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RESUMEN

Mediante el presente frabajo se pretende extraer y demostrar el
efecto inhibidor del principio activo de la planta Bidens
leucantha sobre bacterias Gram negativas, coliformes toiales,
para la seleccidon de un agenie antibidtico natural y su posible
vtilizacidn en terapias de laboratorios de larvas.  Ademds,
determinar una dosis minima inhibitoria y la probable existencia
de un efecto inhibidor en bacterias especificas:  Vibrios,

pseudomonas, salmonellas y shiguellas.

Se hicieron 15 extracciones del principio activo, cristales
quimicamente puros, y se compard su efectividad en
antibiogramas, con el exiracto obtenido por simple infusién de

hojas y de semillas de la planta.

Se realizaron 4 pruebas de dosis minima inhibitoria, ademdas 2
bioensayos cudlitativos-cuantitativos con Pl 6-11, que incluian
observaciéon del comportamiento de las larvas y conteos de

coliformes totales con la técnica de filtro de membrana.

Los cristales quimicamente puros demostraron tener un
comportamiento mds estable, tanto en su efectividad como en

sU composicion.



Los mejores efectos se encontraron con los crisfales

quimicamente puros sobre coliformes totales.



INTRODUCCION

La industria camaronera ha venido evolucionando en los Gltimos
afos de un sistema extensivo a uno semi-intensivo. Esto implica
un aumento de las densidades de siembra, con lo que el papel
de los laboratorios de iarvas en la produccién de dicha industria
adqguiere mayor importancia; ya gque lo ideal seria no fener que
depender del medio ambiente para que las camaroneras
puedan obtener larvas resistenfes que fengan  buenos
porcentajes de sobrevivencia. Sin embargo, si no reciben el
manejo adecuado, el aumento de la carga orgdnica el sfress
producido en los camarones, ocasiona la aparicion de brotes
epidémicos producidos por patdégenos primarios. Este problema
en muchos casos se ve agravado por larvas de laboratorio
debilitadas por un excesivo e indebido uso de antibidticos como

desinfectantes generales.

Bajo condiciones de stress y mal manejo, las bacterias,
patégenos secundarios encueniran el medio ambiente propicio
para su proliferacién, convirtiéndose en un grupo imorfante de
patégenos primarios. Se hace necesario, entonces un estudio
mas detallado para desarrollar nuevos y efectivos métodos de
control y evitar la creacion de bacterias resistentes debido al uso

indiscriminado de antibidticos en los laboratorios.

Por informacién obtenida del Ing Gustavo Galindo se conocid

del uso, en forma rudimentaria, de una planta de la familia de las



compuestas, para antibiosis en piscinas camarcneras en Brasil. El
Ing. Hector Ayén localizé una planta de la misma familia en
nuestro medio y en el proyecto « Incidencias de las
enfermedades bacterianas en el Ecuador », se hace un andlisis
en el que se concluye que dicha planta, conocida vulgarmente
como «Amor secon o «Shirdnn, presenta cierta actividad
antibidtica que actua sobre bacterias Gram negativas. Lo que
se muestra como una alternativa para el fratamiento de dichas
bacterias, mediante el estudio adecuado de la ufilizacidon y

extracciéon de este antibiético natural.
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ANTIBIOTICOS

1.1,

1.2

Definicidén

El término antibidtico se define como: Sustancia producida
por un microorganismo © total o parcialmente por sintesis
guimica, que en bagjas concentfraciones, inhibe el

crecimiento de otros microorganismos (12).
Sustancia natural o sintélica que utilizada en pequenas
dosis inhibe el crecimientc de microorganismos, y que en

dosis mas elevadas provoca su muerte {11).

Otfra definicidon dice: Sustancias capaces de inhibir el

desarrollo y crecimiento de microorganismos (11).

Clasificacidon

Los antibidticos, desde su descubrimiento, se emplean en
la lucha contra los gérmenes patdégenos. En la actuadlidad
todavia no se comprende en su totalidad el mecanismo
de accidn de la mayor parte de los medicamentos
anfimicrobianos.  Sin embargo, estos mecanismos se
encuentran divididos segun su forma de accién en 4

grupos:



1.3

Aquellos que actuan:

1.-  Porinhibicién de la sintesis de la pared celular.

