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Resumen

Se determind actividad antibacteriana de extractos crudos por los métodos
Kirby-Bauer y Pocillo. Empleando corteza desecada de Croton urucurana Baill frente a
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 Met-S y Staphylococcus aureus ATCC
43300 Met-R. Se estudiaron algunos parametros metabolicos de las colonias resistentes
a los extractos, por pruebas bioquimicas y las B-lactamasas por los métodos biologicos y
de Sanders. Las bacterias citadas no presentaron alteraciones metabdlicas ni
modificaciones en la expresion de B-lactamasas y resultaron sensibles a los extractos.

Se estudid la actividad genotoxica del extracto acuoso de Croton urucurana
Baill, por el test de Allium cepa L, empleandose para los datos el test ANOVA vy el test
de rangos multiples. Demostrandose por este test, que en las condiciones de prueba, los
extractos crudos de Croton urucurana Baill poseen efectos citotoxicos sobre las raices

de Allium cepa L provocando la muerte celular.



Abstract

Antibacterial activity of crude extracts by the methods Kirby-Bauer and Hole
was determined. Using dried crust of Croton urucurana Baill in front of stocks of
Staphylococcus aureus Met-S ATCC 25923 and Staphylococcus aureus Met-R ATCC
43300. Some metabolic parameters of the resistant colonies to the extracts, by
biochemical tests and B-lactamasas by the biological methods studied and of Sanders.
The mentioned bacteria did not present/display metabolic alterations nor modifications
in the expression of B-lactamasas and were sensible to the extracts.

The genotdxic activity of the watery extract of Croton urucurana Baill studied,
by the test of Allium L stock, being used for the data test ANOVA and the test of
multiple ranks. Demonstrating itself by this test, that in the conditions of test, the crude
extracts of Croton urucurana Baill have cytotoxic effects on the roots of A//ium L stock

causing the cellular death.
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INTRODUCCION



1-INTRODUCCION

Los comienzos de la quimioterapia fueron empiricos desde antes de Cristo, pero el
tratamiento especifico de las infecciones empezd en 1936 con el uso de Sulfanilamida. El
descubrimiento de la penicilina en 1941 marcé el comienzo de la llamada edad de oro de la
terapia antibacteriana, que provoco una disminucion dréastica de infecciones y enfermedades
de distintas etiologias como ejemplo por S. aureus, T. pallidum, etc.

Actualmente debido a la presion selectiva ejercida por tratamientos muchas veces
inadecuados, automedicacion, etc. han generado resistencia a los antibacterianos. Esto
condujo a numerosos equipos de investigadores a buscar nuevos antimicrobianos por
diferentes métodos para vencer esta dificultad, y conservar aquellos que, aun resultan ttiles.

Existe en la actualidad una amplia gama de antibidticos con actividad antibacteriana
como también bacterias resistentes. El fendmeno de resistencia varia de un microorganismo a
otro, y de una region a otra, cepas de Staphylococcus aureus que fueron resistente a
penicilina G aparecieron poco después de introducirse este antibidtico, y su frecuencia
aumento a tal punto que el 80% de cepas adquiridas de hospitales y comunidades, actualmente
son insensibles a las mismos, por la presion selectiva ejercida por el uso abusivo de
antibiodticos. La aparicion de resistencia en otras especies ha sido y es mas lento. (Goodman y
Gilman 1986).

Staphylococcus aureus es la bacteria que se utilizé en este trabajo la cual posee las
siguientes caracteristicas. Es la principal especie patdgena de su género y causa comun de
infecciones diversas en el hombre sin respetar edad, sexo y lugar donde éste se encuentre; asi,
es posible encontrarle en hospitales, pequeiias comunidades, alimentos, etc.

Este microorganismo es un componente normal de la microflora humana autoctona
y es trasportado en ciertas zonas del cuerpo sin provocar dafio alguno. Su transmision desde
estos sitios puede provocar enfermedades endémicas y epidémicas (Joklik y col. 1994).

La patogenicidad de Staphylococcus aureus se debe a su gran versatilidad en
producir enzimas que pueden hidrolizar un amplio espectro de sustratos (Joklik y col. 1994).
Las enzimas que produce son; catalasa, lipasa, hialuronidasa, estafiloquinasa, nucleasa, etc.
(Lowy. 1998) y también toxinas citoliticas, enterotoxina exfoliativa, pirdgenas, toxina TSST-
1 la cual se le atribuye el Sindrome de Shock Toxico. El género Staphylococcus se clasifica
dentro de la familia Micrococcaceae, presentandose como cocos agrupados en racimos, Gram
(+), cuyo diametro es de 0,5 a 1,5 pm, anaerobios facultativos. En medios de cultivo algunos
Staphylococcus  producen pigmentos carotenoides y forman colonias de color amarillo-

dorado a amarillo-limén, esta pigmentacion se observa casi siempre en Staphylococcus



aureus. La mayoria de los Staphylococcus aureus contienen un factor de agrupamiento o
coagulasa sobre la superficie externa, que se une al fibrindgeno del plasma por una reaccion
no enzimatica y hacen que los microorganismos se agreguen. (Hawierg J, Timmons S. 1982).
Representa un factor de virulencia y es un marcador genético empleado como pruebas de
identificacion de especie, posee otros marcadores que posibilitan el diagndstico entre los que
encuentran la fermentacion del manitol, la DNasa, actividad fosfatasa alcalina, reaccion de -
glucosidasa (positiva), reduccion de nitritos y entre otros resistencia a polimixina B (discos
300p) (Kloos y Bannerman 1995).

La amplia distribucién en la naturaleza, su rdpida respuesta adaptativa frente a
cambios del medio, asi como la continua adquisicion de resistencia a los antibioticos, han
hecho de éste germen un residente habitual hospitalario principalmente, que genera problemas
de multiresistencia a los mas variados grupos de antibioticos. Como ejemplo en términos de
resistencia a meticilina (Jovens, 1961. Knox, 1961) incluye resistencia a derivados f3-
lactamicos.

Las penicilinas resistentes a penicilasas (oxacilina, meticilina, cloxacilina, etc.) y las
cefalosporinas poseen una estructura molecular que las protege frente a la accion de las B-
lactamasas. Sin embargo el género Staphylococcus ha desarrollado mecanismos mas
complejos de resistencia a meticilina frente a este grupo de antibacterianos.

El mecanismo de resistencia a meticilina de Staphylococcus aureus se asocia a la
sintesis de “novo” de una proteina PBP (PBP2a) de 70 kD con baja afinidad por la
meticilina y el resto de los - lactamicos (De Lencastre y col 1994).

Las bases genéticas de la resistencia se deben a mutacion de un gen o por introduccion
de un plasmido de resistencia en la transduccidon, mecanismo mediado por bacteridfagos
(Joklik y col. 1994).

Dentro de las infecciones por Staphylococcus aureus podemos seleccionar algunas de
ellas. Infecciones de piel y sus anexos, foliculitis, impétigo, foranculos y los llamados
“antrax”, estas ultimas debemos diferenciar del “antrax” o carbunclo producido por Bacillus
anthracis, 1infecciones de heridas, piodermas de extension, sindrome de piel escaldada
estafilococica (SPEE), sindrome de shock toxico (SST), (Gerald y col 1992), mastitis de las
madres que amamantan, el 1-3% desarrollan distintas formas de infecciones mamarias, gran
parte de ellas por S aureus (Navy. 1980), septicemias y endocarditis. Infecciones severas de
organos provocando pericarditis, osteomielitis (Gerald y col 1992). Las neumonias causadas

por S aureus producen dafios importantes debido a su alta tasa de mortalidad 50%. (Joklik y



col. 1994) y son de prondstico malo. Entre otras, éstas son las enfermedades mas habituales
producidas por S aureus.

El tratamiento de las infecciones por Staphylococcus aureus, se deben realizar siempre
partiendo de la identificacion de la especie y la realizacion de un antibiograma para saber que
especie o cepa de Staphylococcus aureus estd afectando, y si es sensible o no, para que en
caso de resistencia se busquen otros antibioticos adecuados. Actualmente se esta combinando
vancomicina con rifampicina (Michel y Gutman 1997). El “Centers for Disease Control and
Prevention” de EE.UU. (CDC) ha documentado el primer caso en EE.UU. de
Staphylococcus aureus totalmente resistente a la vancomicina.

(http://db.doyma.es/cgi-bin/wdbcgi.exe/doyma/press.plantilla?ident=20721) 04/07/2002:28.

Para las cepas Staphylococcus aureus resistente a los aminoglucosidos, quinolonas,
clindamicina, se tienen buenos resultados clinicos la asociacion de vancomicina con
gentamicina (Aubry-Damon y col 1997). Algunas nuevas fluoroquinolonas, como el
trovafloxacino y el DU-6859a, estreptograminas como la RP-59500 son nuevos agentes con
potente actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus Meticilin Resistente (Michel y
Gutman 1997). A causa de la alta plasticidad que poseen estas y otras bacterias en la
generacion de resistencia a antibacterianos a la medicina se le presenta un desafio, el de
buscar nuevos agentes quimicos con la capacidad para combatirlos.

Con el fin de contrarrestar los antibidticos, las bacterias a través del tiempo han
producido una diversidad de mecanismos de resistencia. Pueden poseer genes de resistencia
en el cromosoma bacteriano, en plasmidos transferibles y en transposones. La resistencia se
facilita por la transferencia entre especies de este material genético a través de diversos
mecanismos como son la conjugacion, transformacion, transduccion, etc.

