4.2. Material biol6gico

Para este ensayo in vitro, se empled cuatro cepas bacterianas: enterobacterias como la Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, y cocos gran positivos como
Staphylococcus aureus, mismas que fueron cultivadas en el Laboratorio de Bacteriologia de la
Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Estas fueron activadas y

cultivadas en agar cerebro corazoén.

3.4.3. Materiales

Tabla 1-3: Materiales

Crisol de porcelana Vaso de precipitacion de 50 mL Pipetas graduadas de 5 mL
Pinzas de crisol Vaso de precipitacion de 25 mL Pipetas graduadas de 1 mL
Frascos ambar Vaso de precipitacion de 100 mL 100 tubos de ensayo

Papel de filtro Vaso de precipitacion de 250 mL Gradilla

Papel aluminio Probeta de 50 Ml Espéatula

Kitasato Probeta de 100 mL Pizeta

Mechero Pipetas graduadas de 10 mL Vidrio reloj

Pera de succion Capilares Espatula

Cuba Frascos tipo splash Guantes

Placa de silicagel Cajas Petri Mascarilla

Mandil

Realizado por: Huerta, M. 2022.

3.4.4. Equipos

Tabla 2-3: Equipos

Mufla. Balanza analitica Bomba al vacio
Desecadora Calculadora Rotavapor
Estufa Sorbona Estufa de secado
Liofilizador Cémara UV Bafio maria

Realizado por: Huerta, M. 2022.

28



3.4.5. Reactivos

Tabla 3-3: Reactivos

Acido clorhidrico al 10 %

Hidroxido de sodio al 10%

Reactivo Wagner

Agua destilada

Acido clorhidrico concentrado

Reactivo Dragendorff

Acido nitrico

Hidroxido de amonio

concentrado

Reactivo Fehling A

Solucidn de nitrato de amonio
10g/100mL

Acido sulfdrico concentrado

Reactivo Fehling B

Peroxido de hidrégeno

concentrado

Hidrdxido de potasio al 5%

Solucién patrén de Solasodina

Etanol

Cloroformo

Anhidrido acético

Magnesio metalico

Reactivo Mayer,

Reactivo Rosenthaler

Cloruro férrico al 1%

Reactivo de gelatina

Realizado por: Huerta, M. 2022.

3.5. Técnicas y Métodos

Para estimar o evaluar las drogas vegetales, se establece ciertos métodos en los que se establece
su calidad y pureza. La calidad de la droga vegetal se traduce en su valor intrinseco o lo que es lo
mismo la cantidad de compuestos activos presentes en ella. Por lo que la evaluacion de las drogas
se ejecuta por distintos métodos como son: la percepcion y el analisis fisico — quimico.

Los métodos utilizados para el control de calidad de las drogas crudas fueron los siguientes:

3.5.1. Ensayo botanico

3.5.1.1. Recoleccion de plantas e identificacion hotanica (Analisis macromorfologico)

Para la presente investigacion se utilizé las plantas de Allium cepa (Cebolla) y Zingiber officinale
(Jengibre), los cuales fueron lavados con agua purificada y secados en la estufa a 40° C y 55° C,
respectivamente por 72 horas y trituradas hasta obtener pequefias particulas a lo cual se le conoce
como material vegetal seco y triturado.

Para la identificacion del material vegetal, se realiz6 en el Herbario Politécnico Chimborazo
(CHEP) de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, sin embargo, el Ing. Jorge Marcelo
Caranqui Aldaz, indicé que, al ser estas plantas exdéticas, no necesitan ningun permiso para poder

trabajar con las mismas.
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3.6. Procedimiento general

3.6.1. Caracteristicas organolépticas de la planta Allium cepa

Para la seleccion de la planta, se tomo en cuenta sus caracteristicas organolépticas tales como las
gue se describen a continuacion:

e Forma: globosa, esférica o elipsoidal.

e Tamafio: su diametro fluctia entre los 3 y los 10 centimetros.

e Peso: su peso medio se encuentra entre los 100 y los 250 gramos.

e Color: blanco, amarillo, rojo intenso, viol&ceo o con o sin vetas.

e Sabor: usualmente picante, sin embargo, de acuerdo a la variedad también las hay dulces.

3.6.2. Caracteristicas organolépticas de la planta Zingiber officinale

Para la seleccion de la planta, se tomo en cuenta sus caracteristicas organolépticas tales como las
gue se describen a continuacion:

¢ Forma: mano regordeta.

e Color: marrén por fuera y blanco-amarillento

e Sabor: tiene un sabor picoso y es de fuerte y agradable aroma

e Tamafo: oscila entre 50 y 100 centimetros de alto

e Peso: su peso medio se sitta entre los 250 gramos.

3.6.3. Secado y Macerado de las plantas Allium cepa y Zingiber officinale

El secado es una accién de transmision simultanea de calor y masa debido a la discrepancia de
temperatura y presion parcial del vapor de agua entre el alimento himedo y la atmdsfera que lo
rodea. Por su parte la maceracién es un proceso de extraccion sélido - liquido que utiliza
disolventes organicos para diluir los compuestos presentes en la matriz vegetal deshidratada. Este
proceso es recomendado a nivel de laboratorio debido a que forma un rendimiento duplicado ya

que se elimina los componentes volatiles y no volatiles de la especie (Gomis, 2018, pp.37).

Para el secado y macerado de las plantas en estudio, se procedié de la siguiente manera:

1. Se sometid 7 Kg de cebolla y jengibre a un proceso de secado artificial, mediante el secado
en estufa

2. Una vez que tenemos la cebolla cortada en capas y el jengibre pelado, se seca en la estufa a

una temperatura de 50°C y 40°C respectivamente
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3. Con las plantas completamente secas, procedemos a pulverizar, hasta obtener particulas muy
finas y polvorientas.

4. Realizamos el macerado de la planta, que consiste en agregar alcohol al 96% a la planta
triturada.

5. Sedejareposar durante 5 dias, con la finalidad de que el alcohol absorba todos los compuestos
de la planta.

6. Se filtra con la ayuda de un embudo y papel filtro hasta obtener la extraccién alcohélica

7. Pesar el balon vacio, se procede a colocar la muestra y se pesa el total de la misma

8. Evaporacion del solvente (alcohol); el matraz con la muestra filtrada se acopl6 a un rotavapor
para extraer el etanol, dicho matraz se sumergié parcialmente en bafio maria termostatizada a
56.3 ° C hasta la evaporacion total del solvente y obtencién de la fraccion deseada.

9. El solvente evaporado se condensé y recuperé en un colector.

10. Se pesa el concentrado seco que se obtuvo

3.6.4. Determinacion del contenido de humedad

La presencia de abundancia de agua en las drogas vegetales, puede originar el crecimiento de
hongos, insectos y la hidrélisis de constituyentes que ocasionan el deterioro de la droga. Es por
ello, que los limites del contenido de agua deben ser determinado para las drogas vegetales,
fundamentalmente para aquellas que absorben de manera facil la humedad o en las cuales el
deterioro puede ser originado por la presencia de un exceso de agua (Meza & Vargas, 2013, pp.9).

Los limites de agua comUnmente establecidos en las farmacopeas oscilan entre 8 y 14% con pocas
excepciones. Los dos procedimientos mas usados para establecer el contenido de agua en las
drogas vegetales son el gravimétrico (pérdida por desecacion) y el azeotrépico (destilacion
con tolueno). El método gravimétrico es el mas factible, sin embargo, no es aplicable a drogas
que tienen sustancias volatiles. EI método azeotrépico demanda de un equipo especial,

lo cual dificulta su uso, pero es ajustable a drogas que contengan sustancias volatiles (Meza &
Vargas, 2013, pp.14).

Para la determinacion del contenido de humedad de Allium Cepa, y Zingiber officinale se utiliza

el equipo y el principio del método de ensayo que se describe en la Tabla 4-3.
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Tabla 4-3: Contenido de Humedad

Equipo Principio del Método
Mettler Toledo El dispositivo es un analizador de humedad que usa
(HB43-S) una fuente calorifica halégena, la determinacion se

fundamenta en el principio termogravimétrico, que
radica en medir los cambios de masa en funcion de
la diferenciacion de temperatura a la que se somete

el material (Tirado, Montero y Acevedo 2015, pp.4).

Realizado por: Huerta, M. 2022.

3.6.5. Determinacidn del contenido de cenizas totales, solubles en agua y acido insoluble

Se designan cenizas totales al residuo inorganico que se consigue al carbonizar una droga,
esencialmente en su determinacion gravimétrica.

Las cenizas solubles en agua es aquella porcidn de las cenizas totales que se diluyen en agua y los
acidos insolubles, el residuo que se consigue luego de la disolucién de las cenizas totales en acido

clorhidrico al 10% (Gutiérrez & Gonzales, 2021, pp.5).

A. Determinacién de cenizas totales.

Se establece la masa de no menos de 2.0g ni mas de 3.0g de la porcién de ensayo molida y
tamizada con una desviacion de 0.5mg en un crisol de porcelana o platino (de acuerdo con la
sustancia analizada) preliminarmente tarado. Calentar lentamente la porcion de ensayo
aumentando la temperatura hasta carbonizar y luego incinere en un horno mufla a una temperatura
de 700 a 750 °C, si no se establece otra temperatura en la norma concreta, durante 2h. Se enfria
el crisol en una desecadora y se pesa, repitiéndose el procedimiento hasta que dos pesadas

continuas no difieran en mas de 0.5mg por g (masa constante) (Gutiérrez & Gonzales, 2021, pp.5).

Para obtener la masa constante el tiempo entre calentamiento y pesada son de 30min. Si el restante
muestra trazas de carbon, se le aumentan unas gotas de solucion de peréxido de hidrégeno
concentrado, &cido nitrico o solucion de nitrato de amonio al 10% m/v y se calienta hasta
vaporizar los solventes. Cuando se enfria el crisol el restante generalmente tiene un color blanco
0 casi blanco (Gutiérrez & Gonzéles, 2021, pp.5).

Expresion de los resultados:
M2 - M
“Mi-M
Ecuacion 3-1: Cenizas totales

100

Fuente: (Gutiérrez & Gonzéles, 2021).
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C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
M = masa del crisol vacio (g)

Mi= masa del crisol con la fraccidn de ensayo (g)
M= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico para los calculos.

B. Determinacion de cenizas solubles en agua.

A las cenizas totales obtenidas en A, se le agrega de 15 a 20 mL de agua. El crisol se cierra 'y se
calienta lentamente a la flama del mechero durante 5min. La disolucion se filtra por medio del
papel filtro libre de cenizas. El filtro con el restante se traslada al crisol inicial, se carboniza en un
mechero y después se incinera en un horno mufla de 700-750 °C, durante 2h. Luego se coloca en
una desecadora y una vez alcanza la temperatura ambiente se pesa. Se repite el proceso hasta
alcanzar peso constante (Meza & Vargas, 2013, pp.27)
Expresion de los resultados.

M2 — Ma
T Mi-M
Ecuacion 3-2: Cenizas solubles en agua
Fuente: (Meza & Vargas, 2013).