2.~ Por alteracion de la permeabilidad de la membrana
celular o inhibicién de! transporte activo a través de
la membrana.

3-  Por inhibicidn de la sintesis protéica. Es decir
inhibicidn de la traduccién vy transcripcion del
material genético.

4.-  Inhibicidon de la sintesis de los dcidos nucléicos.
Es importante recalcar gue algunos antibidticos pueden
tener més de un sitio primario de atague o mds de un

mecanismo de accion.

Propiedades ideales

Un agente anficibrobiano ideal muestra toxicidad
selectiva, con este término queda implicito que un
medicamento es nocivo para un pardsito sin serlo para el
huesped. En la realidad, se observa con frecuencia que
dicha toxicidad selectiva es mds relativa que absoluta. Lo
que indica que se debe buscar la concenifracidon que
actua sobre el pardsito y que sea tolerable para el
huesped.
ldealmente el mejor antimicrobiano es
- De efecto bactericida, mds que bacteriostatico. Ya
que estos Ultimos inhiben el desarrolio bacteriano y

se gpoyan en los mecanismos de defensa celulares y
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humorales del huesped para erradicacién total de la

infeccién.

- Su  administracion  prolongada  y de  dosis

relativamente grandes no debe provocar efectos
colaterales adversos.

- Preferiblemente los niveles bactericidas en el
organismo deben poder alcanzarse con rapidez y
mantenerse durante periodos largos.

- Es deseable ademds, que dico anfibidtico sea

hidrosoluble y estable.

Peligros del uso indiscriminado

Es importante conocer cuales son los riesgos que implica el
uso indiscriminado de anilibidticos y la necesida e
imortancia que de esos riesgos deriva un  mejor
conocimiento de las dosis correctas, con este objetivo lo
mejor es llevar un control peridédico. Algunos de los peligros
del uso indiscriminado son:

- Cambios en la flora normal del cuerpo con
enfermedades resultantes por ‘“superinfeccion”
debido a crecimiento excesivo de organismos
resistentes al medicamento.

- Enmascaramiento de infecciones graves sin
erradicarias. Es decir, desaparecen las
manifestaciones visibles de la enfermedad y se
suprime el antibidtico sin haber curado la infeccién.

- Toxicidad directa del medicamento.



- Desarrollo  de resistencia  medicamentosa  en
poblaciones microbianas. En los laboratorios,
eliminacién de  microorganismos sencibles vy
sustitucion por microorganismos resisientes debido a

un medio saturado de antibioticos.

1.5 Factores que ayudan a limitar la resistencia a una droga

Para minimizar el desarrollo de resistencia a una droga

pueden considerarse algunos puntos de importancia:

a.- Mantener suficientemente altos los niveles de la
droga

o antibidtico para que éste inhiba la infeccidn.

b.- Limitar el uso de antibidticos como agentes de
prevencioén, es decir utulizacién de dosis bajas y

continuas.

c.- Evitar la exposiciébn de micro-organismos ¢ un
anfibidtico especiaimente valioso mediante la

limitacion de su uso.

d.- Es recomendable administrar dos antibidticos en
forma  simultaneq; siempre y cuando éstos no
tengan resistencia cruzada, para que de esta
manera cada una de ellas demore la aparicién de

mutantes resistentes al otro antibidtico.



It CARACTERISTICAS BACTERIANAS RELACIONADAS CON LA
APLICACION DE ANTIBIOTICOS.

2.1

Crecimiento bacteriano

Como es conocido, las células bacterianas se reproducen
mediante fisidn binaria, y esto se expresa como 2n. El
término de 2n es el simbolo del Uiimo nUmero de
progresion, es decir el nimero maximo de células que

eventualmente alcanzaria la poblacion.

El tliempo de generacién es diferente de acuerdo a las
especies bacterianas. Por ejemplo, la Escherichia Coli,
bacteria representativa de los bacilos Gram-negativos
anaerobios facultativos, puede ser tan corto como de 15-
20 minutos, mientras para ofras especies en las mismas

condiciones, el iempo de generacion varia.

Es importante subrayar que la misma especie bacteriana
sometida a distintas condiciones, varia” notablemente su
tiempo de generacién. El tiempo de generacién depende
fuertemente de la idoneidad de los nutrientes que hay en

el medio y de las adecuadas condiciones fisicas.