Desde la introduccién de la penicilina hace mas de sesenta anos, los B-lactdmicos han
constituido el grupo de antibidticos de mayor relevancia clinica. El grupo de antibidticos 8-
lactdmicos estd constituido por: Penicilinas, cefalosporinas, carbapenemens 'y
monobactamicos. Todos ellos tienen en su estructura un anillo betalactdmico que posee
similitud estructural con los sitios de union de los sustratos bacterianos en la biosintesis de la
pared, que les permite unirse e inactivar enzimas necesarias para la sintesis del
peptidoglucano componente que es fundamental en la morfologia y vida de la bacteria.

Existen tres mecanismos importantes de resistencia a este grupo de medicamentos:
degradacion enzimadtica, imposibilidad de penetracion a través de la membrana celular y
alteraciones del sitio blanco (PBP). La inactivacion por B-lactamasas es el mecanismo de

resistencia mas comun.


http://db.doyma.es/cgi-bin/wdbcgi.exe/doyma/press.plantilla?ident=20721

Las B-lactamasas son enzimas codificadas a través de la expresion de un gen de tipo
cromosémico o transferidos por pldsmidos o transposones que tienen un origen bacteriano
inducible o constitutivo y que son capaces de hidrolizar el anillo 3-lactdmico de las moléculas
que las posean dejandolo inactivo y suelen actuar a altas concentraciones.
Probablemente estas enzimas se han desarrollado como variantes de las propias
enzimas biosintéticas de la pared celular. Las bacterias Gram positivas producen una
diversidad de enzimas entre ellas las B-lactamasas, que son secretadas al espacio extracelular,
a diferencia de las betalactamasas producidas por bacterias Gram negativas que la vierten en
el espacio periplasmico (Morfin-Otero y Rodriguez E. 1999). Las B-lactamasas que inactivan
la penicilina pueden ser, a) las llamadas inducidas, por la presiéon de antibidticos
betalactamicos o b) las constitutivas, con produccidon constante de una betalactamasa sin
relaciéon con la presion selectiva. Las B-lactamasas pueden ser producidas por mutantes
betalactamasa de amplio espectro (BLEA), presente en la mayor parte de las enterobacterias
con hiperproduccién, y finalmente pueden ser B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) las
que derivan de mutaciones de las primeras.
Las BLEE son enzimas de configuracion plasmidica producidas por bacterias que
hidrolizan los antibioticos B-lactamico.
Debido a la gran diversidad de B-lactamasas descritas hasta el presente se han
adoptado dos modelos de clasificacion (Galas y col, 1999).
a) Clasificacion fenotipica: segin su perfil de sustrato (penicilinasa, cefalosporinasa,
cloxacilinasa, etc.) y a la susceptibilidad a la inhibicion por acido clavulonico,
propuesta por Bush K (1989) y actualizada en (1995).

b) Clasificacion molecular: propuesta por Ambler (1980), basada en la secuencia de
las B-lactamasas, reconociendo cuatro clases, designadas de A a D, clase A, Cy D
son serinoproteasa y la B metaloenzimas. (Bush y col. 1995).

En el género Staphylococcus se han descrito, al menos, tres mecanismo de resistencia
de la especie Staphylococcus aureus alos B- lactamicos:

a) hiperproduccion de - lactamasa.

b) resistencia por proteinas fijadoras de Penicilina (PBP) modificadas.

¢) resistencia intrinseca a meticilina.
Factores que afectan a la generacion de - lactamasa en S aureus:

a) Plasmidios de - lactamasa estafilococcica: podrian impedir la delecion espontanea
del mec cromosomal o podria inducir a un pattern heterogéneo de resistencia si se inserta en

receptores homogéneamente resistentes. (Hackbart y Chambers 1989).
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b) Factor fem o factor aux: son genes cromosomales distintos al mec, necesario para la
completa expresion de resistencia, presente en cepas sensibles y resistentes (Gil. 2000). Otros
locus cromosomales: codificacion de una proteina hidrofobica de funcién aun desconocida,
cuya inactivacion hace que una cepa de resistencia homogénea produzca un pattern
heterogéneo de resistencia a meticilina. (Gil. 2000.).

La fitomedicina y la etnomedicina se han abocado al estudio y aplicacion de
fitoterapicos a distintas patologias. El conocimiento de que las plantas poseen efectos
medicinales se halla ampliamente divulgado, tanto en la comunidad cientifica como en la
poblacion general. En nuestra region gran nimero de especies vegetales nativas son utilizadas
para el tratamiento de las més diversas afecciones, enfermedades infecciosas y no infecciosas,
un ejemplo es el empleo de la especie conocida vulgarmente como “Sangre de Drago” o
“Tuguy'y”.

Entre las distintas especies conocidas como "Sangre de Drago" se han realizado
importantes investigaciones quimicas, farmacoldgicas y clinicas en la gran mayoria, pero de
todas ellas, la que ha recibido mayor atencioén es Croton lechleri, no asi la que consideramos
en el presente estudio, Crofon urucurana Baill, donde si bien hay estudios, no llegan a ser tan
numerosos (Alonso y Desmarchelier 2005).

La especie vegetal Croton lechleri, contiene entre los principales componentes
activos comprobados, la presencia de alcaloides y se ha identificado como uno de ellos, la
Taspina, derivados de catequizas, drocianidina, terpenos, estigmasterol, castapreno,
vomifoliol, 1,3,5-trimetoxibenceno. 2.,4,6-trimetoxifenol (Cay y col. 1993).También se
aislaron  3°,4-0-dimetilcedrusina y 4-0-metilcedrusina con accion farmacologica en la
cicatrizacion de heridas. El latex que emana de Croton lechleri es mas activo que cada uno de
los componentes aislados. Ubillas y col. (1994) han aislado del latex de C. lechleri una
protoantocianidina oligomérica, que han denominado SP-303, producto que en sus
investigaciones ha demostrado actividad contra una variedad de virus DNA y RNA. En
pruebas in vitro el producto SP-303 ofreci6 una potente actividad contra cepas de virus
respiratorio sincitial (RSV), virus A de la influenza (FLU-A) y virus parainfluenza (PIV). En
ensayos paralelos de SP-303 y el farmaco "ribavirin" demostraron una actividad comparable
contra esos virus. El SP-303 igualmente exhibi6 una significativa actividad inhibitoria contra
el herpes virus (HSV), incluyendo a los resistentes a los farmacos "acyclovir" y "foscarnet".
(Safrin S, McKeough M, y col, 1994). También se observo inhibicion contra los virus de la
hepatitis A y B. Sobre bacterias la Sangre de Drago de C. lechleri es poco activa frente a

Bacillus subtilis y Escherichia coli. El 1, 3,5-trimetoxibenceno y el 2, 4,6-trimetoxifenol son



muy activos frente a Bacillus subtilis mas potentes que la penicilina y el cloranfenicol.

(http://www.perunatural.es.fm) . También la Sangre de drago de Crofon lechleri ha
demostrado poseer una potente actividad inmunomoduladora, al actuar sobre el complemento.
Ensayos in vitro, demostraron inhibicion de las vias clésicas y alternativas del complemento.
(Alonso y col C. 2005).

La especie de Sangre de Drago que consideramos en este trabajo, tiene por nombre
cientifico Croton urucurana Baill, cuya historia se remonta mucho afios antes de la llegada de
los espanioles a América, los aborigenes de algunas tribus de la cuenca del Amazonas tenian
muy en consideracion la accion terapéutica de la savia de esta planta y la empleaban tanto
para uso interno como externo por su gran poder cicatrizante y regenerador de tejidos. Mas
adelante hacia fines del siglo XIX y comienzos del siglo XX, los caucheros tuvieron
conocimiento de este vegetal usandolo en provecho propio, fue llevado a la civilizaciéon donde
se empezo a difundir su uso recién a mediados del siglo XX. Esta especie es de distribucion
muy amplia y conocida en América del Sur, creciendo preferentemente en zona tropical y
subtropical. En nuestra provincia es posible encontrarla en cercanias o en la costa de los rios
Parana, Uruguay y otras areas vecinas a la ciudad de Posadas (Mnes).

En nuestra region, las personas nativas la emplean por sus propiedades curativas
(Sawchuk. Sf).

Croton urucurana Baill posee las siguientes caracteristicas;

Familia: Euphorbiaceae.

Porte: Arbol que alcanza los 8 m de altura, monoico. Corteza de color verde claro.
Copa alargada. Laticifero. El latex se torna rojo al contacto con el aire.

Follaje: Caduco verde claro, con manchas anaranjadas a medida que llega el otofo.

Hojas: simples, alternas, cordiformes, de 6-12 cm. de largo. Peciolo de hasta 10 cm. de
largo, apice acuminado, con base obtusa, borde levemente denticulado.

Flores: En espigas de color blanquecino de 12 cm. de largo. Flores femeninas con 3
pistilos, las masculinas ubicadas en parte distal del eje de la inflorescencia, con corola de 5
pétalos y estambres numerosos. Florece en otofo.

Fruto: Cépsula tripoca, vellosa con tres semillas.

La posibilidad de encontrar un antibacteriano de origen vegetal, a partir de
extractos crudos de Croton urucurana Baill, y el conocido uso popular de estos en la fito y
etnomedicina, nos llevo a realizar un estudio previo de su toxicidad, ya sea citotoxica o
genotoxica de los mismos. Para esto empleamos el test de Allium cepa L. que se desarrollo

mas adelante.
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Croton urucurana Baill.