Ca 100

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M. = masa del crisol con las cenizas totales (g).

Ma =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)

M3 = masa del crisol con la porcién del ensayo (g)

M = masa del crisol vacio.

100 = factor matematico.

C. Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico.

A las cenizas totales obtenidas de acuerdo con la técnica, se le afiaden de 2-3 mL de &cido
clorhidrico al 10%. El crisol se cubre con un vidrio reloj y se calienta en un bafio de agua hirviente
por aproximadamente 10min. Se lava el vidrio reloj con 5mL de agua caliente y se agrega al
contenido del crisol. La solucién se filtra a través de un papel de filtro libre de cenizas; se lava el
residuo con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con &cido clorhidrico p.a; al cual se le

agrega de una o dos gotas de nitrato de plata 0.1mol/L, hasta no evidenciar presencia de cloruros.

El filtrado con el residuo se deseca de 100 a 105 °C, se traslada al crisol inicial y se incinera en

un horno mufla a una temperatura de 700-750 °C durante 2h (si no se indica otra temperatura).
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Consecutivamente se coloca en una desecadora y cuando alcanza la temperatura ambiente se pesa.
Se repite el procedimiento hasta obtener masa constante (Meza & Vargas, 2013, pp.27)
Expresién de los resultados.
M2 —-M
TMi-M
Ecuacion 3-3: Cenizas insolubles en acido clorhidrico

* 100

Fuente: (Meza & Vargas, 2013).

B= porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.
M = masa del crisol vacio (g)

M= masa del crisol con la fraccion de ensayo (g)

M= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico para los calculos.

3.6.6. Cromatografia en capa fina

En este procedimiento, la fase estacionaria permanece en una capa fina de un adsorbente (puede
ser alumina, gel de silice, o celulosa) ubicada en una columna plana como una lamina de vidrio,
de aluminio o de plastico. La CCF es un procedimiento analitico y tiene como objetivo el estudio
de una mezcla de componentes (Lorenzo, Frias y Villa 2019, pp.30).

El procedimiento es equivalente a la cromatografia de papel con la ventaja de que se desarrolla
mas rapido, facilita mejores separaciones y se puede optar entre diferentes adsorbentes. La CCF
es un método estandar en el laboratorio de quimica organica. Debido a su sencillez y velocidad,
se usa a menudo para monitorizar las reacciones quimicas y ademas para el analisis cualitativo de
los productos de una reaccion, pues permite conocer de manera rapida y sencilla cuantos

componentes existe en una mezcla (Lorenzo, Frias y Villa 2019, pp.30).

Procedimiento

e Una placa de CCF es una lamina de vidrio, metal o plastico revestida con una capa delgada
de un sélido adsorbente (gel de silice o alimina).

e Colocar una pequefia cantidad de la muestra problema en disolucién en un punto en la parte
inferior de la placa, introducir la placa en una cubeta cromatografica, de forma que sélo la
parte inferior de la placa queda inmersa en el liquido.

e Este liquido o eluyente es la fase mdvil y sube por la placa de CCF por capilaridad.

e A medida que el eluyente pasa por la zona donde esta la mancha de la mezcla problema se
establece un equilibrio entre las moléculas de cada una de las sustancias en la mezcla que son

adsorbidas y las que se hallan en disolucion.
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e Los componentes se diferenciardn en solubilidad y en la eficacia de su adsorcion, de forma
que unos componentes se correrdn mas que otros.
e Unavez que el eluyente alcanza la parte superior de la placa, se retira de la cubeta, se seca, y

los componentes separados de la mezcla se visualizan (Lorenzo, Frias y Villa 2019, pp.30).

3.6.6.1. Visualizacioén de las manchas

Si los compuestos son coloreados se alcanzan a observar las manchas a simple vista. Si no es asi,
existen varias técnicas para visualizar las manchas correspondientes a cada componente de la
mezcla.

1. Usar luz ultravioleta para observar la placa. Habitualmente se afiade un colorante fluorescente
al adsorbente, de forma que la placa sea fluorescente en todas partes menos donde haya una
mancha correspondiente a un compuesto organico.

2. Utilizar reveladores, como los vapores de yodo que es un reactivo inespecifico.

3. Utilizar reactivos concretos para desarrollar coloracién en las manchas. Esto se puede hacer

sumergiendo la placa de CCF en una disolucién que los contenga o en forma de spray (Lorenzo,
Frias y Villa 2019, pp.31).

3.6.6.2. Calculo del factor de retencion Rf

Cuando son visibles, se logra determinar para cada una de las manchas el valor de Rf (factor de
retencion), o el recorrido que cada compuesto se desliza en la placa. Cada compuesto tiene
un Rf caracteristico que depende del disolvente empleado y del tipo de placa de CCF manipulada,
pero es independiente del recorrido del disolvente. De esta manera se consigue ayudar a identificar
un compuesto en una mezcla al comparar su Rf con el de un compuesto conocido (preferible

cuando se hacen eludir en una placa semejante de CCF) (Lorenzo, Frias y Villa 2019, pp.31).

distancia corrida por la muestra

distancia corrida por el solvente

Ecuacion 3-4: Calculo del Rf

Fuente: (Lorenzo, Friasy Villa 2019.)

3.6.7. Tamizaje del extracto alcohdlico de la Cebollay Jengibre

El tamizaje fitoquimico o también conocido como screening fitoquimico es una etapa inicial de
la investigacion fitoquimica, que facilita establecer cualitativamente los grupos quimicos

importantes presentes en una planta y orientar la sustraccion y separacion de los extractos para el
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aislamiento de los grupos de mayor interés (Balseca, 2017, pp.3). ESte se sustenta en la extraccién de

la planta con solventes adecuados y la aplicacion de reaccion de color y precipitacion.

El ensayo fitoquimico de los extractos alcohdlicos de la cebolla colorada (Allium Cepa) vy el

jengibre (Zingiber officinale) se determiné mediante diferentes pruebas de acuerdo con (Aurora,

2017, pp.86).

3.6.7.1. Ensayos para el reconocimiento de Flavonoides

Tabla 5-3: Ensayo Shinoda

Reconoce

Procedimiento

Resultado

FLAVONOIDES

Realizar la prueba en la campana
de extraccién y sujetando el tubo
de ensayo con una pinza.

Disolver el extracto en 5 mL de

etanol. Colocar un trozo de
magnesio metalico, adicionar 2
gotas de 4cido clorhidrico
concentrado.

Si se forma una coloracion naranja a
rojo, indica la presencia de flavonas
Si es rojo flavonoles

Si es magenta flavononas (Pujol et al.
2020, pp.2)

Fuente: (Pujol et al. 2020.)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

Tabla 6-3: Reaccion de hidroxido de sodio al 10%

Reconoce

Procedimiento

Resultado

FLAVONOIDES

Realizar la prueba en la campana
de extraccién y sujetando el tubo
de ensayo con una pinza.

Disolver el extracto en 5 mL de
etanol

Adicionar 0,5 mL de hidréxido de
sodio

Si se forma una coloraci6n de
amarillo a rojo, revela la presencia
de flavonas y xantonas.

Si se forma una coloracion de café a
naranja indica la presencia de
flavonoles.

Si se forma una coloracion de
purpura a rojizo indica la presencia
de chalconas

Si se forma una coloracién azul
indica la presencia de antocianinas
(Pujol et al. 2020, pp.2).

Fuente: (Pujol et al. 2020.)
Realizado por: Huerta, M. 2022.
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3.6.7.2. Ensayos para el reconocimiento de Cumarinas

Tabla 7-3: Reaccion con hidroxido de amonio:

Reconoce Procedimiento Resultado

Disolver una porcion del extracto  Se considera positiva la prueba si se
en 3 mL de etanol presenta una fluorescencia azul-
CUMARINAS Al tubo adicionar dos gotas de violeta bajo la luz ultravioleta (Pujol

hidroxido de amonio concentrado. et al. 2020, pp.2).

Fuente: (Pujol et al. 2020.)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

3.6.7.3. Ensayos para el reconocimiento de Quinonas/Antraquinonas

Tabla 8-3: Reaccion con hidroxido de amonio:

Reconoce Procedimiento Resultado

Disolver una porcién del extracto en  Se considera positiva la prueba para
3 mL de etanol Adicionar una gota antraquinonas al tener la presencia
QUINONAS/ de hidréxido de amonio concentrado de una coloracién roja que aparece

ANTRAQUINONAS al extracto. en los dos primeros minutos (Pujol
et al. 2020, pp.2).

Fuente: (Pujol et al. 2020.)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

Tabla 9-3: Reaccion con &cido sulfirico:

Reconoce Procedimiento Resultado

Disolver una porcidn del extractoen 3 La formacién de una coloracion

mL de etanol. Se aflade 1 gotade 4cido roja indica la presencia de
QUINONAS/ sulfarico concentrado a otra fraccién quinonas (Pujol et al. 2020, pp.2).
ANTRAQUINONAS del extracto.

Fuente: (Pujol et al. 2020.)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

Tabla 10-3: Ensayo Borntraguer:

Reconoce Procedimiento Resultado

Diluir el extracto con 6 mL de agua Un color rojo revela la presencia
destilada, se filtra, al liquido filtrado, de benzoquinonas; si es amarillo
QUINONAS/ se le afladen 3 mL de KOH 5%; verdoso, agregar 1 gota de
ANTRAQUINONAS calentando a ebullicién por 3 mnt, peroxido de hidrogeno al 6%. Si la

enfriando y realizar una extraccion coloraciébn cambia a roja, se
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con 6 mL de cloroformo. La fase

acuosa se elimina y a

cloroférmica se le afiade 4 mL de

KOH 5%.

la fase

considera positiva para derivados

de antrona. (Pujol et al. 2020, pp.3).

Fuente: (Pujol et al. 2020.)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

3.6.7.4. Ensayos para el reconocimiento de Alcaloides

Todos los ensayos deben hacerse siempre con la muestra disuelta o redisuelta en HCI 10 %

acuoso.

Tabla 11-3: Ensayo de Mayer, Wagner y Dragendorff

Reconoce Procedimiento Resultado
Tomar una porcion del extracto Reactivo de Mayer (precipitado
etandlico y adicionar entre 6 mL de blanco),
ALCALOIDES acido clorhidrico al 10 %, calentar en Wagner (precipitado rojo pardo)

bafio de Maria por cinco minutos,
enfriar y filtrar. Posteriormente dividir
el filtrado en 3 tubos (2,0 mL) de
ensayo identificados para cada
reactivo. Adicionar en el respectivo
tubo el reactivo de Mayer, Wagner o
Dragendorff hasta la aparicion de

turbidez o precipitados.

Dragendorff  (precipitado  rojo-

naranja) (Pujol et al. 2020, pp.3).