Cuando se inocula un medio fresco con un numero

conocido de células, se determina la poblacion
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bacteriana intermitentemente a lo largo de un periodo de
incubaciéon de 24 horas y se coloca en un sistema de
coordenadas los logaritmos del nimero de células frente al
tiempo. De este modo se obtiene la tipica curva de

desarrollo bacteriano.

Es importante anotar que proporcionando un continuo
aporte de nutrientes y simultaneamente la eliminacién de
medio viejo o de desechos, se consigue prolongar la fase
logaritmica, es decir un cultivo continuo. En los tanques de
cultivo de larvas en los laboratorios, bajo condiciones
normales de desarrollo, el aporte de nutrientes vy la
eliminacidon de desechos es constante para mantener la
calidad del agua y conseguir larvas activas y saludables.
Bajo estas condiciones, al ocurrr una infeccién bacterial,
podriomos también estar prolongando la fase exponenciail
del crecimiento bacteriano. De esto resulta importanie la
coordinacién de la concentracién minima inhibitoria, el
tiempo de mdxima efectividad del antibidtico, el fiempo
que el antibidtico tarda en alcanzar su mdximo efecto, y la

duracién del fratamiento.

Mutaciones

La tasa de mutaciones estd dada por la probabilidad que
fiene un gen de mutar en una determinada devisidon
celular. Se puede definir la tasa de mutacion como:

NUmero de mutaciones por division celular.



Generalmente la tasa de mutacién para un gen oscila
entre 10y 10 por division celular. Los genes mutan el
azar y en forma independiente, la probabilidad de que
una misma célula presente dos mutaciones es mas dificil,
ya que deben sumarse las dos tasas de mutacion; por

ejemplo, para dos antibidticos diferentes:

108 + (08 = 10-1

Por esta razén en muchos casos para el fratamiento de
ciertas infecciones bacterianas se combina el uso de dos
anfibidticos y se aumenta de este modo la probabilidad

de inhibicién o muerte de las bacterias.

Como es conocido, los microorganismos pueden
desarrollar resistencia en diferentes grados a cierto
antibiotico, este hecho se debe en gran medida a las
mutaciones y es de mucho interés en el tratamiento de
enfermedades, pues si originalmente un antibidtico es
efectivo para el control de una deeterminada infeccién,
este puede perder su grado de efectividad e incluso
puede convertirse en inefecaz a medida que aparecen

mutantes resistentes a dichos antibidticos.
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RESENA DE LA PLANTA Bidens leucantha

Es importante recalcar que la informacion botanica se obtuvo
consulfando trabgjos principalmente de otras partes. La poca
informacion nacional que se enconird, fue solo de la
ENUMERACION BOTANICA de Luis Cordero, gque se refiere
especificamente a plantas que se dan en las provincias del

Azuay y Canar.

Es una planta herbdceas completa, es decir, posee raiz, tallo,

hojas y flores; sus hojas no tienen estipulas.

Su flor consta de: 5 sépalos
5 pétalos
5 estambres

2 carpelos abiertos

Sus cabezuelas, provistas de 2 aristas ganchosas; que es lo que
significa BIDENS, se adhiere a la ropa por lo que en algunas

partes se le conoce vulgarmente como “Amor Seco’.

Se puede locdlizar dicha planta en la costa ecuatoriana. Se

observa buena cantidad ya desarrollada durante los meses de
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Noviembre a Marzo y una ausencia casi total de la misma el resto
del ano. Ademds se pudo comprobar que al sembrar las
semillas, la germinacion se producia aproximadamente dentro
de 5 dias. Mientras que bajo las mismas condiciones al sembrar
las semillas a mediados de Mavyo, la germinacién demoré entre
20-25 dias. De lo que se concluye que se trata de una planta
estacional; el clima cdlido de la estacién lluviosa favoreceria en

gran medida su desarrollo.
La misma planta: Bidens Leucantha, vegeta también en los
campos de temperaturas algo frias de las provincias de Azuay y

Canar; donde prefiere zonas cultivadas (4).