Foto: (http://micol.fcien.edu.uy/flora/Croton-urucurana.htm)



http://micol.fcien.edu.uy/flora/Croton-urucurana.htm

2-OBJETIVOS

GENERALES
Adquirir experiencia y destreza en el manejo de gérmenes y materiales de uso
en laboratorio de microbiologia.
ESPECIFICOS
A) Verificar la existencia o ausencia de genotoxicidad del extracto por
Medio del test de Allium cepa L.
B) Determinacion de la sensibilidad de Staphylococcus aureus, frente a extractos
crudos de Croton urucurana Baill
1) Método de difusion en discos Kirby-Bauer
2) Método del pocillo.
C) Ensayos de actividad de extractos crudos de Croton urucurana Baill sobre 3-
lactamasas producidas por Staphylococcus aureus resistentes.
Se aplicaran métodos de determinacion de B-lactamasa ya conocidos sobre las
cepas en estudios que resulten resistentes a la actividad de los extractos crudos de
Croton urucurana Baill. Se emplearan como control positivo las cepas de Bacillus

subtilis 'y Enterobacter cloacae.



3.- MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencion de los extractos crudos de Croton urucurana Baill.
La obtencion de la muestra de Sangre de Drago se realizé en otofio, en la zona aledafia

a Villa Laurel, Posadas (Mnes), proxima a la costa del Rio Parana.

La parte empleada de la planta fue la corteza, que se obtuvo por cortes profundos con
cuchillo limpio. Se colocé la muestra en una bolsa de plastico limpia. Se traslad6 al
laboratorio donde se sometio a un desecado a temperatura ambiente, en lugar fresco y seco
durante una semana.

Para completar el secado se dejo en estufa a 40 °C de temperatura durante 24 horas.

Con la corteza desecada (Cs), se procedio a la molienda con un molino a cuchilla tipo
Wiley y se retuvo por tamiz el grano de un tamano de 50 Mesh.

De esta manera se obtuvo la droga (D), la que se conservd en un frasco limpio y
esteril, bien tapado en lugar fresco y seco hasta su utilizacion.

Con la D, se procedio a obtener los extractos crudos, mediante los métodos de
maceracion y decoccion, como se detalla a continuacion.

Método de maceracion
El principio de este método consiste en poner la droga (D) con el grado de finura

necesario, en contacto durante un tiempo variable con el solvente apropiado a la finalidad
perseguida, se realizan agitaciones frecuentes a lo largo del periodo de extraccion y

posteriormente se procede a la filtracion. (http://www.amigus.org/web/archives/001353.php) .

Este método se empled para obtener los extractos etandlico N° 14 y metanodlico N° 28.
Para esto se pesaron 10 g de D para 100 ml de etanol 96°, y 10 g de D para 100 ml de metanol
respectivamente, se dejaron en maceracion a temperatura ambiente durante 72 horas, luego se
filtr6 a través de un embudo de Biichner con papel de filtro Whaman N° 1 al vacio con una
trampa de agua. El filtrado se separ6 en tubos de 10 ml guardandose tapados en lugar fresco y
seco a temperatura ambiente hasta su utilizacion. Las caracteristicas de los extractos N° 14 y

N° 28, se pueden ver en la tabla N° 1.

Método de decoccion.
Este método se realiza con solvente agua de la (D), sometida a ebullicion durante 20

minutos. El tiempo de decoccion depende segun algunos autores de la consistencia de la

muestra empleada. (http://www.amigus.org/web/archives/001353.php).

En nuestro caso se pesaron 10 g de D para 100 ml de agua potable en un erlenmeyer, y
se llevo a ebullicion durante 15 minutos. Luego se coloco en estufa a 37° C durante 18 h'y

completado este tiempo, se llevd nuevamente a ebullicion durante 5 minutos luego se filtro


http://www.amigus.org/web/archives/001353.php
http://www.amigus.org/web/archives/001353.php

con papel de filtro Whaman N° 1 al vacio, constituyéndose de esta manera el extracto acuoso
N° 15, cuyas caracteristicas se detallan en la tabla N° 1.

Los extractos N° 14, N° 15 y N° 28, se llevaron a evaporar para obtener el peso seco y
realizar luego suspensiones a una concentracion determinada.

Por otra parte el extracto N° 28 se concentr6 al doble de la concentracion inicial y se
cambi6 el solvente por agua destilada estéril. Para lograr esto se tomaron 10 ml del extracto
N° 28 y se evaporod su solvente a temperatura ambiente, luego al extracto seco se le agregaron
5 ml de agua destilada estéril y se homogeneiz6 formando una nueva suspension, que se
denominé extracto N° 29. En todos los extractos se determind el peso seco en mg/ml de las

extracciones realizadas. Ver tabla N° 1

Tabla N° 1 Caracteristicas de los extractos, solventes, método de obtencién y

concentracion en mg/ml.

N° de Parte | Solvente Método de Temperatura | Concentracion de
Extracto | dela extraccion de conservacion extracto seco
planta mg/ml
14 Cs Etanol Maceracion Ambiente 18,3
96°
15 Cs Agua Decoccion -18 °¢ 25
28 Cs Metanol | Maceracion Ambiente 21,8
Maceracion con
29 Cs Agua cambio de Ambiente 40
solvente.

Referencia: Cs (corteza desecada).

3.2. Pruebas de sensibilidad de los S. aureus frente a los extractos crudos por
los métodos de pocillos y discos.
Para estas pruebas se prepararon las cepas de Staphylococcus aureus Met.-S ATCC

25923 y S aureus Met.-R ATCC 43300 proporcionadas por el INEI-ANLIS “Dr. Carlos G.
Malbran”. Previamente se realizaron las pruebas bioquimicas para corroborar la pureza de
las cepas, con la finalidad de poder comparar éstas con aquellas que resistieron a la
actividad de los extractos y estudiar posteriormente la posibilidad de encontrar algunas
alteraciones metabolicas detectadas por pruebas bioquimicas. Estas son marcadores
genéticos observables a través de reacciones bioquimicas. Las pruebas realizadas fueron:

a) Catalasa, que se puso en evidencia por agregado de agua oxigenada, H>O,. b)
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Coagulasa, empleando plasma humano. ¢) Manitol Salado, como medio selectivo para
comprobacion de pureza y d) Sensibilidad a novobiocina. Estos controles resultaron ser
optimos.

A continuacion se desarrollo la prueba de sensibilidad por el método de difusion en
disco de Kirby-Bauer y por método de difusion en pocillo de agar (Método PSEDPA),
para los Staphylococcus aureus Met.-S ATCC 25923 y Met.-R ATCC 43300 frente a los
extractos crudos de Crofon urucurana Baill. N° 14, N° 15, N° 28 y N° 29.

El método de difusion en disco de Kirby-Bauer es un método muy conocido e
estandarizado por lo que desarrollaremos muy brevemente.

Desarrollo de las técnicas:

Para dar mayor vigor al crecimiento de las cepas bacterianas, estas se sembraron en
Agar Sangre (AS) incubandose a 37° C durante 24 h en estufa. Luego se repico en tubos
conteniendo Agar Nutritivo (AN) solidificado en forma de pico de flauta y se incub6 en
estufaa 37° C durante 24 h.

Para las pruebas de sensibilidad se parti6 de la preparacion de los medios de
cultivos y de la suspension bacteriana, con cada una de las cepas se realizé una suspension
de concentracion de 0,5 del tubo N° 1 de la escala de turbidez de Mc Farland. Con un
hisopo de algodon esterilizado se embebid en la suspension y se sembrd en forma
homogénea sobre el medio Miieller-Hinton (MH) de 4 mm de espesor colocado en placa de
Petri preparado y acondicionado previamente.

Los discos empleados con extractos se prepararon con papel de filtro Whatman N°
3 cortados con un sacabocados de 6 mm de didmetro. Estos discos asi preparados se
impregnaron con 25, 50 y 100 pl de extracto N° 14, 15 y 28; para el extracto N° 29 se
impregno con 25 y 50 pl respectivamente, segin las concentraciones mencionadas en la
Tabla N° 1, luego se llevaron a sequedad y se guardaron en frascos esterilizados
conservandose a temperatura ambiente hasta su empleo.

Los discos preparados se depositaron sobre las placas de Petri sembradas
anteriormente con cada unas de las cepas en estudio. Luego se incubaron a 37 °C durante
24 horas.

Aquellas cepas que resultaron resistentes a los extractos N° 15 y 28 en discos, se
sometieron 15 minutos a la accion directa del extracto N° 15. Ver tabla N° 3. Se realiz6
esto con la finalidad de observar si aun eran resistentes y por otro lado separar aquellas
resistentes que van a ser empleadas para la determinacion de B-lactamasa inducible con la

prueba de induccidon de Sanders.
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En el método PSEDPA la preparacion del medio de cultivo fue igual al descrito
anteriormente, como asi también la turbidez de la suspensién bacteriana. La técnica
consiste en enfrentar la cepa en estudio con el extracto problema colocado con una
micropipeta dentro de los pocillos practicado en el agar. Los pocillos se realizaron con un
sacabocados estéril de 6 mm de didmetro.

Luego se sembro sobre el medio MH la suspension de bacterias con un hisopo y
por ultimo se coloco cada extracto en los pocillos ya preparados con una micropipeta en el
volumen de 25 pl, 50 ul y 100 ul con excepcion del extracto N° 29 que fue de 25 pl y 50 pl
respectivamente (ver tabla N° 2). Luego se llevd a incubacion en estufa de 37 °C durante
24 horas.