Fuente: (Pujol et al. 2020.)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

3.6.7.5. Ensayos para el reconocimiento de Triterpenos y/o esteroles

Tabla 12-3: Ensayo de Lieberman Bouchard:

Reconoce

Procedimiento

Resultado

TRITERPENOS/O
ESTEROLES

En un tubo de ensayo limpio y seco,

tomar una pequefia cantidad de
extracto  etandlico  previamente
llevado a sequedad, adicionar

cloroformo o diclorometano en
cantidad suficiente que cubra la

muestra, colocar en el ultrasonic hasta

La prueba es positiva cuando surgen
coloraciones verdes, violeta, 0 azul.
Al formarse una coloracién azul o
verde en la interfase, hay presencia
de esteroides.

Si la coloracion es rosa, rojo,

magenta o violeta habra presencia
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disolver la muestra, afiadir 0,5 mL de
anhidrido
cuidadosamente por la pared del tubo,
de

acético, adicionar

dos gotas acido  sulfirico

concentrado.

de triterpenos (Pujol etal. 2020,
pp.3).

Fuente: (Pujol et al. 2020.)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

3.6.7.6. Ensayos para el reconocimiento de Saponinas

Tabla 13-3: Prueba de altura y estabilidad de espuma:

Reconoce

Procedimiento

Resultado

SAPONINAS

En un tubo de ensayo colocar 1 mL de
solucién acuosa del extracto, agitar
vigorosamente durante un minuto y
tomar la altura de la espuma, en caso

de que se presentara.

Si se forma abundante espuma,
estable aproximadamente 5 minutos
es prueba presuntiva de la presencia
de saponinas en la muestra (Pujol
et al. 2020, pp.3).

Fuente: (Pujol et al. 2020.)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

Tabla 14-3: Ensayo Rosenthaler (Reactivo de Vainillina)

Reconoce Procedimiento Resultado
A una porcion del extracto concentrado, Si se forma una coloracion violeta se
adicionar dos gotas del reactivo considera positiva para sapogeninas
SAPONINAS Rosenthaler y estratificando con dos gotas  triterpenoidales

de 4cido sulfarico concentrado.

Si se forma una coloracion verde se
considera positiva para sapogeninas

esteroidales (Pujol et al. 2020, pp.3).

Fuente: (Pujol et al. 2020.)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

3.6.7.7. Ensayos para el reconocimiento de Taninos/Compuestos fendlicos

Tabla 15-3: Reaccion con gelatina:

Reconoce Procedimiento Resultado
TANINOS/ Disolver una porcion del extractoen3 La formacion de un precipitado
COMPUESTOS mL de agua. Al tubo, colocar 2 gotas blanco indica presencia de taninos
FENOLICOS de reactivo de gelatina. (Pujol et al. 2020, pp.3).

Fuente: (Pujol et al. 2020.)
Realizado por: Huerta, M. 2022.
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Tabla 16-3: Reaccion de cloruro férrico:

Reconoce Procedimiento Resultado
Disolver una porcidn del extractoen 3 mL  De azul a negro derivados del &cido
de agua. galico
TANINOS/ Adicionar al tubo una gota de cloruro Coloraciones verdes de derivados del
COMPUESTOS férrico al 1%, catecol.
FENOLICOS Una coloracion azul identifica a taninos

hidrolizables
Una coloracién verde identifica a los
taninos (Pujol et al. 2020, pp.3).

Fuente: (Pujol et al. 2020.)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

3.6.8. Meétodo de Microdilucién

Etapa 1: Preparacion del agente antimicrobiano

Se recomienda realizar una solucion inicial que sea diez veces superior a la primera y que se
quiera estudiar frente al microorganismo y utilizar en el dia o almacenar congelado.

Se logran diferentes concentraciones del agente antimicrobiano efectuando sucesivas
diluciones con la adicion del medio de cultivo.

A la hora de realizar las diluciones se debe examinar que éstas se diluiran a su vez tras la

suma de volumen con el indculo.

(Fernandez et al. 2012, pp.743).

Etapa 2: Preparacién del medio de cultivo

El medio de cultivo sera liquido, se puede utilizar caldo nutritivo

Para prepararlo, se debe pesar en una balanza de precision la cantidad de caldo nutritivo
liofilizado especificada por el distribuidor segun el volumen a utilizar, que depende de la
cantidad de pruebas a realizar.

Disolver totalmente en el volumen correspondiente de agua destilada mediante la ayuda de
un agitador.

Esterilizar mediante la autoclave.

Etapa 3: Preparacion del medio del inoculo

Tomar 500 puL de cada bacteria y colocar en tubos previamente preparados con 4,5 ml de
solucion salina (S.S)

Realizar 3 diluciones (10®)

A partir de la dilucién 10 tomamos 500 puL de la solucion y la colocamos en 2 tubos

previamente preparados con 4,5 ml de caldo nutritivo y realizar 2 diluciones mas.
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Etapa 4: Siembra de los inéculos en los pocillos

« Se seleccionan las placas que contienen 96 pocillos (12 mm x 8 mm)

« Se estudia en cada una de ellas, el mismo microorganismo, 8 antimicrobianos y 11 diluciones
(la daltima columna generalmente se usa como control de crecimiento) o viceversa.

e Las laminas de microdilucion tienen que taparse con adhesivo para evitar la vaporizacion del
medio de cultivo cuando se incuben.

e Las placas inoculadas se dejan a temperatura ambiente hasta que las gotas de inoculo estén
secas.
e Acontinuacién, se incuban a 35°C por aproximadamente 16 a 20 horas y se realiza su lectura.

(Fernandez et al. 2012, pp.743).

3.6.9. Kirby-Bauer (sensibilidad a los antibidticos)

En el método de Kirby Bauer, el microbio es inoculado en la superficie de una placa de agar,
sobre el cual se ubican discos empapados con una concentracién conocida del antibidtico. Las
placas se inoculan durante 16-18 horas a 35- 37°C. Durante la incubacidn, el farmaco se difunde
desde el disco a través del agar, por lo que su concentracion va reduciendo a medida que se separa
del disco. En un punto determinado, la concentracion del antibiético en el medio es incapaz de
inhibir la bacteria en estudio (Montero et al. 2018, pp.1544).

El diametro del area de inhibicién en torno al disco puede ser convertido a las categorias de
sensible, intermedio o resistente (S, I, 0 R) acorde a tablas publicadas por los organismos
encargados del control de tales métodos, como, por ejemplo, el Comité Nacional de Estandar de
Laboratorios Clinicos de los Estados Unidos de Norteamérica (National Committee for Clinical

Laboratories Standards (Montero et al. 2018, pp.1544).

Para obtener resultados confiables y veraces mediante esta técnica, es indispensable seguir

fielmente las instrucciones que daremos a continuacién:

e Fundir el medio de cultivo y dejarlo enfriar a una temperatura de 45-50°C.

o Verter suficiente cantidad de medio de cultivo en una caja Petri, para conseguir una capa de
aproximadamente 4 mm de espesor.

e Dejar solidificar el medio de cultivo y rapidamente secar las placas durante 30 minutos
antes de usarlas para la inoculacion.

e Inocular la placa mediante un hisopo estéril utilizando una suspension del microorganismo
de 18 a 24 horas de incubacién. Para la inoculacién empapar un hisopo estéril en el cultivo
y eliminar el exceso rotandolo contra la pared interna del tubo. Frotar el hisopo en la

superficie del medio de cultivo.
41



Repetir este procedimiento por tres veces sucesivas, rotando la placa para lograr una
dispersion similar del in6culo en toda la superficie.

Poner la tapa a la placa y esperar que esta se seque el indculo durante 3 a 5 minutos.
Colocar los discos con los antibi6ticos en el agar mediante pinzas estériles o usando un
aplicador de discos. Oprimir los discos docilmente con una pinza para aseverar un buen
contacto con el medio de cultivo. Los discos deben estar separados de manera que su
trayecto a la pared de la placa sea de 15 mm y entre ellos de 30 mm.

Incubar a 35 — 37°C hasta el siguiente dia (aproximadamente 18-24 horas).

La medida del didmetro de la zona de inhibicion se realiza desde el exterior de la placa, sin
quitar la tapa, esto puede realzarse con una regla milimetrada, un vernier.

El didmetro de la zona se informa en milimetros, se busca en el gréafico y el resultado se

informa como sensible, resistente o intermedio (Montero et al. 2018, pp.1544).
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

El presente trabajo es de tipo experimental y se muestran los resultados obtenidos durante la
presente investigacion. Para la ejecucidn de este trabajo, primero se seleccion6 la materia prima,
en este caso se tomo en cuenta las caracteristicas organolépticas de la cebolla y el jengibre para
elegir los mejores especimenes. A continuacion, se realizo las pruebas de control de calidad, como
la determinacién de la pérdida de humedad, cenizas totales, cenizas solubles en agua y de cenizas
insolubles en &cido clorhidrico, demostrando la calidad y pureza de nuestra materia prima.

Luego de esto se procedié con el secado y macerado de cada planta, se obtuvo el extracto
alcoholico de cada droga vegetal con una concentracion del 96% para realizar el tamizaje
fitoquimico y determinar la presencia de metabolitos secundarios. Una vez obtenido cada
extracto, se determiné la CMI y CMB mediante el método de microdilucién en las diferentes
cepas bacterianas. Finalmente, mediante el método de Kirby Bauer se pudo establecer la
resistencia que poseen las bacterias en estudio a ciertos antibioticos comerciales y con ello se

corroboro gue la actividad que presentan dichas plantas es efectiva.

4.1. Analisis organolépticos de las drogas vegetales

Durante este estudio se determind las caracteristicas organolépticas de cada una de las drogas

vegetales en estudio y se establecid las siguientes particularidades

Tabla 1-4: Caracteristicas organolépticas de la Cebolla

Parédmetro Cebolla
Forma Globosa, esférica o elipsoidal.
Tamafio Entre los 3y los 10 centimetros.
Peso 250 gramos.
Color Blanco, rojo intenso, amarillo, violaceo.
Sabor En general picante, sin embargo, también las hay dulces.
Olor Olor aliaceo

Realizado por: Huerta, M. 2022.
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Tabla 2-4: Caracteristicas organolépticas del Jengibre

Parametro Jengibre
Forma Mano regordeta.
Tamafio Entre 50 y 100 centimetros de alto
Peso 250 gramos.
Color Marrén por fuera y blanco-amarillento
Sabor Sabor picoso y agradable aroma
Olor Caracteristico aroma perfumado y refrescante

Realizado por: Huerta, M. 2022.

4.2.Control de calidad realizada en las drogas vegetales

4.2.1. Determinacion de Humedad de la droga vegetal cruda

El primer control de calidad que se realiz6 a cada una de las muestras vegetales, fue la
determinacion de humedad, misma que se realizé en un equipo llamado Mettler Toledo, los
resultados que se obtuvieron se muestran en la tabla 3-1

Tabla 3-4: Contenido de humedad en Allium cepa y Zingiber officinale

Muestra vegetal Contenido de humedad % Valor de referencia
Allium cepa 5,627 Hasta 9 %
Zingiber officinale 7,093 Hasta 12 %

Realizado por: Huerta, M. 2022.