3.1. Ubicacion Taxondmica

Nombre comun: Amor Seco o Shirdn {quichua)

La clasificacidon taxondmica es la siguiente:

Tipo Fanerégama

Subtipo: Angiosperma

Clase: Dicotiledonea

Subclase: Metaclamideas o Simpéetales
Familia: Compuestas

Tribu: Tubuliferas

Especie: Bidens leucantha
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Descripcion del ciclo de desarrollo

Meses Apropiados para su desarrolio:  Noviembre-Marzo.
Las semillas se siembran sobre la superficie del suelo y para
la germinacidn no se requiere de mucho daguad,
simplemente mantener himedo el suelo. La germinacion
se produce luego de aproximadamente 5 dias. Se frata de
semillas epigeas, es decir que salen de la tierra en el curso

de la germinacion.

El agua del suelo entra a la semilla por absorcion y hace
gue ésta se hinche ligeramente y se produce una rotura de
los tegumentos por el que sale un pequeno egje conico que
se entierra; es la raicilla. Al mismo tiempo de esto, el tallo
empieza a dirigirse hacia arriba y con él sube la semilla.
Cuando el tallo alcanza varios cm fuera de la tiera el
tegumento de la semilia se desprende y los cofiledones se
separan y el tallo empieza a surgir ahora de entre los
cofiledones en una yemita. Desde la germinacidon han

pasado aproximadamente 10 dias.

Luego los coftiledones se caen. El tallo, herbdceo, es
muy fino en la mayoria de los casos el peso de la planta y
el viento lo vence un poco llevandolo hacia el suelo.
Tiende a enrollarse ligeramente hasta que alcanza mayo

desrrollo y fiende a subir.

Sus hojas son dentadas y nervadas y demora

aroximadamente mes y medio mds hasta gue aparecen
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los primeros capullos de la flor que se abrrdn en
aproximadamente 5 dias. Estos presentan en su base
bracteas, que son hojas modificadas como escamitas

verdes que rodean la flor amarilla.

Las inflorecencias durardn aproximadamente una semana
y media y luego empiezan a abrirse mds y a perder su
color amarillo, sustituyéndolo por un tono mds pardo. De
entre las inflorecencias empieza enfones a producirse las
primeras semillas. Transcurrida una semana
aproximadamente, se ha formado una especie de estrella
compuesta por semillas que han sustituido a los
inflorecencias. Estas se esparceran con el viento o serdin
transportadas mecdanicamente debido a su propiedad de
adherirse con facilidad. Luego de esto la planta empieza
a secarse y muere. La planta adulta lega a medir

alrededor de 65 cm.
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INFORMACION TEORICA

4.1.

Antibiogramas

Para medir la suceptibilidad bacterial a un antibidtico
puede utilizarse los principios de difucién en agar. Con
este fin las técnicas de difusidn pueden ser ulilizadas en
forma cudlitativa, o mediante procedimientos
cuantitativos;  sin embargo generalmente se utilizan las
categorias de: resistentes, intermedios o suceptibles a un

determinado antibidtico.

Para los antibiogramas se utiliza papel fiitro seco en forma
de discos que contienen una determinada concentracion
de un antibidtico. El principio de su funcionamiento es la
absorcién de agua del agar que disuelve el antibidtico
contenido en el disco para que este pueda vigjar
libremente a través del agar, de acuerdo a las leyes fisicas
de difusién de moléculas en un medio. De esta manera se
obtienen diferentes concentraciones de antibidtico a
medida que éste se aleja del punto donde se encuentra el
disco. Mientras esto ocurre, también hay un desarrolio

microbiano en la caja petri; una fase de  la-
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tencia seguida de la fase logaritmica. En este punto la
multiplicacién bacterial es mds répida que la difusidon de la
droga, de tal manera que las bacterias gque no se
encuentran en el campo de accién del antibidtico vy
aquellas que no son inhibidas por éste contfinuarGn su
desarrolio.  En el area donde hay conceniraciones
inhibidoras no habrd crecimiento  bacterial. De esta
manera los organismos que tengan un  crecimiento mas
lento o una fase de latencia més prolongada, aparecerdn
como mas suceptibles al antibidtico; mosirando un area
mayor desprovista de crecimiento, lo gue se debe a que el
antibidtico ha tenido mds tiempo para su difusidn a través

del agar.
Debido a que la solubilidad de cada antibidtico varia, las
zonas de inhibicion producidas por uno no pueden ser

comparadas con las obtenidas con otro antibidtico.