Para las pruebas de sensibilidad se emplearon 4 placas de Petri por cada una de las
cepas bacteriana en estudio y otras dos se emplearon para control de actividad del solvente
empleado en los extractos N° 14 y N° 15 es decir etanol 96° y agua respectivamente. Ver
tabla N° 2. Al cabo del tiempo de incubacion aquellos discos o pocillo que tenian
desarrollo bacteriano alrededor del mismo, se aislaron en Agar Infusion Cerebro Corazon
(AICC) para realizar los otros ensayos planificados y detectar las probables modificaciones
metabolicas sufridas por las bacterias por la actividad del extracto y comparar éstas con las
cepas originales. Una vez desarrolladas se conservaron en heladera a 5 °C hasta su empleo.

Con respecto al extracto N° 28 que posee metanol y considerando que el mismo
posee actividad antibacteriana no se llevé a cabo la prueba de sensibilidad por el método

del pocillo, ni la prueba de sensibilidad directa frente al extracto.
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Tabla N° 2: Esquema de las pruebas de sensibilidad de los Staphylococcus aureus Met.-S
ATCC 25923 y Staphylococcus aureus Met.-R ATCC 43300 frente a los extractos crudos
de Croton urucurana Baill por los Métodos: difusion en disco y PSEDPA.

Ext. N° Método de | Carga del Ext. en N decI;la:sas por N° de pocillos y
sensibilidad ul p' discos por placas.
bacterianas.

Discos 25,50y 100

14 1 6
Pocillo 25,50y 100
Discos 25,50y 100

15 1 6
Pocillo 25,50y 100

28 Discos 25,50y 100 1 6
Discos 25y 50

29 1 4
Pocillo 25y 50

3.3. Pruebas bioquimicas realizadas a las cepas resistentes a los extractos
utilizados.
A las cepas que resultaron resistentes (Ver tabla N° 3 y 4) se realizaron las mismas

pruebas bioquimicas que se efectuaron a las cepas patrones, para verificar como responden

las bacterias bajo la accion de los extractos. Los resultados se expresan mas adelante.

Tabla: N° 3 Se observan las colonias resistentes a los extractos N° 15 y 28 que se
seleccionaron y se les efectuaron las pruebas bioquimicas, las pruebas directas de

sensibilidad ante los extractos N° 15 y los ensayos de B-lactamasas.

Resistentes a
S aureus . .. | Extracto .
Denominacion N carga en disco
de pl
Met a 15 100
Sensible
ATCC b 28 50
25923 c 28 100
Met 1 15 100
Resistente
ATCC 1l 28 100
43300

Referencias: a, b y ¢ corresponde a las cepas seleccionadas resistentes de S. aureus Met.-
Sensible ATCC 25923. 1y II corresponden a las cepas de S. aureus Met.-Resistente ATCC
43300.
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3.4. Prueba directa de sensibilidad ante los extracto N° 15.
Se prepar6 una suspension de las bacterias en estudio (ver tabla N° 3 y 4) que
previamente habian resultado resistentes en las pruebas de sensibilidad de discos.
Se tomd una ansada de cada una de estas cepas y se pusieron en contacto directo
con los extractos N° 15 contenidos en diferentes tubos de ensayos. Transcurrido 15
minutos, de éste contacto, se tomo una ansada de cada tubo y se sembr6 en una placa de
AN luego se llevo a incubar durante 24 h a 37 °C en estufa. Las cepas que resultaron

resistentes se emplearon para la prueba de induccion de Sanders.

3.5. Métodos de determinacion de B-lactamasas empleadas.

Como se sabe las cepas patrones de S aureus ATCC Met-S 25923 y S aureus
ATCC Met-R 43300 no producen B-lactamasas, pero aun asi, se estudi6 la actividad de los
extractos para ver si este comportamiento se modifica en la prueba.

Las colonias seleccionadas para este estudio se detallan en la tabla N° 3 como asi

también en la N° 4 con sus respectivas denominaciones.

3.5.1. Método biologico de determinacion de B-lactamasas.

Técnica que consiste en utilizar medio de cultivo MH contenido en un erlenmeyer
aproximadamente a 50 °C es decir semisolido al cual se le agregd6 1 ml de una suspension
estarandizada de B subtilis de una concentracion equivalente al tubo N° 1 de la escala Mc
Farland por cada 100 ml de medio. Posteriormente se distribuy6 en 5 placas de Petri, una
para cada cepa y colonias de las bacterias resistentes seleccionadas en las pruebas de
sensibilidad (Ver tabla 3 y 4). Una vez listas las placas, se sembraron sobre cada superficie
de ellas dos estrias paralelas de bacterias, una estria de £ cloacae (control positivo) y otra
estria paralela de S aureus ATCC (problema), a una distancia de 40 mm de la primera
siembra. Ver Fig. N° 1.

A la primera estria (E cloacae), se le coloco un disco de penicilinade 10 U, y a la
segunda estria un disco impregnado y seco de igual concentracion de extracto a la que esta
bacteria resulto resistente Ver Fig. N° 1. La finalidad de este ensayo como mencionamos
anteriormente fue de observar que comportamiento tendrian las cepas ATCC en ensayo
frente a los extractos, ya que estas no producen B-lactamasas.

Las placas una vez listas se llevaron a incubar 24 h a 37 °C. Posteriormente se

realiz6 la lectura.
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Fig. N° 1: Representacion esquemadtica del método biologico de verificacion de produccion

de B-lactamasas.

Disco de penicilina

Estria de siembr l
De E cloacae 40 mm
T Estria de siembra
(' de S aureus ATCC
B subtillis

Disco de extracto

3.5.2. Método de aproximacion de Sanders para la determinacion de B-
lactamasas inducible.

A las bacterias que sobrevivieron al tiempo de exposicion directa sobre el extracto,
se le realiz6 la Prueba de Aproximacion de Discos Sanders, técnica que sirve para
identificar la presencia de B-lactamasas inducibles (Fig. 2 a). La metodologia consistio en
realizar un antibiograma convencional y se coloc un disco de cefoxitina (FOX) a 20 mm
de otro disco de cefotaxima (CTX) y se llevo a estufa para su incubacion 24 h a 37 °C. Si el
microorganismo produce B-lactamasas inducible se forma un halo de inhibicion truncado
adyacente al disco inductor que es el de FOX. En la Fig. 2 b est4 representado un ejemplo

positivo.
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Fig. N° 2 a: Esquema representativo de la Prueba de Aproximacion de Sanders.

FOX
20lmm S aureus
NTY

Fig. N° 2 b: Esquema representativo de la Prueba de Aproximacion de Sanders, en caso de

un resultado positivo, como control. De dar negativo no se forma el truncamiento del halo.

FOX

Halos truncados

CTX )

Referencias: gris mas oscuro entre halos significa desarrollo bacteriano.

A continuacion (Diagrama N° 1) se representa el desarrollo secuencial de las
pruebas realizadas a las cepas de Staphylococcus aureus Met.-S ATCC 25923 y S aureus
Met.-R ATCC 43300, frente los extractos crudos de Croton urucurana Baill. Como asi

también el N° de extracto empleado.
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Diagrama N° 1: Esquema del desarrollo de las pruebas de sensibilidad frente a los

extractos como asi también de las pruebas de B-lactamasa y bioquimicas.

Scarens. ATCC 25923 MS y
S.amnens ATCC 43300 MR

Pruelia, de sensibilidad fiente los Extractos crudos;de. C. umcurana,
{1l 1yt
Ext N 15 ExtN28

. Aislamiento de resistentes Aislamiento de resistentes,

Prueba Biologica para determinacion:
de Beta-lactamasas y Pruebas Bioguimicas

Prueba directa de sensibilidad
: frente al Ext N® 15

s

Resistentes

s

Prueba de Sanders
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3. 6. Genotoxicidad.

Entre las sustancias con efecto toxico merecen ser destacadas aquéllas que por su
estructura son capaces de interaccionar con los acidos nucleicos, provocando una posible
actividad mutagénica y/o carcinogénica. La toxicidad que afecta al material genético y que
manifiesta una expresion retardada en el tiempo se denomina genotoxicidad [Hofnung y
Quillardet, Mutat. Res., (1984) 132, 141].

La genética toxicoldgica es una disciplina que combina la citogenética con la
toxicologia y evaltian los efectos de los agentes quimicos y fisicos sobre el material
genético.

Estos efectos se pueden evaluar directamente midiendo la interaccion del agente
con el DNA o indirectamente a través de la evaluacion de la reparacion del DNA, como la

produccion de mutaciones génicas o alteraciones cromosomicas. (Hoffman 1996).

3.6.1. Test de Allium, descripcion; el test de Allium es un tipo de
experimentacion basica, cuyo objetivo es detectar anormalidades en el mecanismo mit6tico
de las células meristematicas de las raices de A/lium cepa L, o consecuencias de una mala
segregacion. (Schvartzman y Moreno Azorero, 1975), por actividad de sustancias quimicas
0 aguas contaminadas etc. ya que las células de A cepa L son muy sensibles a las
sustancias quimicas y sufrir dafios genéticos.

La facil adquisicion econdmica, la disponibilidad del material, el tamafio
relativamente grande de las células, la facilidad con que las mismas captan colorantes
basicos y el bajo numero de cromosomas de la especie (2n=16), hacen de la cebolla
comun, Allium cepa L, un organismo ideal para el estudio de la mitosis, y de las
anormalidades que las mismas puedan presentar. (Schvartzman y Moreno Azorero, 1975).