El hecho de que los valores obtenidos se encuentren dentro del rango establecido, demuestra que
las condiciones de conservacién y almacenamiento de la droga vegetal seca fueron las adecuadas,
debido a que, el contenido de humedad es un indicativo de la estabilidad de la materia prima frente
a la degradacién causada por bacterias u hongos. Seglin la normativa NTE INEN- ISO
2532:2010, establece que para las especies puras el contenido maximo de humedad para
la cebolla es de 9%, mientras que para el jengibre es de 12%, y de acuerdo con los
resultados obtenidos las especies vegetales en estudio, cumplen con los rangos

establecidos por la norma.
De acuerdo con Bermudez (2009), confirmé que la cebolla de rama posee diferentes contenidos de

humedad dependiendo de sus variedades, tipo de suelo, condiciones agroecoldgicas del cultivo,

condiciones de transporte y almacenamiento del producto en su poscosecha y a los factores
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ambientales (Tonato, 2019, pp.16). Por otro lado, el porcentaje de humedad del jengibre dependera

directamente del proceso de secado al que se ha sometido la materia vegetal (Rivadeneira, 2010, pp.4)

4.2.2. Determinacidn de Cenizas de la droga vegetal

En la tabla 4-4 y 5-4, se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de cenizas totales,
cenizas solubles en agua y cenizas insolubles en &cido, una vez que se ha realizado el
procedimiento adecuado para su obtencion, observandose que los porcentajes de cenizas totales
de Allium cepa son 4,1478%; 2,0435%; 0,3939% respectivamente, mientras que para Zingiber
officinale, los resultados de cenizas totales, cenizas solubles en agua y cenizas insolubles en &cido,
son 6,7671%; 3,3682%; 0,1668, respectivamente, cuyos valores se encuentran dentro de los
valores de referencia de acuerdo a la NTE INEN- ISO 2532:2010 y la NMX-F-230,

respectivamente.

Tabla 4-4: Determinacién de cenizas en Allium cepa

Muestra vegetal Muestral % Muestra2 % Promedio % Valor de

cenizas cenizas cenizas referencia
CENIZAS TOTALES
Allium cepa 4,1347 4,1610 4,1478 Hasta 5 %
CENIZAS SOLUBLES EN AGUA
Allium cepa 2,0514 2,0356 2,0435 Hasta 3 %
CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO
Allium cepa 0,3681 0,4197 0,3939 Hasta 1%

Realizado por: Huerta, M. 2022.

Tabla 5-4: Determinacion de cenizas en Zingiber officinale

Muestra vegetal Muestral % Muestra2 % Promedio % Valor de
cenizas cenizas cenizas referencia
CENIZAS TOTALES
Zingiber 6,8886 6,6456 6,7671 Hasta 7 %
officinale

CENIZAS SOLUBLES EN AGUA
Zingiber 3,42901 3,3074 3,3682 Hasta 5 %

officinale

CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO
Zingiber 0,2141 0,1196 0,1668 Hasta 2%

officinale

Realizado por: Huerta, M. 2022.
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La determinacidn de cenizas totales es un indicativo del contenido de sales minerales que posee
una planta, siendo de importante dentro del campo farmacolégico y dentro de la industria
alimenticia debido a que, existen materias minerales que poseen gran actividad farmacoldgica.
En la tabla 4-4 se observan los resultados de las cenizas totales, solubles en agua e insolubles en
acido clorhidrico de Allium cepa, cuyos valores son 4,1478%; 2,0435%; 0,3939%
respectivamente. Estos valores se encuentran dentro del valor referencial dado por las normas
ISO.

En cuanto a los valores obtenidos para Zingiber officinale, los resultados de cenizas totales,
cenizas solubles en agua y cenizas insolubles en &cido, son 6,7671%; 3,3682%; 0,1668%,
respectivamente, cumpliendo con los parametros de calidad establecidos por la norma mexicana
(NMX-F-230). De acuerdo con los resultados que se muestran, se comprob6 que ambas especies
vegetales cumplen con los pardmetros de calidad demostrando que contienen una cantidad poco

significativa de impurezas y se encuentra en condiciones adecuadas para la investigacion (Ibarra,
2018, pp.2)

Si hablamos de las caracteristicas para la determinacion del contenido de humedad y cenizas en
plantas, DANE (2015) indica que son factores que precisan de un minimo control puesto que se
encuentran influenciadas por las circunstancias climaticas y el relieve de la superficie (Tonato, 2019,
pp.15)

4.3. Cromatografia en capa fina

Se realiz6 una cromatografia en capa fina para identificar metabolitos secundarios en el extracto

alcoholico de cebolla 'y jengibre y los resultados se pueden apreciar en los siguientes cuadros.

Tabla 6-4: Placa cromatografica del extracto alcoholico de Allium cepa y Zingiber

officinale
CCF:1
Placa de silica gel (9,5x4cm)
Longitud de la banda 366
Solvente de corrido Hexano y Acetato
Muestra Extracto alcohdlico de Cebolla y
Jengibre
Revelador H2S04 vainillina al 1%
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Cromatografia capa fina de los extractos de Cebolla y Jengibre

Muestras
1 Cebolla
2 Jengibre

Realizado por: Huerta, M. 2022.

Tabla 7-4: Determinacién de Rf para metabolitos secundarios del extracto de Allium cepa

Bandas Recorrido del Recorrido de Rf Color

observadas disolvente la muestra

1 6,4 Rf=0,1875 Azul
2 6,4 Rf =0,4531 Verde
3 6,4 Rf =0,4894 Amarillo

Realizado por: Huerta, M. 2022.

El cromatograma obtenido para los metabolitos secundarios de la tabla 6-4, revelo tres bandas
para el extracto alcohdlico de Allium cepa siendo y los respectivos valores del Rf se muestran en
la tabla. Un estudio realizado por Guerrero Déniza y Bonilla Pablo (2015), sobre una placa de silica gel
tipo G, con indicador de fluorescencia determind la presencia de polifenoles y flavonoides en el

extracto de cebolla motrada.
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Tabla 8-4: Determinacién de Rf para metabolitos secundarios del extracto de Zingiber officinale

Bandas Recorrido del Recorrido de la Rf Color
observadas disolvente muestra
1 6,4 3,6 Rf =0,5625 Amarillo
2 6,4 5,0 Rf =0,7813 Verde
3 6,4 5,7 Rf = 0,8906 Verde — café

Realizado por: Huerta, M. 2022.

En la tabla 8-4 nos indica 3 bandas observadas en la cromatografia para determinar metabolitos
secundarios, cada uno de los resultados de los Rf se detallan de manera clara en la misma tabla.
De acuerdo con Amahuayo Samantha (2013) al analizar el extracto alcoholico de jengibre, se
encontrd un compuesto con un Rf de 0.25 que segun la bibliografia WARNER, H. 1996. Plant
Drug Analysis, pertenece a los gingeroles.

4.4. Tamizaje fitoquimico de la droga vegetal cruda

El tamizaje fitoquimico como se ha venido mencionando, se fundamenta en la tipificacion de los
metabolitos secundarios que se encuentran presentes en los extractos de productos naturales,
mediante reacciones y analisis quimicos explicados en la literatura. Esta técnica se ejecuta
continuadamente a los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso del producto natural con el objetivo
de identificar y contrastar los metabolitos secundarios extraidos con los solventes de distintas

polaridades (Pujol et al. 2020, pp.3)

Para el presente estudio, se utiliz6 Unicamente el extracto alcohdlico, en la tabla 3-4 y 3-5 se

muestra los resultados obtenidos del tamizaje realizado en cada una de las plantas en analisis.
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Tabla 9-4: Resultados tamizaje fitoquimico del extracto alcoholico de Allium cepa.

GRUPO DE ENSAYO INDICADORES EXTRACTO
COMPUESTOS DE
CEBOLLA
Flavonoides Shinoda Flavonoles (Rojo) (+++)
Flavonas (Naranja a rojo) )
Flavononas (Magenta) )
NaOH al 10% Xantonas y Flavonas (Amarillo a rojo) O]
Flavonoles (Café a naranja) O]
Chalconas (Purpura a rojizo) (++)
Antocianinas (Azul) )
Cumarinas NH.OH Azul- Violeta (++)
Quinonas/ H.SO. Quinonas (Rojo) (++)
Antraquinonas | NH+«OH Antraquinonas (Rojo) (++)
Bdérntraguer Benzoquinonas (Rojo) (+++)
Derivados antrona (Amarillo verdoso a )
rojo)
Alcaloides Mayer Opalescencia (+) (++)
Wagner Turbidez definida (++) (++)
Dragendorff Precipitado (+++) (++)
Triterpenos o Lieberman Esteroles (Violeta, verde o azul) (++)
Esteroles Bouchard Esteroides (Azul o verde) )
Triterpenos (Rosa, rojo o magenta) )
Saponinas Espuma Presencia de espuma por mas de 2 )
minutos.
Vainillina Sapogeninas triterpenoidales (Violeta) )
Sapogeninas esteroidales (Verde) (++)
Taninos 0 | Gelatina Taninos (Precipitado blanco) (+)
Compuestos FeClI3 Derivados del acido galico (Azul a negro) ()
fendlicos Derivados del catecol (Verde)
Taninos hidrolizables (Azul) )
Taninos condensados (Verde) )
(+++)

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia, (+++) Alta evidencia
Realizado por: Huerta, M. 2022.

La tabla 9-4 indica los grupos fitoquimicos del extracto de cebolla y es asi que tenemos una

cantidad considerable de taninos, compuestos fendlicos, flavonoides, cumarinas, triterpenos y/o
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esteroides y también una minima presencia de alcaloides, saponinas. De acuerdo con
Enrigue Guillamén (2020), las plantas del género Allium son ricas en minerales, aminoacidos
esenciales, fibra, vitaminas, flavonoides y otros compuestos fendlicos. La cebolla, presenta una
compleja composicion quimica y bioquimica, y es considerada como una fuente de flavonoides,
compuestos sulfurados, fructooligosacaridos y fibra. Dicha planta posee en gran cantidad el
flavonoide denominado quercetina. Por otro lado, los principales metabolitos secundarios de las
plantas del género Alliums son los compuestos organosulfurados (OSCs), que establecen su olor
y sabor, y son los que le otorgan en gran mesura las caracteristicas bioactivas que se le atribuye a

su ingesta (Guillamén, 2020, pp.190).

Tabla 10-4: Resultados tamizaje fitoquimico del extracto alcoholico de Zingiber officinale.