Cultivos por fillro de membrana

La membrana fitrante es un disco muy delgado de
acetato de celulosa, o colodidn, con poros de 0.5 micras o
menos. Esta membrana, previamente esterilizda, se monia
sobre una placa perforada en un aparato filfrate en forma

de embudo (bomba al vacio).

Cuando el liguido se exfrae por aspiracion através del

filro, las particulas microscopicas, como bacterias u
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hongos son retenidas por la accién tamizadora de la
membrana y depositadas en su superficie.

Podemos estimular el crecimiento de estos gérmenes,
llevando ascépticamente la membrana a una cagja petr,
colocdndola encima de una almohadilla saturada de
caldo estéril { en este caso se utilizd caldo Endo ). Al
difundirse en la membrana el caldo, proporciona alimentfo
a los microorganismos. Se pueden utilizar diversos medios
selectivos segUn se quiera cullivar diferentes tipos de
bacterias y hongos. A través de este método se puede
demostrar en menos de 24 horas la contaminacion de

muestras de agua por bacterias Coliformes.

Dosis minima inhibitoria

Es un método de dilucidn en tubo para la valoracion
microbiolégica de antibidticos y de algunos otros agentes

quimioterapéuticos. En él, la inhibicidn del crecimiento
[disminucion de la turbidez ) producida en la muestra
estandar, se compara con la preducida por muesiras con
diferentes concentraciones de antibidtico o de ofros

agentes guimioterapéuticos.
Toxicidad

Las sustancias utilizadas como quimioterapéuticas fienen
toxicidad selectiva. Es decir , inhiben el crecimiento o
mata al agente causante de enfermedad y causa poco o

ningun dano a las células del hospedador.
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Muchos antibidticos presentan dosis mdximas a las que
pueden ser administradas, al utilizar dosis mayores a éstas,
no solo tienen efecto sobre las células malignas, sino que
producen efectos dafiinos, e incluso mortales sobre el

organismo hospedador.

Durante los pasados veinte afios se han usado varias
especies de decdpodos marinos para bioensayos, debido
a que los crustdceos son un grupo relevante para la
determinacién de toxicidad de pesticidas en los medios
acudticos. Esto se debe a su parentesco cercano con los
insectos, para cuyo control se han desarrollado la mayor

parte de los pesticidas.

Asi como en muchos otros grupos, las larvas de los juveniles
de los crustdceos, se prefieren generalmenie para
bicensayos de periodos cortos debido a que éstos estadios

son sigificativamente mdas suceptibles a los fratamientos (5).

Los bioensayos en los cuales se irabaja con estadios
larvarios deberian durar de unas cuantas horas a treinta
digs como mdximo. Los criterios para determinar toxicidad

en las larvas son:

Exito en el trabajo de muda
Metamorfosis

Habilidad para nadar
Mortalidad
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Tendencia a perder apéndices

Cuando hay una toxicidad aguda, se observa pardlisis y

muerte (5).
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MATERIALES Y METODOS

5.1.

Metodologia para la exiracidn del principio activo

Las plantas de la  familia del género de las tubulifloras,
poseen como principio actibo la SANTONINA C15 H18 O3
(3], Con esta informacion se procedid a realizar la
exfraccion del principio activo, de acuerdo al méiodo
descrito en el CODEX Medicamentarius  Gallicus

{Phaarmacopée Francaise).

Mayor cantidad de cristales mejor formados se obtuvo

cuando la extraccién se realizd de las inflorecencias.

Las cabezuelas florales tienen mayor cantidad del principio
activo, (2.5%); disminuyendo dicha cantidad

considerablemente cuando las flores se han abierto.

Al redlizar la extraccion se obtiene 2 isomeros, el dcido
santoninico y el acido santénico. De éstos el acido

santoninico tiene accidén vermifuga {2).
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Pasos seguidos para la extraccion:

1.- Se pesa vy tritura en un mortero 10 gr. De las inflorecencias
con amoniaco oficinal.
*Generalmente se precisa 5cc. De amoniaco oficinal {1).

En este caso, en las extracciones realizadas se utilizé 10cc.