El test de A/lium nos permite abordar dos aspectos de la toxicidad.
a).- Toxicidad general: estimada por la inhibicion del crecimiento longitudinal de las
raices.
b).-Genotoxicidad: documentada por el estudio microscopios de los cromosomas de las
células meristematicas radicales. Demostrando ser un sistema adecuado para probar el
potencial cito-genotoxico de cualquier sustancia o complejo de sustancias. (Fiskesjo.
1993).

Un aumento de cualquiera de las fases mitdticas o disminucion de otras, es

interpretado como un efecto de la sustancia en cuestion sobre el aparato mitotico. Asi una
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desviacion de estas proporciones puede atribuirse a efectos quimico de la sustancia en
ensayo. (Schvartzman y Moreno Azorero, 1975).

Ademas de las desviaciones del indice de fase se puede observar otras alteraciones
como ser la presencia de micronucleos, c-mitosis, anafase maultiple, ruptura de
cromosomas, entre otras.

En su forma original la técnica descrita por Levan, 1938; 1943; 1945. (Rank J y
Nielsen 1993) consiste en la utilizacion de una serie de bulbos de cebolla, que luego de la
extraccion de sus catafilas externas son ubicadas en agua a fin de que desarrolle raices de
1-2 cm. de longitud, (Dia 0). Luego son expuestas a la solucién de prueba durante un
tiempo de estudio predeterminado, (Dia 1), y se procede a la extraccion de los apices
destinados para la observacién microscopica, (Dia 2). Las observaciones macroscopicas
tales como la longitud de las raices, color etc. se efectiian en Dia 3 y 4.

Los preparados microscopicos se efectuan independientemente de la longitud de las
raices.

Basado en que las aberraciones cromosomicas pueden producirse en diferentes
fases del ciclo celular. Grant 1982 incluy6 periodos de recuperacion que cumplan un ciclo
celular antes de la fijacion. De manera que las aberraciones cromosémicas observadas en
metafase y anafase resultarian de las fijaciones hechas en GIl, las aberraciones
cromatidicas resultarian de las fijaciones en G2, y los microntcleos podrian ser observados

en telofase o interfase/profase del ciclo de division siguiente al tratamiento.

3.6.2. Parametros del test.
-Macroscopicos.
a).-Longitud de las raices.

Es la mas importante, tomando un valor promedio en la longitud de las raices por
bulbos. (Fiskesjo. 1985).
b).-Cambio de color.

Tanto de los apices radicales, como de la planta entera. Una coloracion parda de las
raices indicaria muerte celular por un efecto toxico de algin tratamiento. (Robledo 2000).
¢).- Forma de las raices.

La aparicion de protuberancias, por lo general es indicativo de c-mitosis, asi mismo
la aparicién de raices curvadas puede manifestar el efecto téxico de algin tratamiento.
(Fiskesjo. 1985).

d).-Turgencia.
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Especificamente al apice radical, es util en pruebas donde se estudian efectos de las

concentraciones. (Otegui, 1994. Robledo 2000).

-Microscépicos.

Dependiendo del tipo de tratamiento, se pueden considerar diferentes parametros

microscopicos. Pero los que cobran mayor interés y deben ser considerados son los

siguientes (Fiskesjo. 1985): indice mitotico, indices de fases, caracterizacion de las mitosis,

caracterizacion de las células en interfase.

indice mitético: representa el nimero de células en division por cada 1000
células observadas.

Indice de fases: representa el numero de células de cada fase por cada 100
células en division.
Caracterizacion de las mitosis: mediante la observacion de 100 células en
division en las que se deberan tener en cuenta los siguientes puntos:
Metafases, anafases, anafases tempranos anormales; considerando a estas
ultimas como aquellas que poseen los grupos anafasicos no completamente
separados. Un aumento en nimero de las anafases tempranas indica baja
velocidad de segregacion (Otegui, 1994. Robledo 2000).
Cromosomas aglutinados o viscosos. son indicadores de alta toxicidad, la
aglutinacion puede manifestarse de tres maneras: a) el borde del cromosoma
se vuelve indefinido; b) los cromosomas tienden a coalescer en metafase; y
c). la adhesion de los extremos cromosdémicos causa puentes viscosos que no
permiten la segregacion normal. (Otegui, 1994. Robledo 2000).
Puentes y fragmentos cromosdmicos: como resultado de la ruptura
cromosomica o cromatidica.
Cromosomas erraticos: son producidos por un efecto c-mitdtico débil, asi, los
cromosomas en anafase o metafase se esparcen por el citoplasma sin
ordenacion. Son indicadores de riesgo de aneuploidia. (Otegui, 1994.
Robledo 2000).
Anafases multipolares: se produce por un efecto c-midtico débil sobre fibras
del huso y centriolos que producen la formacién de varios polos durante la
anafase. Pueden producir aneuploidia. (Otegui, 1994. Robledo 2000).

Cromosomas bandeados: o como lo llamo Levan en 1938, erosionados.
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3.6.3. La prueba de genotoxicidad del extracto por medio del test de Allium
cepa L

Materiales: Portaobjetos, cubreobjetos, varilla de vidrio punta roma, orceina
acética, fijador Carnoy (etanol 96° / acido acético 5:1), frasco color caramelo, gradilla para
tubos de ensayos, bisturi, pinza, acido acético 1 N. bafio termostatizado, termémetro,
reactivo de Schiff, microscopio Optico, aceite de inmersion, 40 bulbos de cebolla, agua

mineral* 40 viales, extracto acuoso N° 15, colorante Feulgen, lupa y camara fotografica.

* Agua mineral; Marca comercial: Villa del Sur.

Concentracion de sales minerales mg/1.

Magnesio 12
Bicarbonatos |450

Calcio 19
Fluoruro 0,7
Potasio 10
Sodio 164

Metodologia

El ensayo se llevd a cabo segin la técnica original de Levan (1938) con

modificaciones que se incluyen en el texto.

Esquema de experimentacion

Se adquirieron 40 bulbos de cebolla de un tamafio promedio de 80 g. c/u
aproximadamente de estos bulbos se seleccionaron 20 que presentaron un enraizamiento
adecuado.

Se trabajo con dos tiempos de exposicion al extracto, uno de 24 h (Tiempo 1) y, otro
de 48 h (Tiempo II), a una sola concentracion del extracto 10% de extraccion p/v. Ver

cuadro N° 1.

Cuadro N° 1: expresa los tiempos de exposicion de los bulbos al extracto y al testigo

(agua mineral).

Tiempos de exposicién al N° de repeticiones.
extracto. Testigos Ensayos
24 h (Tempo I) 5 bulbos 5 bulbos
48 h (Tempo II) 5 bulbos 5 bulbos
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Protocolo del test Allium

El test de Allium consta de dos partes: A) Pre-enraizamiento, y B) Ensayo.

Desarrollo:

A) Pre-enraizamiento

Dia 0. Al inicio de la experimentacion se eliminaron las catafilas externas de color
marron rojizo, luego se extrajeron los discos basales con el fin de dejar expuestos los
primordios radicales. De inmediato los bulbos se colocaron en agua con el fin de evitar la
desecacion de los primordios.

Posteriormente los bulbos se distribuyeron en viales independientes conteniendo
aprox. 40 ml de agua mineral y se dejaron durante 24 h como pre-enraizamiento.
Trascurrido este tiempo se evalu6 el crecimiento de las raices, para fijar el dia de comienzo
del ensayo ya que si la longitud de las raices es inferior al 1 cm se debe esperar 24h, caso
contrario como ocurrid en nuestro trabajo al superar el 1 cm de longitud en promedio y al
no haber inhibicion de la misma se procedio a la parte B.

B) Ensayo

Dia 1.

a) Se sacaron dos raices por bulbo correspondiente al periodo de pre-
enraizamiento, fijandose en solucidon de Carnoy.

b) Se puso 5 bulbos en agua mineral para control (Testigos) Tiempo [ y 5 bulbos
se dejaron en el extracto N° 15, correspondientes al Tiempo . Otros 5 bulbos en
agua mineral para control Tiempo Il y 5 bulbos en contacto con el extracto N°
15 correspondiente Tiempo II.

Dia 2.

a) Se sacaron dos raices por bulbo correspondiente a control y ensayo Tiempo [ y
se fijo en solucion de Carnoy.

b) Luego los bulbos del ensayo tiempo I se pusieron en viales con agua mineral
para su periodo de recuperacion de 24 h.

Dia 3.

a) Se sacaron dos raices por bulbo correspondiente a control y ensayo Tiempo Il 'y
se fijo en solucion de Carnoy.

b) De los bulbos en recuperacion correspondiente a control y ensayo Tiempo I se

tomaron dos raices por bulbo y se fij6 en solucion de Carnoy.
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c) Se cortaron todas las raices en recuperacion tiempo I (ensayo y testigo) para
medir el crecimiento en promedio de su longitud.

d) De los bulbos en ensayos (punto “a”del Dia 3) se colocaron en agua para su
periodo de recuperacion.

Dia 4.

a) Se sacaron dos raices por bulbo correspondiente a control y ensayo Tiempo Iy
se f1j0 en solucion de Carnoy.

b) Se cortaron todas las raices en recuperacion tiempo II para medir el crecimiento
en promedio de su longitud.

¢) Analisis microscopico general de las raicillas mediante coloracion de Feulgen.