GRUPO DE ENSAYO INDICADORES EXTRACTO
COMPUESTOS DE
JENGIBRE
Flavonoides Shinoda Flavonoles (Rojo) (++)
Flavonas (Naranja a rojo) )
Flavononas (Magenta) )
NaOH al 10% Xantonas y Flavonas (Amarillo a rojo) )
Flavonoles (Café a naranja) O]
Chalconas (Purpura a rojizo) (+++)
Antocianinas (Azul) )
Cumarinas NH«OH Azul- Violeta )
Quinonas/ H2SO04 Quinonas (Rojo) (++)
Antraquinonas | NH+OH Antraquinonas (Rojo) (+++)
Bdérntraguer Benzoquinonas (Rojo) (+++)
Derivados antrona (Amarillo verdoso a O]
rojo)
Alcaloides Mayer Opalescencia (+) (++)
Wagner Turbidez definida (++) (++)
Dragendorff Precipitado (+++) (++)
Triterpenos o Lieberman Esteroles (Violeta, verde o azul) )
Esteroles Bouchard Esteroides (Azul o verde) )
Triterpenos (Rosa, rojo 0 magenta) (++)
Saponinas Espuma Presencia de espuma por mas de 2 )
minutos.
Vainillina Sapogeninas triterpenoidales (Violeta) (++)
Sapogeninas esteroidales (Verde) )
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Taninos 0 | Gelatina Taninos (Precipitado blanco) (+)
Compuestos FeClI3 Derivados del &cido galico (Azul a negro) O]
fenolicos Derivados del catecol (Verde)
Taninos hidrolizables (Azul) O]
Taninos condensados (Verde) O]
(+++)

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia, (+++) Alta evidencia
Realizado por: Huerta, M. 2022.

La tabla 10-4 indica los grupos fitoquimicos del extracto del jengibre y es asi que tenemos una
cantidad considerable de taninos, compuestos fendlicos, flavonoides, cumarinas, triterpenos y/o
esteroides y también una minima presencia de alcaloides, saponinas. De acuerdo con un estudio
realizado por Castillo Bertha (2018), concluye que en el andlisis fitoquimico de Zingiber
officinale, se revela la presencia de metabolitos secundarios relacionados con actividad

antimicrobiana como flavonoides, quinonas, cumarinas, terpenos y esteroides (Castillo, 2018, pp.7)

4.5. Determinacién de la actividad antibacteriana de los extractos

La técnica de dilucién en agar o en caldo como prueba de susceptibilidad microbiana se usa con
el objetivo de establecer la concentracion minima bactericida (MBC) y la concentracién minima
inhibitoria (MIC). Para el procedimiento de dilucion en caldo, se debe usar tubos o microplacas
(microdilucién) que poseen concentraciones progresivas del extracto de la planta. El
microrganismo en analisis es inoculado en los diferentes tubos o pozos de las microplacas y la

MIC se determinada luego de la incubacion (Picazo, 2018, pp.23).

Para establecer la concentracion minima bactericida (CMB) se extrajeron 100 ul en los tubos en
los que no se visualizd desarrollo visible de la bacteria; dicha suspensién fue inoculada en placas
Petri debidamente marcadas con la concentracion correspondiente y agregando agar nutritivo. Las
placas se incubaron durante 18 h a 37°C (Horna et al., 2005). Para evaluar el efecto bactericida

de los extractos se realizé el recuento de UFC ml-1 (Picazo, 2018, pp.24).

e Preparacion de la muestra Stock

De la muestra del extracto alcohdlico tanto de cebolla como de jengibre se pesaron 50 mg de cada
extracto y se le agrego 500 uL dimetilsulfoxido (DMSO) para obtener una solucion homogénea.
A partir de esta solucion, se tomo un volumen de 64 pL y se agregd 436 uL de caldo nutritivo

para obtener un volumen final de 500 pL (12800 ppm)
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e Activacion de las bacterias

Se toma las cepas bacterianas que se van a utilizar, en este caso E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae,
S. aureus, se agrega 20 uL de cada cepa y se agrega en 2 ml de caldo soya-triptocaseina (TSB).
Se deja incubar los tubos durante 18 h a 36°C en la estufa.

e Preparacion del preinéculo

Una vez que tenemos activadas las bacterias, tomamos 500 pL. de cada bacteria y colocamos en
tubos previamente preparados con 4,5 ml de solucién salina (S.S)

Realizamos 3 diluciones (107%)

A partir de la dilucién 107 tomamos 500 uL de la solucién y la colocamos en 2 tubos previamente

preparados con 4,5 ml de caldo nutritivo y realizamos 2 diluciones mas

45.1. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La CMI corresponde a la dilucion con la minima concentracion de la disolucion en la que no se
visualiza turbidez debido a la ausencia de desarrollo bacteriano. Para el estudio se tomaron en
consideracion solo de 2 a 3 pozos debido puesto que estos se ubican en el rango de inhibicion.
Los demas pozos del total de 96 que conforman la microplaca, se consideran positivos debido a
la presencia de turbidez. Mientras que se marcaron como negativos aquellos pocillos que

manifestaron ausencia de turbidez.

e Concentracion Minima Inhibitoria del extracto alcohdlico de cebolla (Allium cepa)

Tabla 11-4: Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto

alcohdlico de cebolla (Allium cepa) sobre la cepa bacteriana Escherichia coli.

Cepa Paocillos/ Diluciones del extracto Control de
Concentracion alcohdlico de Cebolla crecimiento
Turbidez
10t 102 107
E. coli A6 (800 pug/ml) + - - +
A9 (100 pg/ml) + - - +
A10 (50 pg/ml) + - - +

E. coli= Escherichia coli. Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

En la tabla 11-4 para la cepa bacteriana Escherichia coli, se partié de la solucién con menor

concentracion en la que no se observo turbidez, en este caso partimos de las concentraciones 800
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ul/ml; 100 pl/mly 50 pl/mly a partir de estas se tom6 100 ml de cada concentracion y se realizé
3 diluciones mas agregando en cada un 900 ml de solucion salina para determinar la concentracion
minima inhibitoria. Se pudo observar que para todas las concentraciones la dilucion 10 presentd
un crecimiento bacteriano positivo, mientras que en las diluciones de 102y 102 no presentaron

crecimiento bacteriano.

Tabla 12-4: Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
alcohdlico de cebolla (Allium cepa) sobre la cepa bacteriana Klebsiella pneumoniae

Cepa Pocillos/ Diluciones del extracto Control de
Concentracion alcohdlico de Cebolla crecimiento
Turbidez
10! 102 107
K. pneumoniae A3 (64000 pg/ml) + - - +
A4 (3200 pg/ml) + - - +
A10 (50 pg/ml) + - ; +

K. pneumoniae= Klebsiella pneumoniae Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

En la tabla 12-4 para la cepa bacteriana K. pneumoniae, se partié de la solucién con menor
concentracion en la que no se observo turbidez, en este caso partimos de las concentraciones 6400
pl/ml; 3200 pl/mly 50 pl/mly a partir de estas se tomé 100 ml de cada concentracion y se realizé
3 diluciones méas agregando en cada un 900 ml de solucidn salina para determinar la concentracion
minima inhibitoria. En la primera dilucién de 10 se observé que existe un crecimiento bacteriano

positivo, mientras que en las diluciones de 102y 107 no presentaron crecimiento bacteriano

Tabla 13-4: Determinacién de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
alcoholico de cebolla (Allium cepa) sobre la cepa bacteriana Staphylococcus aureus

Cepa Pacillos/ Diluciones del extracto Control de
Concentracion alcohdlico de Cebolla crecimiento
Turbidez
10 102 103
S. aureus A4 (3200 pg/ml) + + - +
A5 (1600 pg/ml) + + - +
A8 (200 pg/ml) + + - +

S. aureus= Staphylococcus aureus Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.
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En la tabla 13-4 para la cepa bacteriana S. aureus, se partié de la soluciébn con menor
concentracién en la que no se observo turbidez, en este caso partimos de las concentraciones 3200
wl/ml; 1600 pl/mly 200 pl/mly a partir de estas se tomé 100 ml de cada concentracion y se realizé
3 diluciones mas agregando en cada un 900 ml de solucion salina para determinar la concentracion
minima inhibitoria. Se observé que las diluciones de 10!y 102 presentaron un crecimiento
bacteriano positivo, mientras que en la dilucién con una concentraciéon de 10 no presentd

crecimiento bacteriano.

Tabla 14-4: Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
alcohdlico de cebolla (Allium cepa) sobre la cepa bacteriana Enterobacter cloacae

Cepa Paocillos/ Diluciones del extracto Control de
Concentracion alcohdlico de Cebolla crecimiento
Turbidez
10 102 103
E. cloacae AT (400 pg/ml) + - - +
A9 (100 pg/ml) + - - +
A10 (50 pg/ml) + - ; +

E. cloacae= Enterobacter cloacae Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

En la tabla 14-4 para la cepa bacteriana E. cloacae, se parti6 de la solucién con menor
concentracién en la que no se observa turbidez, en este caso partimos de las concentraciones 400
wl/ml; 100 pl/mly 50 pl/mly a partir de estas se tomd 100 ml de cada concentracion y se realizé
3 diluciones mas agregando en cada un 900 ml de solucion salina para determinar la concentracion
minima inhibitoria. La dilucién de 10 presentd un crecimiento bacteriano positivo, mientras que

en las diluciones de 102y 102 no presentaron crecimiento bacteriano.

e Concentracion Minima Inhibitoria del extracto alcohélico de jengibre (Zingiber

officinale)

Tabla 15-4: Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto alcohélico

de jengibre (Zingiber officinale) sobre la cepa bacteriana Escherichia coli.

Cepa Paocillos / Concentracion Diluciones del extracto Control de
alcohdlico de Jengibre crecimiento
Turbidez
10t 1072 107
E. coli E8 (200 pg/ml) + - -
E9 (100 pg/ml) + - - +
E10 (50 ug/ml) + - -

E. coli= Escherichia coli. Positivo (+), Negativo (-)

Realizado por: Huerta, M. 2022.
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En la tabla 15-4 para la cepa bacteriana Escherichia coli, se partié de la solucién con menor
concentracion en la que no se observo turbidez, en este caso partimos de las concentraciones 200
pl/ml; 100 pl/mly 50 pl/mly a partir de estas se tom6 100 ml de cada concentracion y se realizo
3 diluciones mas agregando en cada un 900 ml de solucion salina para determinar la concentracion
minima inhibitoria. Se observé que en la dilucién de 10 se presentd un crecimiento bacteriano

positivo, mientras que en las diluciones de 102y 107 no hubo crecimiento bacteriano.

Tabla 16-4: Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto

alcohdlico de jengibre (Zingiber officinale) sobre la cepa bacteriana Klebsiella

pneumoniae
Cepa Pocillos/ Concentracion Diluciones del extracto Control de
alcohdlico de Jengibre crecimiento
Turbidez
10 1072 10

K. pneumoniae F6 (800 pg/ml) + - - +

F7 (400 pg/ml) + - - +

F10 (50 pg/ml) + - - +

K. pneumoniae= Klebsiella pneumoniae Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

En la tabla 16-4 para la cepa bacteriana K. pneumoniae, se partié de la solucién con menor
concentracién en la que no se observé turbidez, en este caso partimos de las concentraciones 800
wl/ml; 400 pl/mly 50 pl/mly a partir de estas se tomd 100 ml de cada concentracion y se realizé
3 diluciones mas agregando en cada un 900 ml de solucién salina para determinar la concentracion
minima inhibitoria. De acuerdo con los resultados la dilucion de 10 presenté un crecimiento

bacteriano positivo, mientras que en las diluciones de 102y 107 no hubo crecimiento bacteriano.