2.- Se deja secar al gire por 12-13 horas y el polvo adquiere
una coloracion negro verdosa.
*Cuando se hizo la primera extraccidn con semillas, a pesar
de gue se triturd e incluso, para obtener polvo, se utilizd
una licuadora, no fue posible conseguir pulverizarlo por

completo.

3.- Se agrega 100cc. De benzeno, se deja en contacto por
media hora por lo menos y se filtra. De lo que se obtiene

aproximadamente 80cc. De solucidn benzenica.

4.- Se destila la solucidn en bafo-maria y se expulsan los
ultimos vestigios de benzeno en una estufa a 100°c por una

hora.

5.- De dilata el residuo con é0cc. De agua de barita en bano

maria hirviendo por 10min. Y se filtra.

6.- Se deja enfriar y se agrega 5cc. De dcido cloridrico oficinal
(Geido  cloridrico al  10%). El medio debe quedar

ligeremente &cido e incoloro.
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*En algunos casos el pH, con los 5cc. De acido cloridrico
bajé mucho y fue necesario agregar agua de barita para
subir el pH un poco. Se notd claramente que de una
solucién turbia blanquecina, al agregar el acido, el medio

se hacia incoloro.

Se deja cristalizar por 24 horas al abrigo de la luz, se lava
con agua destilada fria v se deseca en la estufa a 100°c
por 2 horas.

*En la mayor parte de las extracciones, luego de dejar Ia
solucidn en cristalizadores por 24 horas e incluso or 48
horas, no se habia cristalizado y habia todavia solucién.
Este problema se soluciond colocando la solucidn a
cristalizar en baho-maria doble hasta que se habiaa
evaporado la mayor parte del liquido y luego se puso a

cristalizar al ambiente por 24 horas al abrigo de la luz.

Ya formados los cristales, para exiraer los vestigios de

humedad del ambiente, se coloca en un desecador.

Los cristales fienen forma de prismas, son fransparentes o
igeramente coloreados de amarillo; en grupo toman una

coloracion bianca nacarada.

La luz afecta su efectividad transformando los cristales en
fotosantonina C23 H24 O6; por lo que se recomiendd
mantenerla al abrigo de la luz y ulilizarla en solucién

preferiblemente y no en polvo.
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La cantidad obtenida de las extracciones varid
considerablemente , no solo de acuerdo a la parte de la
planta de la cual se relizaba la extraccion, sino fambién de
acuerdo al tiempo franscurrido desde que se obtenia la
planta, hasta que se realizaba la extracciéon. Esto se debe,
de acuerdo a la literaura consultada. A que el principio
activo disminuye grandemente al abrirse las inflorecencias
(3). A pesar que las plantas fueron desecadas al abrigo de

la luz para que ella no afecte el principio activo.

Pruebas de antibiogramas efectuadas con__exiracto

obtenido mediante infusidn

Para realizar las infusiones se calienta agua destilada hasta
100°¢c y se obtiene una solubilidad de 1:250. El agua fria la

santoning es casi insoluble 1:5000.

5.2.1. Antibiogramas para Coliformes totales con agua de

un laboratorio:

GRUPO # 1

Para coliformes totales se realizaron:

- 2 antibiogramas con réplicas, utilizando exiracto de
las semillas .

-2 antibiogramas con réplicas utilizando extracto de

fds hojas.
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Tanto con la semilla-inflorecencias, como con las
hojas se hizo la exiraccidén con una relacién de 1gr.

De planta en 100 ml. De agua desstilada (1%).
ANTIBIOGRAMAS:
1.1.- Con agua de reservorio (2)

1.- Extracto de semillas
1.2.- Con agua de Larvicultura (2)

2.1.- Con agua de reservorio (2)

2.- Extracto de hojas

2.2.- Con agua de larvicultura (2)

5.2.2. Antibiogramas para coliformes totales.

Concentraciones at 2,5% vy 10%

Los discos para los antibiogramas preparados de
esta maneraq, se utilizaron en siembras de coliformes

fotales en medio Muller Hinton.

Tres réplicas utilizando las soluciones preparadas con

extracto de semillas.
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5.2.3. Antibiogramas para bacterias especificas

Antibiogramas para Salmonellas-Shigellas:
Grupo # 2

Se hizo una aislacién previa, mediante el uso de agar

SS. Y su incubacién a 37°c por 24 horas.