Parametros tomados para el estudio.

En nuestro caso tomamos los siguientes parametros.

Microscopicos:
a) Indice Mitético (IM) basados en un total de 1000 células.
N° de células en %

IM=-- X 100
N° Total de células contadas

b) Indice de Fase (IF), medida de proporcion relativa de cada fase de la
mitosis, Profase (PF), Metafase (MF), Anafase (AF), Telofase (TF).

Se determina de la siguiente manera:

N° de células en una fase
IF = X 100
N° total de células en %

¢) Indice de anomalias (IA). Este indice es una cuantificacion de las células,
que presentan anomalias en su ciclo de division, las consideradas fueron: puente
anafasico (PA), c-mitosis (CM), micronucleo (MN), cromosomas rezagados (CR),
cromosomas adelantados (CA), células binucleadas (CB).

Se determina de la siguiente manera.

Anomalias consideradas
IA = X 100
Total de célulasen %
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Metodologia para microscopia: Las raices extraidas de cada bulbo fueron puestas
en frascos pequefos y fijadas con solucion de Carnoy, estos frascos se rotularon
expresando; fecha, tipo de ensayo y N° de cebolla. Fue conservada luego en heladera hasta
su utilizacion.

Para poder realizar la observacion microscopica se utilizd una técnica citologica la
misma se denomina reaccion de Feulgen que consiste en:

a) reaccion acida 10 minutos en HCL 1 N en bafio termostatizado.

b) coloracion con reactivo de Schiff 15 minutos en cadmara oscura.

Posteriormente bajo la lupa y sobre el portaobjeto se extrae la caliptra de la raiz por
medio de una aguja, terminado esto se coloca una gota de orceina acética (para dar
contraste) y con una varilla de vidrio punta roma se procede al aplastado realizdndose
luego un squasch. El preparado se sella con cera o esmalte para su conservacion en
heladera. Para la observacion es utilizado el microscopio optico a 100 X en aceite de

inmersion

Macroscopicos:

Color. Olor. Turgencia. Crecimiento y forma de la raiz, (tumores o curvaciones).
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4-RESULTADOS

4.1- Prueba de sensibilidad.

En la tabla N° 4 se observan los resultados de la prueba de sensibilidad en discos y

pocillos frente los extractos crudos de Croton urucurana Baill.

Tabla N° 4: Resultados de las pruebas de sensibilidad realizadas de los Staphylococcus
aureus Met.-S ATCC 25923 y Staphylococcus aureus Met.-R ATCC 43300 frente a los

extractos crudos de Croton urucurana Baill. Por el método en discos y pocillo.

Diametro del halo en mm
Met.-S Met.-R
Ext. Método de Carga
N¢ sensibilidad enpl. | Con colonias Con colonias
25 D
Discos 30 7 D
100 10 D
14 25 7 9
Pocillo 50 14
100 15 16
25 D 8
Di 50 10 9
15¢0s 100 12(a) 12(1)
25 8 9
15
Pocillo 30 13 12
100 17 15
25 7 D
. 50 12(b) D
28 Discos 100 15(c) 14(11)
25 12 11
Discos 50 15 13
29 . 25 12 11
Pocillo 50 15 13

Referencias: (a), (b), (¢), (I), y (II) Colonias resistentes que se aislaron para realizar las
pruebas bioquimicas y verificacion de B-lactamasas, corresponde a halos con colonias en

su interior. D: desarrollo.

4.2 Resultado de las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas resistentes
ante los extractos empleados.
Como mencionamos anteriormente, se han realizados las siguientes pruebas

bioquimicas correspondientes para su comparacion: Catalasa (+), Coagulasa (+), Manitol
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salado (+) y Novobiocina sensible. El resultado fue el mismo para las cinco colonias

resistentes ante los extractos que se aislaron. Ver tabla N° 4.

4.3.1. Método biolégico para determinacion de B-lactamasas.
Las cepas de Staphylococcus aureus Met.-S ATCC 25923 y Staphylococcus
aureus Met.-R ATCC 43300 que resultaron resistentes en las pruebas de sensibilidad en

discos (ver tabla N° 4) no produjeron B-lactamasa tal como se esperaba.

4.3.2. Método de induccion de 3-lactamasas o de aproximacion de Sanders.
Las cepas de Staphylococcus aureus Met.-S ATCC 25923 y Staphylococcus aureus
Met.-R ATCC 43300 que sobrevivieron a la exposicion directa del extracto N° 15 no

sufrieron induccion para la expresion de B-lactamasa.

4.4.1 Genotoxicidad del extracto acuoso
Del estudio del test de Allium cepa L obtuvimos los siguientes resultados

citologicos.

Parte A periodo de pre-enraizamiento 24 h

Correspondiente a los bulbos testigos representados como TO y bulbos ensayos Tl y
TII, donde la tabla N° 5 expresan los resultados que se han obtenidos. En el grafico N° 1
esta representado de forma circular el indice mitdtico promedio de los bulbos ensayos y
testigos de la parte A periodo de pre-enraizamiento. En el grafico N° 2 estan expresados
los indices promedio de las fases mitéticas de los bulbos destinados a testigo periodo de
pre-enraizamiento. En el grafico N° 3 se expresan los indices promedios de las fases
mitéticas de los bulbos ensayos TI periodo de pre-enraizamiento. Y en el graficos N° 4 los
indices de fase mitoticas correspondientes a los bulbos destinados a ensayos TII periodo de

pre-enraizamiento.
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Tabla N° 5: Periodo de pre-enraizamiento 24 h en agua, se ha observado 2 (dos) c-
mitosis y 1 (uno) puente anafasico en uno de los bulbos destinado a ensayo (TI), 1 (uno)
célula binucleada en un bulbo ensayo (TI) y en otro bulbo ensayo pero TII 1 (uno) célula

binucleada.

Tiempo | N°C. IM IMP IPF I MF 1 AF ITF IA
TO 1013 3,35 3,201 0.35 0.23 0.2 0.2 0
TO 1123 3,56 0.45 0.225 | 0.175 0.15 0
TO 1003 3,75 0.36 0.24 0.2 0.2 0
TO 1105 3,43 0.34 0.26 0.21 0.19 0
TO 1242 3,46 0.3 0.3 0.18 0.21 0
TO 1113 3,14 0.285 | 0.285 0.22 0.2 0
TO 1312 2,66 0.4 0.2 0.2 0.2 0
TO 1221 4,01 0.32 0.26 0.2 0.22 0
TO 1010 1,28 0.46 0.15 0.3 0.07 0
TO 1215 3,37 0.34 0.31 0.24 0.1 0
T1 1301 5,98 2,978 0.36 0.26 0.17 0.2 0
T1 1007 1,78 0.27 0.38 0.16 0.16 0
T1 1088 1,47 0.43 0.25 0.25 | 0.0625 0
T1 1276 3,29 0.38 0.24 0.21 0.16 0.02
T1 1085 2,67 0.275 0.20 0.24 0.17 0.1
T2 1077 3,52 3,058 | 0.368 | 0.263 0.21 0.157 0
T2 1130 2,21 0.38 0.27 0.23 0.07 0.04
T2 1129 3,01 0.32 0.235 | 0.235 0.20 0
T2 1321 3,17 0.31 0.38 0.24 0.07 0
T2 1212 3,38 0.36 0.25 0.23 0.15 0

Referencias: N° C: nimero de células contadas en los diferentes campos Opticos,
I M: indice mitdtico, I MP: indice mitotico promedio, I PF: indice profase, I MF: indice
metafase, I AF: indice anafase, I TF: indice telofase, I A: aberraciones. En I A

consideramos todas aquellas aberraciones descrita en materiales y métodos.

27



T2;
3,058

indice mitético promedio

TO;

,201 aTo
BT
aT2

T1;
2,978

Grafico N° 1: Representacion grafica del indice mitdtico de los bulbos destinados a

testigos e ensayos del periodo de pre-enraizamiento 24 h.
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Grafico N° 2: Representacion del indice de fase promedio de los bulbos destinado

a testigos periodo de pre-enraizamiento 24 h. (ProF: profase, MetaF: metafase, AnaF:

anafase, TeloF: telofase).
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Grafico N° 3: Indice de fase promedio de los bulbos destinados a ensayo TI de

periodo pre-enraizamiento 24 h.
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Grafico N° 4: indice de fase promedio de los bulbos destinados a ensayo TII

periodo de pre-enraizamiento 24 h.

Parte B, ensayo del problema en estudio.

Se han tomado al azar 5 (cinco) bulbos de los testigos para representar a los testigos
TIL, los otro 5 (cinco) bulbos restantes representan a los testigos para el ensayo TII. En la
tabla N° 6 estan los datos brutos, del ensayo tiempo TI, en el grafico N° 5 se representa el
indice mitdtico correspondiente al ensayo y testigo TI. No se expresa el indice de fase
promedio del ensayo TI y su testigo TO por razén de que el indice mitético de los bulbos

ensayo es 0 (cero).

Tabla N° 6: Expresa al ensayo TI periodo de 24 horas de exposicion al extracto.
Como se puede observar el indice mitético de los 5 (cinco) bulbos ensayos es 0 (cero), esto
quiere decir que no hubo ninguna célula en division, también se ha observado que el

nucleo de las células que corresponde al ensayo estaban redondeadas.