Tabla 17-4: Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto

alcohdlico de jengibre (Zingiber officinale) sobre la cepa bacteriana Staphylococcus

aureus
Cepa Paocillos/ Diluciones del extracto Control de
Concentracion alcohdlico de Jengibre crecimiento
Turbidez
10! 102 103

S. aureus E7 (400 pg/ml) + + - +

E9 (100 pg/ml) + + - +

E11 (25 pg/ml) + + - +

S. aureus= Staphylococcus aureus Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.
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En la tabla 17-4 para la cepa bacteriana S. aureus, se partié de la solucidbn con menor
concentracién en la que no se observa turbidez, en este caso partimos de las concentraciones 400
wl/ml; 100 pl/ml'y 25 pl/mly a partir de estas se tomd 100 ml de cada concentracion y se realizd
3 diluciones mas agregando en cada un 900 ml de solucion salina para determinar la concentracion
minima inhibitoria. Se observé que las diluciones 10ty 10-2presentaron un crecimiento bacteriano

positivo, mientras que en la dilucién de 10 no hubo crecimiento bacteriano.

Tabla 18-4: Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
alcohdlico de jengibre (Zingiber officinale) sobre la cepa bacteriana Enterobacter

cloacae.
Cepa Paocillos/ Diluciones del extracto Control de
Concentracion alcohdlico de Jengibre crecimiento
Turbidez
10 102 103

E. cloacae E7 (400 pg/ml) + - - +

E9 (100 pg/ml) + - - +

E11 (25 pg/ml) + - ; +

E. cloacae= Enterobacter cloacae Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

En la tabla 18-4 para la cepa bacteriana E. cloacae, se parti6 de la solucion con menor
concentracion en la que no se observé turbidez, en este caso partimos de las concentraciones 200
pl/ml; 100 pl/mly 50 pl/mly a partir de estas se tom6 100 ml de cada concentracion y se realizo
3 diluciones méas agregando en cada un 900 ml de solucidn salina para determinar la concentracion
minima inhibitoria. De acuerdo con los resultados la dilucién de 10 present6 un crecimiento
bacteriano positivo, mientras que en las diluciones de 102y 102 no presentaron crecimiento

bacteriano.

4.5.2. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Se tomd como referencia el procedimiento realizado por (Sadiki et al. 2014. p.122) para establecer la
CMB de las bacterias en estudio se tomaron los tubos con las distintas concentraciones y se

procedié a la siembra en el agar Mueller Hinton dejando incubar a 37°C por 18 horas,

posteriormente se procedio a la lectura de resultados.
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e Concentracion Minima Bactericida del extracto alcohoélico de cebolla (Allium cepa)

Tabla 19-4: Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto
alcoholico de cebolla (Allium cepa) sobre la cepa bacteriana Escherichia coli.

Cepa Paocillos/ Diluciones del extracto Control de Control de
Concentracion alcoholico de Cebolla crecimiento crecimiento
positivo negativo
UFC
10 102 103
E. coli A6 (800 pg/ml) 21 5 - + -
A9 (100 pg/ml) 10 4 - + -
A10 (50 pg/ml) 6 1 - + -

E. colie= Escherichia coli Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

En lo que concierne a la Concentracion minima bactericida para la cepa E. coli, en la tabla 19-4,
se puede apreciar que para los tubos 1, 2 y 3, no se encontré crecimiento de colonias en el medio
solido agar nutritivo en la dilucion de 107 es decir que ha dicha concentracion no se permitio el
desarrollo bacteriano, mientras que en las diluciones de 10y 10 del extracto alcohdlico de
cebolla, presentd un crecimiento bacteriano, sin embargo, se puede apreciar que a la

concentracion de 102 el crecimiento de bacterias fue minimo.

Tabla 20-4: Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto
alcoholico de cebolla (Allium cepa) sobre la cepa bacteriana Klebsiella

pneumoniae.
Cepa Paocillos/ Diluciones del Control de Control de
Concentracion extracto alcohdlico de crecimiento crecimiento
Cebolla positivo negativo
UFC
101 | 102 | 103

K. pneumoniae A3 (6400 pg/ml) 19 6 - + -

A4 (3200 pg/ml) 70 7 5 + -

A10 (50 pg/ml) 4 2 - + -

K, pneumoniae.= Klebsiella pneumoniae. Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

Se puede apreciar que para los tubos 1, 2 y 3 la CMB para la cepa K. pneumoniae hubo crecimiento

bacteriano en el medio de agar nutritivo, excepto para la dilucién 107 de los pocillos A3 y A10,
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es decir que ha dicha concentracion no se permitié el desarrollo bacteriano, mientras que las
diluciones de 10ty 102 del extracto alcohdlico de cebolla, present6 un crecimiento bacteriano,
sin embargo se puede apreciar que a la concentracién de 102 el crecimiento de bacterias fue

minimo.

Tabla 21-4: Determinacién de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto

alcoholico de cebolla (Allium cepa) sobre la cepa bacteriana Staphylococcus aureus

Cepa Pocillos/ Diluciones del extracto Control de Control de
Concentracion alcohdlico de Cebolla crecimiento | crecimiento
positivo negativo
UFC
10t 107 103

S. aureus A4 (3200 pg/ml) 70 27 - + -

A5 (1600 pg/ml) 2 1 - + -

A8 (200 pg/ml) incontable 22 5 + -

S. aureus= Staphylococcus aureus. Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

En la tabla 21-4, se puede observar que para los tubos 1, 2 y 3 la CMB para la cepa S. aureus
mostro un crecimiento bacteriano en el medio de agar nutritivo, excepto para la dilucion 102 de
los pocillos A4y A5, es decir que ha dicha concentracién no se permitio el desarrollo bacteriano,
mientras que las diluciones de 10y 102 del extracto alcohdlico de cebolla, presentd un

crecimiento bacteriano.

Tabla 22-4: Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto

alcoholico de cebolla (Allium cepa) sobre la cepa bacteriana Enterobacter cloacae

Cepa Paocillos/ Diluciones del Control de Control de
Concentracion extracto alcohdlico de crecimiento crecimiento
Cebolla positivo negativo
UFC
101 1072 107

E. cloacae A7 (400 pg/ml) 5 3 - + -

A9 (100 pg/ml) 7 1 - + -

A10 (50 pg/ml) 10 7 - + -

E. cloacae. = Enterobacter cloacae. Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.
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Para la cepa de E. cloacae, se puede observar que la CMB para los tubos 1, 2 y 3, Unicamente no
existié crecimiento bacteriano en la dilucién con una concentracion de 1073, es decir que ha dicha
concentracién, no se permitid el desarrollo de dicha bacteria, mientras que para las diluciones de
10y 102 del extracto alcohélico de cebolla, presentd un crecimiento bacteriano, sin embargo a
dichas concentraciones se puede observar que el crecimiento bacteriano fue minimo, es decir que

no presenta significancia alguna.

e Concentracion Minima Bactericida del extracto alcohdlico de jengibre (Zingiber
officinale)

Tabla 23-4: Determinacién de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto

alcohdlico de jengibre (Zingiber officinale) sobre la cepa bacteriana Escherichia

coli.

Cepa Pocillos/ Diluciones del Control de Control de

Concentracion extracto alcohdlico | crecimiento | crecimiento

de Jengibre positivo negativo
UFC
10* | 102 | 103

E. coli E8 (200 pg/ml) 12 3 - + -

E9 (100 ug/ml) 9 1 - + -

E10 (50 pg/ml) 6 3 - + -

E. coli. = Escherichia coli. Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

En lo que respecta a la Concentracién minima bactericida para la cepa E. coli, se puede apreciar
gue no se encontrd crecimiento de colonias en el medio solido agar nutritivo en la dilucién de
107 es decir que ha dicha concentracion no se permitié el desarrollo bacteriano, mientras que en
las diluciones de 10!y 102 del extracto alcohdlico de jengibre, presenté un crecimiento
bacteriano, sin embargo, se puede apreciar que a dichas concentraciones el crecimiento de

bacterias fue minimo.
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Tabla 24-4: Determinacién de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto

alcohdlico de jengibre (Zingiber officinale) sobre la cepa bacteriana Klebsiella pneumoniae.

Cepa Paocillos/ Diluciones del Control de Control de
Concentracion extracto alcohdlico de crecimiento crecimiento
Jengibre positivo negativo
UFC
10 102 103

K. pneumoniae F6 (800 pg/ml) 5 - - + -

F7 (400 pg/ml) 2 - - + -

F10 (50 pg/ml) 15 - - + -

K. pneumoniae.= Klebsiella pneumoniae. Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

Se puede apreciar que para los tubos 1, 2 y 3 la CMB para la cepa K. pneumoniae hubo crecimiento
bacteriano en el medio de agar nutritivo, excepto para las diluciones de 10y 107, es decir que
ha dicha concentracion no se permiti6 el desarrollo bacteriano, mientras que en la dilucién de
101 del extracto alcohdlico de jengibre, presentd un crecimiento bacteriano, sin embargo, se puede

apreciar que el crecimiento bacteriano fue minimo.

Tabla 25-4: Determinacién de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto

alcohdlico de jengibre (Zingiber officinale) sobre la cepa bacteriana Staphylococcus

aureus
Cepa Paocillos/ Diluciones del extracto Control de Control de
Concentracion alcohdlico de Jengibre crecimiento crecimiento
positivo negativo
UFC
10! 102 103

S. aureus E7 (400 pg/ml) Incontable 70 5 + -

E9 (100 pg/ml) Incontable 10 - + -

E11 (25pug/ml) Incontable 25 - + -

S. aureus Staphylococcus aureus. Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

En la tabla 25-4, se puede observar que para los tubos 1, 2 y 3 la CMB para la cepa S. aureus
mostro un crecimiento bacteriano en el medio de agar nutritivo, excepto para la dilucién de 103

de los pocillos E9 y E11, es decir que ha dicha concentracion no se permitié el desarrollo
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bacteriano, mientras que en las diluciones de 10y 102 del extracto alcohdlico de jengibre
presentd un crecimiento bacteriano. También se puede apreciar que el crecimiento bacteriano en

esta cepa, fue mucho mayor, es decir que no hubo un efecto bactericida.

Tabla 26-4: Determinacién de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto

alcohdlico de jengibre (Zingiber officinale) sobre la cepa bacteriana Enterobacter

cloacae
Cepa Pocillos/ Diluciones del Control de Control de
Concentracion extracto alcohdlico de crecimiento crecimiento
Cebolla positivo negativo
UFC
101 102 10

E. cloacae E7 (400 pg/ml) 17 7 - + -

E9 (100 pg/ml) 4 2 - + -

E11 (25 pg/ml) 10 6 - + -

E. cloacae= Enterobacter cloacae. Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Huerta, M. 2022.

Para la cepa de E. cloacae, se puede observar que la CMB para los tubos 1, 2 y 3, Unicamente no
existié crecimiento bacteriano a la dilucion con una concentracion de 103, es decir que ha dicha
concentracién, no se permitid el desarrollo de dicha bacteria, mientras que para las diluciones de
10ty 107 del extracto alcohélico de jengibre, presentd un crecimiento bacteriano, sin embargo a
dichas concentraciones se puede observar que el crecimiento bacteriano fue minimo, es decir que

no presenta significancia alguna.