Tiempo | N°C IM IMP IPF I MF 1 AF ITF IA
T1 1054 0 0 0 0 0 0 0
T1 1075 0 0 0 0 0 0
T1 1071 0 0 0 0 0 0
T1 1084 0 0 0 0 0 0
T1 1261 0 0 0 0 0 0
TO 1055 2,93 3.854 0.29 0.32 0.22 0.16 0
TO 1186 3,54 0.4 0.26 0.17 0.17 0
TO 1226 4,73 0.32 0.28 0.22 0.18 0
TO 1183 3,97 0.34 0.29 0.19 0.17 0
TO 1041 4,1 0.32 0.26 0.19 0.22 0

Referencias: Las abreviaturas idem a la tabla N° 5. TI: bulbos ensayo. T0: bulbos

testigos.

29



indice mitético promedio del testigo T0 y
ensayo T1
;0
aTo
BT
TO; 3,85

Grafico N° 5: representacion de forma circular del indice mitdtico del ensayo TI

con respecto a su testigo TO.

A los bulbos correspondientes al ensayo TII no se le pudo realizar la técnica
citologica para observacion, ya que las raices estaban totalmente podridas. De manera que
se siguid solamente con el ensayo TL

En la tabla N°® 7 estan los datos brutos del ensayo TI correspondiente al periodo de
recuperacion 24 h en agua. En el grafico N° 6 se representa el indice mitdtico del periodo
de recuperacion 24 h en agua de los bulbos correspondiente al ensayo TI. En el grafico N°
7y 8 se expresan los indice de fase promedio del periodo de recuperacion 24 h en agua del

ensayo T1y del testigo TO respectivamente.

Tabla N° 7: Corresponde al periodo de recuperacion 24 h en agua del ensayo TI,
como se puede apreciar solo se han recuperado 2 (dos) bulbos, los otros quedaron
completamente deteriorado. Por otra parte no se observo ninguna alteracion en la mitosis

de los bulbos ensayos.

Tiempo | N°C IM I MP I PF I MF I AF ITF IA

T1 1253 2,31 242 0.34 0.28 0.24 0.14 0
T1

T1

T1 1024 2,53 0.34 0.27 0.27 0.11 0
T1

TO 1390 4,53 3.889 0.32 0.28 0.24 0.14 0
TO 1164 2,92 0.32 0.26 0.21 0.21 0
TO 1208 3,97 0.31 0.25 0.25 0.19 0
TO 1154 3,72 0.29 0.29 0.22 0.19 0
TO 1114 4,3 0.31 0.29 0.2 0.18 0

Referencias: Las abreviaturas son las mismas a las que se expresan en las tablas N° 5y 6
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Grafico N° 6: Expresa el indice mitdtico promedio del ensayo TI con relacion al

indice de su testigo TO, correspondiente al periodo de recuperacion 24 h en agua.
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Grafico N° 7: Expresa el indice de fase promedio del ensayo TI, correspondiente

al periodo de recuperacion 24 h en agua.
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Grafico N° 8: Expresa el indice de fase promedio de los bulbos testigos TI,
correspondiente al periodo de recuperacion 24 h en agua.
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Para el analisis macroscopico los parametros tomados fueron; longitud promedio
de las raices, tanto de los bulbos testigo como los bulbos ensayos correspondiente TI, asi
también la coloracion, olor, turgencia, presencia de ganchos y numero de raices. En la
planilla N° 3 se detallan todos estos parametros, la longitud promedio de las raices se
expresa en cms. En el grafico N° 9 se representa de forma circular el crecimiento promedio

de las raices de los bulbos ensayo TI en comparacion a los bulbos testigos.

Tabla N° 8: la representacion del nimero 1 (uno) es de aspecto normal, si aparece

el 0 (cero) expresa una anormalidad.

Tiempo Color Turgencia Ganchos [N de raices| Long Pro Olor
T1 1 1 1 19 0,7 1
T1
T1 1 1 1 23 0,5 1
T1
T1
TO 1 1 1 36 4,4 1
TO 1 1 1 19 3,9 1
TO 1 1 1 37 4,1 1
TO 1 1 1 24 3,7 1
TO 1 1 1 11 4 1

Referencias: Long Pro: es la abreviatura de longitud promedio en cms de las raices.

longitud promedio de la raiz en cms de testigo y
ensayo tiempo |

aT1; 2,42

@ T0; 3,889

Grafico N° 9: Representa la comparacion de la longitud promedio en cms de las

raices de los bulbos ensayos TI 24 h con relaciéon a sus bulbos testigo, periodo

correspondiente al de recuperacion en agua 24 h.
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4.4.2 Analisis estadisticos del ensayo de genotoxicidad

Se realizo un estudio estadistico de los datos que se obtuvieron del test de Allium
cepa L. la misma emplea un analisis de variacion unidireccional de la variable que se
incorpora construyendo varias pruebas que compara los valores medios de la variable
incorporada, lo cual, la prueba-F de la tabla de ANOVA prueba si hay alguna diferencia
entre los medios. Si hubiera, el test de rangos multiples comprueba que medios son

perceptiblemente diferentes de otros.

En primera instancia se realizé un estudio estadistico de la Parte A del test, la

perteneciente al periodo de pre-enraizamiento de los bulbos 24 h en agua.

Resumen del analisis correspondiente al periodo de pre-enraizamiento del indice

mitdtico
N° de observaciones: 20 (correspondiente a los bulbos testigos y ensayos Ty TII).
Variable dependiente: Indice mitético.

Variable independiente: Tiempo.

Tabla de ANOVA del indice mitético correspondiente al periodo de pre-

enraizamiento.

Esta tabla descompone la variacion del indice mitdtico en dos componentes, uno
dentro-grupo y otro entre-grupo. El valor de P debe ser mayor o igual a 0,05 para que no
existan diferencias estadisticas.

Puesto que el valor-P (0,9492) de la prueba—F es mayor o igual a 0,05, significa
que no hay diferencias estadisticas significativas entre el indice mitdtico con respecto a los
niveles de tiempo (bulbos ensayos TI y TII con respecto a los testigos), tomado un nivel de

confianza de 95 %.

Test de rangos multiples correspondientes al periodo de pre-enraizamiento.

Tabla que aplica un procedimiento multiple de comparacion para determinarse que
medios son perceptiblemente diferentes de otros. La mitad inferior de la tabla muestra la
diferencia estimada entre cada par de medios. En este caso, no hay diferencias estadisticas
significativas entre cualquier par de medios, con un nivel de confianza de 95%. Es un
procedimiento de comparacion de los pares, sea que el par O — 1
corresponde a los bulbos testigos relacionado con los bulbos ensayo TI y asi

sucesivamente.
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Tabla del test de rangos multiples:

Test de rangos multiples para el indice mitotico con relacion a los niveles de tiempos.

Contraste Diferencias +/ — Limites
0-1 0,163 1,22772
0-2 0,143 1,22772
1-2 -0,02 1,41765

Estudio de los indices de fases correspondientes al periodo de pre-enraizamiento.

N° de observaciones: 20 (correspondiente a los bulbos testigos y ensayos TI y TII).
Variable dependiente: Indice fases.

Variable independiente: Tiempo.

Tabla de ANOVA de los indices de fases del periodo de pre-enraizamiento.

Profase:

Puesto que el valor-P (0.188774) de la prueba—F es mayor o igual a 0,05, significa
que no hay diferencias estadisticas significativas entre el indice profase con respecto a los
niveles de tiempo (bulbos ensayos TI y TII con respecto a los testigos), tomado un nivel de
confianza de 95 %.

Metafase:

Puesto que el valor-P (0.654761) de la prueba—F es mayor o igual a 0,05, significa
que no hay diferencias estadisticas significativas entre el indice metafase con respecto a los
niveles de tiempo (bulbos ensayos TI y TII con respecto a los testigos), tomado un nivel de
confianza de 95 %.

Anafase:

Puesto que el valor-P (0.661403) de la prueba—F es mayor o igual a 0,05, significa
que no hay diferencias estadisticas significativas entre el indice anafase con respecto a los
niveles de tiempo (bulbos ensayos TI y TII con respecto a los testigos), tomado un nivel de
confianza de 95 %.

Telofase:

Puesto que el valor-P (1.24381) de la prueba—F es mayor o igual a 0,05, significa
que no hay diferencias estadisticas significativas entre el indice telofase con respecto a los
niveles de tiempo (bulbos ensayos TI y TII con respecto a los testigos), tomado un nivel de

confianza de 95 %.

34



Test de rangos multiples para los indices de fase correspondientes al periodo de

pre-enraizamiento.

Profase:
Tabla del test de rangos multiples:

Test de rangos multiples para el indice fase con relacion a los niveles de tiempos.

Contraste Diferencias +/ — Limites
0-1 0.0175 0.065369
0-2 0.0129 0.065369
1-2 -0.0046 0.0754816

No hay diferencias estadistica significativas entre cualesquiera par de medios en

el nivel de la confianza del 95.0%.

Metafase:
Tabla del test de rangos multiples:

Test de rangos multiples para el indice fase con relacion a los niveles de tiempos.

Contraste Diferencias +/ — Limites
0-1 -0.02 0.064294
0-2 -0.0336 0.064294
1-2 -0.0136 0.0742403

No hay diferencias estadistica significativas entre cualesquiera par de medios en

el nivel de la confianza del 95.0%.

Anafase:
Tabla del test de rangos multiples:

Test de rangos multiples para el indice fase con relacion a los niveles de tiempos.