Como se detalla en las tablas, se observé que para las bacterias E. coli. K. pneumoniae, E. cloacae
la concentracion minima inhibitoria en el extracto alcohélico tanto de cebolla como de jengibre
se dio en el micropocillo de la concentracion de 10y 102 donde no se presenté turbidez. Mientras
gue para S. aureus, la concentracién minima inhibitoria, para ambos extractos, se dio Unicamente
a la concentracion del de 10-2. Por otro lado, si analizamos la concentracion minima bactericida
para ambos extractos, se observa que para todas bacterias Ginicamente en la concentracién 10 no

hubo crecimiento bacteriano.

De acuerdo con las investigaciones de (Maria, 2017) y (Leonardo Nieto, 2010) los resultados coinciden
con los estudios de quienes realizaron extractos de Allium cepa, aplicando el método de dilucién
en caldo, obteniendo como resultado para Staphylococcus aureus una concentracion del 15%,
realizando otro método similar empleando “concentraciéon minima letal” (CML) en un 30%,

donde se demuestra la efectividad de la cebolla colorada en altas concentraciones. En esta
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investigacion dichos resultados son similares a los de diferentes estudios que se han realizado,
por lo que se puede manifestar que la cepa de Staphylococcus aureus en un extracto alcohdlico

en una concentracion de 107 ejerce un efecto antimicrobiano (Mora & Ramos, 2020, pp.56).

Otro estudio realizado por (Garcia y Herrera 2007. p. 73) se demostré que Allium cepa en las
concentraciones bacterianas de 10* y 108 UFC/placa, presentaron resultados consistentes contra
las bacterias E. coli y K. pneumoniae. Con ello se afirma que el extracto de Allium cepa posee un
potencial poder inhibitorio del crecimiento, presentando una buena actividad antibacteriana contra
las cepas mencionadas anteriormente. Por otro lado, el autor menciona que acerca de los
compuestos responsables de este tipo de efectos inhibitorios sobre el crecimiento bacteriano o
fangico, se conoce muy poco de modo general se conoce que algunos de los compuestos que
parecen poseer actividad antimicrobiana en esta especie vegetal son esencias alilicas, de butilo,
de croton y feniletil mostaza.

Finalmente, no existe estudios publicados en donde se estudie la actividad antibacteriana de la
cebolla sobre cepas de E. cloacae, sin embargo, en el presente estudio, se comprob6 que Allium
cepa ejerce un potencial poder inhibitorio del crecimiento frente a dicha bacteria a una

concentracién de 102y 10 presentando una buena actividad antibacteriana.

Si hablamos de la accion bacteriana que ejerce el jengibre sobre algunas bacterias, se menciona
un estudio realizado por (Cevallos, 2015. p. 1) acerca de la accion antimicrobiana del extracto
hidroalcohdlico del jengibre frente algunos microorganismos de interés sanitario, se demostré que
existié una inhibicion del crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus al utilizar
tanto el extracto hidroalcohodlico como la solucion formadora de recubrimiento comestible

preparada a base de extracto hidroalcohdlico de jengibre mas quitosano.

De igual manera otro estudio realizado por (Angeles et al. 2008. p. 17) indica que la cepa
bacteriana mas sensible a la mayoria de los aceites ensayados ha sido Klebsiella pneumoniae,
especialmente frente al jengibre, comprobando la capacidad inhibitoria del mismo y de forma

selectiva de ser Utiles en el tratamiento de procesos de etiologia bacteriana y fungica.

4.6. Antibiograma (Método de Kirby Bauer)

Finalmente, la Gltima prueba que se realizd es un antibiograma sobre cada una de las bacterias en
estudio con la finalidad de comparar el efecto inhibitorio que tuvieron los extractos de cebolla y
jengibre frente a antibiéticos comerciales. |

Los resultados se muestran a continuacion:
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Tabla 27-4: Tamano del halo de inhibicién (mm) de los antibidticos comerciales

Antibioticos Staphylococcus Escherichia coli Klesbsiella Enterobacter
aureus pneumoniae cloacae
Diluciones
Azitomicina 101 22 mm 101 22 mm 101 15 mm 101: 26 mm
(AZM) 102: 26 mm 102: 22 mm 102: 24 mm 10%: 30 mm
103: 28 mm 103: 24 mm 103: 24 mm 103: 32 mm
Penincilina (P) 10 - 10 26 mm 10 11 mm 10 -
102 - 102: 26 mm 102: 12 mm 102 -
10°3: - 103: 28 mm 103 14 mm 10°3: -

Realizado por: Huerta, M. 2022.

De acuerdo con la tabla 27-4, se muestra los resultados del antibiograma de cada una de las
bacterias, se observa los respectivos halos de inhibicion para cada antibiético. Se puede apreciar
que, para cada una de las bacterias en estudio, el halo de inhibicidn del crecimiento es mayor a

medida que disminuye la concentracion bacteriana.

Segun con los datos del National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), (Picazo,
2018. p. 15) S. aureus es sensible frente azitromicina cuando se presenta un halo de inhibicion > 18
mm Yy es resistente cuando el halo de inhibicién es < 13 mm, de acuerdo con los resultados
obtenidos, el halo de inhibicidn es de 22 mm, es decir que esta bacteria es sensible frente a este
antibidtico. Por otro lado S. aureus es sensible frente penicilina cuando se presenta un halo de
inhibicién > 28 mm y es resistente cuando el halo de inhibicién es < 29 mm, de acuerdo con los
resultados, no se presentd ningun halo de inhibicion, es decir que la bacteria es sensible y por

tanto el antibiético no presentd ninguna accion bactericida.

De acuerdo con los resultados, S. aureus es una bacteria que ha demostrado un gran poder de
adaptacion a los agentes antimicrobianos, adquiriendo resistencia a muchos antibidticos
disponibles para el tratamiento de las infecciones que ocasiona. De hecho, como lo sefiala
(Castellano Gonzalez y Perozo-Mena 2010. p. 18), existen tres mecanismos de resistencia a los
antibioticos B-lactamicos en S. aureus: resistencia dada por enzimas como las penicilinasas o [3-
lactamasas, mismas que se encargan de desactivar al antibiético; resistencia intrinseca, esta no se
debe a la inactivacion de drogas y es responsable de la resistencia a meticilina; y la transformacion

de las proteinas de unién a penicilinas (PBPS).
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Por otro lado, en los estafilococos, la resistencia a los macrolidos (eritromicina, claritromicina,
azitromicina, midecamicina) puede asociarse a diferentes fenotipos de sensibilidad o de

resistencia a las lincosamidas (clindamicina). (Ardanuy et al. 2011, pp.7).

El antibiograma para las Enterobacterias frente a penicilina, de acuerdo con el Instituto Nacional
de Salud de Lima, es sensible cuando el halo de inhibicion es > 17 mm, y es resistente cuando el
halo de inhibicién es < 13 mm, de acuerdo con los resultados obtenidos, Escherichia coli, es
sensible frente a este antibidtico, pues en todas las diluciones el diametro de inhibicion es > 17
mm. De igual manera, si hablamos de Enterobacter cloacae, esta es sensible frente a penincilina,
pues de acuerdo con los resultados, no se presentd ningin halo de inhibicién. Finalmente, la
bacteria Klesbsiella pneumoniae de acuerdo con los resultados present6 resistencia frente al
antibiotico en estudio, pues los halos de inhibicion en todas las diluciones son < 13 mm, lo que
quiere decir que esta bacteria inhibe el efecto bactericida de este medicamento.

Si hablamos de la sensibilidad de las Enterobacterias frente a la Azitromicina, las bacterias que
se encuentran dentro de esta familia son sensibles cuando presentan un halo de inhibicién > 18
mm, y son resistentes cuando su halo de inhibicion es < 13 mm, de acuerdo con los resultados
obtenidos Escherichia coli, Enterobacter cloacae, y Klesbsiella pneumoniae son sensibles frente
a este antibidtico, pues en todas las diluciones el didmetro de inhibicion es > 18 mm, lo que quiere

decir que dichas bacterias son capaces de inhibir el efecto de este medicamento.

Desde el descubrimiento de la penicilina ha surgido la aparicion progresiva de nuevas moléculas
sintetizadas con la finalidad, de incrementar el espectro de accion y la actividad frente a bacterias
gue van adquiriendo resistencia. Si bien la resistencia a los betalactamicos se encuentra
determinada por diferentes mecanismos como por ejemplo la elaboracion de enzimas, variaciones
de la permeabilidad, modificacion de la diana y, posiblemente, expresion de bombas de expulsion
activa, el mecanismo vital de resistencia a betalactamicos en enterobacterias es el enzimético,

debido a la fabricacion de las betalactamasas. (Navarro, Miro y Mirelis 2010, pp.639).

Asimismo, la resistencia que presentan las enterobacterias frente a los macrélidos como la
azitromicina, eritromicina y las lincosamidas como la clindamicina por lo general se debe a la
presencia del gene erm. Dichos genes erm conservan el codigo para la elaboracion de una enzima
ARN metilasa que altera la zona ribosémica de unién de los estreptograminas B, macrélidos y

lincosamidas. (Cavalieri et al. 2005, pp.115).
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CONCLUSIONES

El tamizaje fitogquimico de los extractos de Jengibre y Cebolla arroja la presencia de compuestos
como flavonoides, compuestos fendlicos, Triterpenos y Esteroides, saponinas y alcaloides en su
composicién lo que justifican las propiedades antibacterianas que registran estas especies.
Ademas de acuerdo con los pardmetros fisicos y quimicos se pudo establecer que la materia prima
estd en condiciones Optimas para su utilizacion, puesto que el porcentaje de humedad de cada
especie se encuentra dentro de lo establecido por la normativa NTE INEN- 1SO 2532:2010, por
lo hay una buena conservacion, los valores de las cenizas totales, solubles en agua e insolubles en

acido se encuentran dentro de los valores establecidos de cada especie vegetal.

Los extractos alcohdlicos de las plantas evaluadas presentaron actividad antibacteriana en los
cuatro microorganismos estudiados. La mayor actividad antimicrobiana se encontro en el extracto
alcohdlico de Zingibre officinale para las bacterias klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y
Enterobacter cloacae con una CMI de 25 ug/ml; mientras que el extracto alcohdlico Allium cepa
presentdé mayor actividad antimicrobiana en Staphylococcus aureus con una CMI de 50 pg/ml.
En conclusion, las plantas como alimento convencional representan un potencial antibacteriano
inexplorado, razén por la cual es suma importancia realizar estudios sobre dichos especimenes
para descubrir posibles compuestos antimicrobianos naturales que ayuden a combatir diversas

infecciones.

Finalmente se comparé la actividad antibacteriana de los extractos frente antibiéticos comerciales,
mediante el test de discos y se pudo evidenciar la resistencia que presentaron todas las cuatro
bacterias estudiadas frente a antibidticos comerciales como Azitromicina y Penincilina, mientras
que por el método de CMI se pudo observar que tanto la Cebolla como el Jengibre poseen una

actividad antibacteriana frente a estas cepas.
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RECOMENDACIONES

Cuando se realice el secado y macerado de estas especies, controlar la temperatura para que la

materia vegetal no se calcine.

Al momento de triturar la cebolla, se debe tener cuidado de que esta no se vaya a secar, pues la

materia vegetal puede llegar a caramelizarse por la cantidad de azucar que posee esta especie.

Una vez la materia primaria se encuentre triturada, colocar alcohol al 96% y almacenar en frascos

ambar en la oscuridad para evitar que esta se evapore.

Cuando se realice el tamizaje de cada especie vegetal, realizar de 2 a 3 repeticiones con la
intencion de obtener resultados precisos y reales.

Cuando se realice la cromatografia en capa fina seleccionar los solventes de acuerdo a la polaridad

de cada especie vegetal.

Para realizar las pruebas de control de calidad de las especies, realizar al menos 2 repeticiones

para obtener mayor certeza en los resultados.

Cuando se realice la determinacién de CMI Y CMB limpiar y esterilizar muy bien la zona donde

se va a trabajar, para evitar contaminaciones.

Al momento de anotar los resultados del crecimiento bacteriano, hacerlo a las 18 horas de

sembradas, pues es el tiempo en donde se da el méaximo crecimiento bacteriano.

Cuando se realice al antibiograma, emplear muy bien la técnica para evitar posibles errores y

contaminaciones.
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GLOSARIO

Agente terapéutico profilactico: Uso de un agente antimicrobiano antes de que un
microorganismo patégeno tome contacto con el individuo, durante ese contacto 0 muy poco
después (Noriega 2001, pp.1).

Bacterostatico: Agente que inhibe el desarrollo de las bacterias y se basa en los mecanismos de
defensa del huésped para la erradicacion final de la infeccion (Pérez 2020, pp.5).

Bacteridfagos: son parésitos intracelulares obligados que se multiplican al interior de las
bacterias, haciendo uso de algunas o todas sus maquinarias biosintéticas (p. €j., los virus que
infectan bacterias) (Mayer 2019, pp.1).

Bioensayos: También conocido como ensayo bioldgico es un tipo de experimento cientifico que
investiga los efectos de una sustancia en un érgano aislado 0 en un organismo Vivo (Garcia 2013,

pp.34).
Criterios quimiotaxonomicos: También Ilamada Quimiosistematica, es el intento de clasificar e

identificar organismos (originalmente plantas), de acuerdo a las diferencias demostrables y
similitudes en sus composiciones bioquimicas(Saldafia, 2018, pp.56).

Etnofarmacoldgica: Estudio de las acciones y propiedades de los medicamentos, generalmente
derivados de plantas, autdctonas para poblaciones o etnicidad (Contreras 2019, pp.67)..

Fasciculado: Que esta formado por elementos agrupados en pequefios haces (Garcia 2013, pp.34).
Fitoconstituyentes: Son sustancias presentes en los vegetales, que no cumplen funciones
nutricionales (son anutrientes), pero que ayudan a prevenir numerosas enfermedades,
especialmente las de tipo degenerativo. Proceden de plantas donde ya de por si estan cumpliendo
esta funcién defensiva (Contreras 2019, pp.67).

Fitofarmacos: Son medicamentos cuya sustancia activa contiene el extracto de una determinada
planta, a diferencia de un farmaco quimico que proviene de una molécula quimicamente
sintetizada (Saldafia, 2018, pp.5).

Fitofarmacolégica: Es larama de la farmacologia que se orienta al estudio de los extractos
estandarizados de plantas medicinales. Sostiene que la accion médica de una planta viene
determinada de forma exclusiva por sus contribuyentes activos (Garcia 2013, pp.21).

Fitoquimica: Es una disciplina cientifica que tiene como objeto el aislamiento, anélisis,
purificacion, elucidacion de la estructura y caracterizacion de la actividad bioldgica de diversas
sustancias producidas por los vegetales (Hernandez et al. 2015, pp.116)

Flagelos peritricos: Bacterias que poseen muchos flagelos rodeando su contorno (Gavin 2019,

pp.87).
Hidrolizar: Es una reaccion quimica entre una molécula de agua y otra macromolécula, en la

cual la molécula de agua se divide y rompe uno 0 méas enlaces quimicos y sus a&tomos pasan a

formar union de otra especie quimica (Contreras 2019, pp.67).


https://es.wikipedia.org/wiki/Organismo
https://es.wikipedia.org/wiki/Planta
https://es.wikipedia.org/wiki/Bioqu%C3%ADmica

Integrones: Son unas piezas genéticas que han despertado gran interés porque algunos de ellos
vehiculan genes de resistencia a los antimicrobianos (Saldafia, 2018, pp.56).

Oblongas: Que es mas largo que ancho o que es mas largo de lo que es habitual entre las cosas
de su mismo género (Saldafia, 2018, pp.68).

Procedimientos bioluminiscentes: Es un proceso que se da en algunos organismos Vvivos, en
donde se crea una reaccién quimica que produce luz (Meighen 202, pp. 1020).

Sésiles: (En el sentido de movimiento posicional o motilidad) se refiere a la caracteristica de
ciertos organismos, sésiles, que no poseen algin medio de auto-locomocién y son normalmente
inmoviles o sedentarios (Garcia 2013, pp.21).

Trasposones: O genes “saltarines” son secuencias de ADN que s6lo llevan informacion genética
para poder moverse dentro de los genomas de los seres vivos(Feschotte y Pritham 2021, pp.335).


https://es.wikipedia.org/wiki/Motilidad
https://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
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ANEXO B: OBTENCION DE LA MATERIA PRIMA EN EL MERCADO MAYORISTA DE
LA CIUDAD DE RIOBAMBA-ECUADOR




ANEXO D: PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA PARA EL PROCESO DE
PULVERIZACION




ANEXO E: PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA PARA EL PROCESO
MACERACION

s MACERADO DE LA CEBOLLA
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ANEXO F: Y OBTENCION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE CEBOLLA Y JENGIBRE




ANEXO G: RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD DE LA MATERIA VEGETAL,
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD Y CENIZAS
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ANEXO H: RESULTADOS DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LA CEBOLLA
Y EL JENGIBRE




ANEXO |I: RESULTADOS DEL TAMIZAJE DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE
CEBOLLA Y JENGIBRE

TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LA CEBOLLA
PRUEBAS QUIMICAS
IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES

Reaccion Shinoda Reaccion de hidréxido de sodio al 10%0

-

1
Positivo para presencia de flavonoles Positivo para presencia de chalconas
IDENTIFICACION DE CUMARINAS
Reaccion con hidréxido de amonio

IDENTIFICACION DE QUINONAS/ANTRAQUINONAS

Reaccion con hidréxido Reaccion con acido Reaccion de Bérntraguer

de amonio sulfdrico

IDENTIFICACION DE ALCALOIDES
Reaccion de Mayer Reaccion de Wagner Reaccion de Dragendorff




IDENTIFICACION DE TRITERPENOS Y/O ESTEROLES

Reaccion de Lieberman Bouchard

IDENTIFICACION DE SAPONINAS

Prueba de altura y estabilidad de Reaccién de Rosenthaler (Reactivo de
espuma Vainillina)

Positivo para presencia de sapogeninas
triterpenoidales

IDENTIFICACION DE TANINOS/COMPUESTOS FENOLICOS

Reaccién con gelatina Reaccién de cloruro férrico

Positivo para ppresencia de taninos
condensados




TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL JENGIBRE

PRUEBAS QUIMICAS

IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES

Reaccion Shinoda Reaccion de hidréxido de sodio al 10%0

Positivo para presencia de flavonoles Positivo para presencia de chalconas

IDENTIFICACION DE CUMARINAS

Reaccion con hidréxido de amonio

IDENTIFICACION DE QUINONAS/ANTRAQUINONAS

Reaccién con hidroxido Reaccién con acido Reaccién de Borntraguer
de amonio sulfarico

IDENTIFICACION DE ALCALOIDES

Reaccién de Mayer Reaccion de Wagner Reaccién de Dragendorff




IDENTIFICACION DE TRITERPENOS Y/O ESTEROLES

Reaccion de Lieberman Bouchard

IDENTIFICACION DE SAPONINAS

Prueba de altura y estabilidad de Reaccién de Rosenthaler (Reactivo de
espuma Vainillina)
{ ,?.‘ﬁi’.' 7

Positivo para presencia de sapogeninas
esteroidales

IDENTIFICACION DE TANINOS/COMPUESTOS FENOLICOS

Reaccidn con gelatina Reaccion de cloruro férrico

Positivo para ppresencia de taninos
condensados




ANEXO J: RESULTADOS DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y LA
CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA DE LOS EXTRACTOS
ALCOHOLICOS DE CEBOLLA Y JENGIBRE




Controles positivos de cada bacteria en estudio

» Klebsiella pneumoniae
1000 5 480
102—— > 53

108 —— 4

» Staphylococcus aureus
0t 5 Incontable
102—— > 5

108 —— 1

» Escherichia coli
0 3 Incontable

102 ——» 5

108 —— 1

> Enterobacter cloacae

0t 5 Incontable
102 ——m> 143

108 ——— 11



Klebsiella pneumoniae

A3

A4

101: 19
102: 6




Staphylococcus aureus

A4

A5

A8

101: 70
102: 27
103: 2

1012
1021
10°3: -

101: incontable
102: 22
103:5




Escherichia coli

A6

A9

Al0

101: 21
1025

1073 -

101: 10
1072: 4
10°3: -

101:6
1021
103: -

Enterobacter cloacae

A7

A9

A10

101:5
102: 3
103: 1

1017
102: 1
10°3: -

101: 10
102: 7
103: 1




0t 425
102 ——m 69

108 — 40

Klebsiella pneumoniae
F6 F7 F10

1015
102 -

101: 2
10°2: -

101: 15
102: 5
1073 -




Staphylococcus aureus

E7 E9 Ell
10°%: incontable 10'L: incontable 10°1: incontable
102:70 102:10 102:25
103:5 10°3: - 10°3: -




Escherichia coli

ES8 E9 E10
101 12 1019 101:6
102:3 102:1 102:3
103 - 10°3: - 10°3: -




Enterobacter cloacae

E7

E9

Ell

101: 17
102:7
103: 1

101: 4
102: 2
103: 1




ANEXO K: RESULTADOS DEL ANTIBIOGRAMA DE AZITROMICINA'Y PENINCILINA
EN CADA UNA DE LAS BACTERIAS EN ESTUDIO




COLOCACION DEL ANTIBIOTICO

Klebsiella pneumoniae

10 10 10

Escherichia coli

10 102

Staphylococcus aureus

10" 10 10

Enterobacter cloacae

10 10




RESULTADOS DEL ANTIBIOGRAMA

Klebsiella pneumoniae

10"

10°

10

Escherichia coli

10

102

103

Staphylococcus aureus

10

10

10
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