Contraste Diferencias +/ — Limites
0-1 0.0065 0.0382267
0-2 -0.0165 0.0382267
1-2 -0.023 0.0441404

No hay diferencias estadistica significativas entre cualesquiera par de medios en

el nivel de la confianza del 95.0%.
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Telofase:
Tabla del test de rangos multiples:

Test de rangos multiples para el indice fase con relacion a los niveles de tiempos.

Contraste Diferencias +/ — Limites
0-1 0.0235 0.0609052
0-2 0.0446 0.0609052
1-2 0.0211 0.0703273

No hay diferencias estadistica significativas entre cualesquiera par de medios en

el nivel de la confianza del 95.0%.

Analisis de la Parte B, por razones de inviabilidad de los bulbos (podridos)
correspondientes al ensayo Tiempo II y que el indice mitdtico sea cero (no se puede
evaluar estadisticamente) en los bulbos correspondientes al Tiempo I. No se han realizado
los estudios estadisticos. Pero si se ha podido realizar para el periodo de recuperacion de

24 h en agua a los bulbos correspondientes al T1L.

Resumen del analisis correspondiente al ensayo T1, 24 h de recuperacién en agua.

N° de observaciones: 7 (correspondiente a los bulbos testigos y ensayos TI).
Variable dependiente: Indice mitético.

Variable independiente: Tiempo.

Tabla de ANOVA correspondiente al ensayo TI1, 24 h de recuperacion en agua.

Puesto que el valor-P (0,0262) de la prueba —F es menos de 0,05, significa que hay
diferencias estadisticas significativas entre el indice mitotico con respecto al nivel de
tiempo ensayado (bulbos ensayos TI con respecto a los testigos), tomado un nivel de
confianza de 95 %. (T1: bulbos ensayo, TO: bulbos testigos).

Por la razén que solo existe un par comparativo no es necesario realizar el test de

rangos multiples, basta simplemente con la tabla de ANOVA.

Tabla de ANOVA de los indices de fases del periodo de recuperacion.

Profase:
Puesto que el valor-P (0,0221) de la prueba—F es menor que 0,05, significa que
hay diferencias estadisticas significativas entre el indice de proface de los niveles de

tiempo (bulbos ensayos TI con respecto a los testigos T0), tomado un nivel de confianza

de 95 %.
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Metafase:

Puesto que el valor-P (0.9452) de la prueba—F es mayor o igual a 0,05, significa que
no hay diferencias estadisticas significativas entre el indice metafase con respecto a los
niveles de tiempo (bulbos ensayos TI con respecto a los testigos T0), tomado un nivel de
confianza de 95 %.

Anafase:

Puesto que el valor-P (0.661403) de la prueba—F es mayor o igual a 0,05, significa
que no hay diferencias estadisticas significativas entre el indice anafase con respecto a los
niveles de tiempo (bulbos ensayos TI con respecto a los testigos T0), tomado un nivel de
confianza de 95 %.

Telofase:

Puesto que el valor-P (0.0416) de la prueba—F es menor a 0,05, significa que hay
diferencias estadisticas significativas entre el indice telofase con respecto a los niveles de
tiempo (bulbos ensayos TI con respecto a los testigos T0), tomado un nivel de confianza

de 95 %.

Resumen del analisis macroscOpico correspondiente al ensayo TI, 24 h de

recuperaci(')n €n agua.

N° de observaciones: 7 (correspondiente a los bulbos testigos y ensayos TI).
Variable dependiente: Crecimiento en longitud de las raices en cms.

Variable independiente: Tiempo.

Tabla de ANOVA correspondiente al analisis macroscopico ensayo TI 24 h de

exposicion al extracto con respecto al de su testigo.

Puesto que el valor-P (0,000) de la prueba —F es menos de 0,05, significa que hay
diferencias estadisticas significativas entre la longitud promedio de las raices del ensayo
con respecto su testigo, tomado un nivel de confianza de 95 %. (TI: bulbos ensayo, TO:

bulbos testigos). De la misma manera no es necesario el test de rangos multiples.
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Fotos

Foto N° 1: A) Metafase normal. B) Profase normal. Correspondiente a
un bulbo testigo Tiempo I periodo de pre-enraizamiento. 100 X en
aceite de inmersion.

~
L

Foto N° 2: Margen derecho superior Profase normal, bulbo
perteneciente a un testigo Tiempo II. 100 X en aceite de inmersion.
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Foto N° 3: Margen izquierdo superior Anafase normal, bulbo
perteneciente a testigo Tiempo II. 100 X en aceite de inmersion.

Foto N° 4: A) Telofase normal, bulbo perteneciente al periodo de
recuperacion testigo Tiempo II. 100 X en aceite de inmersion.

39



Foto N° 5: Células en interfase, pertenecientes al ensayo Tiempo 1 24 h
expuestas al extracto acuoso. 100 X en aceite de inmersion.
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5-DISCUSION
Las cepas de S aureus Met-R ATCC 43300 y S aureus Met-S ATCC 25923

estudiadas en este trabajo, como vimos en los resultados, son sensibles a los extractos
crudos de Croton urucurana Baill. Lo que sugieren que la extraccion realizada por los
métodos de maceracion y de decoccion son factibles de aplicar para obtener principios
activos con actividad antibacteriana, en coincidencia con otro trabajo realizado (Kramer y
col. 2004).

Otro detalle importante es que el cambio de solvente no afecta a la sensibilidad de las
bacterias ensayadas en las condiciones de pruebas, esto nos indicaria que el principio
activo es soluble en agua y también en metanol o sea dos solventes polares.

Los resultados obtenidos en la actividad de los extractos crudos de Croton urucurana
Baill en las condiciones de prueba, sobre S aureus Met.-R ATCC 43300y S aureus Met-S
ATCC 25923, confirman que éstas bacterias no codifican para la producciéon de B-
lactamasas y que la actividad sobre los marcadores metabdlicos bioquimicos estudiados no
son afectados.

Seria importante ver que ocurriria si se incluye el extracto en el medio de cultivo
empleado en las pruebas bioquimicas, ya que lo que se probo6 es la accion directa, es decir
germen vs. extracto y no el extracto en el medio de cultivo, que segiin Robledo 2000 puede
existir una combinacion del extracto con el agar o algin otro componente del medio de
cultivo que afecten a la bacteria.

En cuanto a la actividad sobre las B-lactamasas hubiera sido importante ensayar sobre
aquellos S. aureus obtenidos de pacientes enfermos que produzcan esta enzima y
comprobar si inhibe la produccién de B-lactamasas o no; ensayamos con unas cepas de S.
aureus en estas condiciones pero resultd negativa para la produccion de esta enzima. No
se consiguieron mas cepas de S. aureus para ensayar.

En lo que respecta a los efectos de los extractos obtenidos por decoccion sobre las
células meristematicas de las raices de cebolla Allium cepa L, se comprobd que son
toxicos. El indice mitdtico ha dado variaciones estadisticas en los bulbos de recuperacion,
asi también para entrar y salir de mitosis, esto nos indica que algiin componente del
extracto no pudo ser eliminado generando un efecto retardado. Ahora bien, debe existir un
punto en el cual no afecta o sus efectos son minimos, para lo cual, serd necesario realizar
nuevos ensayos del test de Allium cepa L, realizando una prueba de CIM (concentracion
minima inhibitoria) previamente para encontrar el punto de accion antibacteriana, la accion
sobre la produccion de B-lactamasas y la toxicidad correspondiente. Este punto estaria por

debajo de la concentracion empleada en la sensibilidad (Kramer y col. 2004), y como el S.
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aureus resultd resistente seria dificil encontrar que los cuatro parametros que buscamos
coincidan en un solo punto, es decir, sensibilidad, inhibicién de produccion de B-lactamasa,
modificaciones en pruebas bioquimicas y genotoxicidad.

No conocemos realmente la concentracion que utilizan los nativos en la
preparacion de la infusion aunque sospechamos que es mas diluida a la que utilizamos en

nuestro trabajo.
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6-CONCLUSIONES

Del presente trabajo de investigacién podemos concluir que;

1.

Los extractos crudos de Croton urucurana Baill poseen actividad
antibacteriana sobre las cepas bacterianas utilizadas de S aureus Met.-S
ATCC 25923 y S aureus Met.-R ATCC 43300.

Es factible emplear los métodos de difusion en discos y pocillos para
ensayos de sensibilidad de extractos crudos vegetales en las condiciones de
este trabajo.

Las cepas patrones de S aureus Met-R ATCC 43300 y S aureus Met-S
ATCC 25923 que no son productoras de [-lactamasa, no sufren
modificaciones por accion de los extractos crudos de Croton urucurana
Baill obtenidos por maceracion y de decoccién, tampoco sufre
modificaciones en su funcionamiento bioquimico.

Los extractos crudos obtenidos por decoccion de Croton urucurana Baill
en las condiciones de prueba poseen efecto citotoxico marcado que
producen inhibicioén de la mitosis comprobada por el test de Allium cepa L
y analizados estadisticamente.

La permanencia del contacto entre el bulbo y sus raices con el extracto
crudo de Croton urucurana Baill muestran que al permanecer 48 h
producen muerte celular en las raices como asi también efectos sobre el
bulbo de la cebolla.

Los periodos de recuperacion de 24 h correspondiente en agua en el test
de Allium cepa L, demostraron que el extracto crudo de Crofon urucurana
Baill en la concentracion ensayada son drasticas y letales para las células
meristematicas de la cebolla que no permitieron el ensayo de recuperacion

correspondiente al periodo TII de 48 h de exposicion al extracto.
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