Para este ensayo se utilizaron 2 cajas petri, la primera
correspondia a 3 discos de antibiogramas con
concentracion de 1% y 3 discos de antibiogramas
con concentraciones de 2%; la segunda caja petri
correspondia a 3 discos de antibiogramas con
concentracién de 5% y 3 discos de antibiogramas
con concentracion de 10% , ademds sus respectivas

réplicas.

Antibiogramas para Vibrios:
GRUPO # 3

Previamente se realizd el aislamiento de los vibrios,
mediante un enriquecimiento de agua de mar de la
zona de Manglaralto en caldo Infusidn Cerebro
Corazdn (BHI) con 3% de CINa y su incubacidn por 24
horas. Los tubos que presentaron turbidez fueron
sembrados en agar TCBS e incubados a 37°c por 24
horas. Las colonias que reunian las  caracteriscticas
descritas en el manual de Merk [colonias

grandes y amarillas }, consideradas como  Vibrio
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alguinolificus; fueron seleccionadas para realizar los

antibiogramas.

Se utilizaron discos con concentraciones de 1, 2, 5,
10% del extracto y sus respectivas réplicas (Prueba #

1 para Vibrio).

Posteriormente se hizo una nueva prueba para Vibrio
con concentraciones de exiracto de 10 y 20% en los
discos de antibiograma y una réplica {Prueba # 2

para Vibrio ).

Luego se redlizd un UHimo ensayo con discos de
antibiogramas con concentraciones de 20 y 30%,

(Prueba #3 para Vibrio).

Antibiogramas para Psuedomonas:
GRUPO # 4

Previa la readlizacidn de esta prueba, se hizo un
dislamiento de pseudomonas.  El primer paso fue
hacer una siembra en agar cetrimide con
incubacion a 42°c por 48 horas. Luego se inoculd de
las colonias resultantes, en un agar nutritivo; para
concluir con la siembra en el agar Muller Hinton, en

el cuai se redlizé el antibiograma.
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Para este ensayo, los antibiogramas se hicieron con
discos con conceniraciones de 1, 2, 5, vy 10%

respectivamente, y sus réplicas.

Pruebas cuantitativas de antibiogramas

Después de haberse realizado la extraccidn del principio
activo cristalizado, se procedié a realizar los antibiogramas
con cultivos de coliformes totales que procedion de ias

aguas de la zona de Manglaralto.

Se utilizd un caldo nutritive para un enriguecimiento
previo, y luego se procedié a la siembra en el agar Muller

Hinton, en el cual se redlizaron los antibiogramas.

Es importante recarlcar, que a pesar de que la literatura
consultada, se refiere a los coliformes como organismos
bacterianos que se desarrollan exclusivamente en aguas
dulces; se encontré presencia de dichos organismos en
aguas de mar en la zona de Manglaralio { donde se

tomaron muestras).

5.3.1. Antibiogramas para coliformes toiales,

Concentraciones al 2, 5, 10%

GRUPO #5
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Se realizaron 3 antibiogramas para coliformes totales
con concentraciones de los discos de 2, 5, 10% y con
sus réplicas respectivas. Los mismos que fueron
controlados cada 6 horas durante las 24 horas

posteriores a la siembra.

Solucioén preparada con cristales,

conconcentraciones de 2%, 5%, y 10%.

GRUPO # 6

Los discos para los antibiogramas preparados de
esta maneraq, se utilizaron en siembras de coliformes

totales en medio Muller Hinton.

Tres réplicas utilizando las soluciones preparadas con

cristales.

Antibiograma para bacterias especificas ' ufilizando

antibidlicos convencionales

Antibiograma para Salmonellas y Shigellas
GRUPO # 7

Se redlizd un aislamiento previo, mediante el uso de
agar SS. A 37°c por 24 horas. Luego del mismo, se

procedié a realizar la siembra en Agar Muller Hinton
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y a la colocacién de los discos de antibidticos. En

este caso se utilizaron:

ANTIBIOTICO CONCENTRACION
Penicilina 2 unidades
Cloranfenicol sSmcgr.
Nitrofuranioina 100 mcgr.
Tetraciclina smcgr.

Pruebas de Dosis Minima Inhibitoria {MIC) con coliformes

tolales:

Se redlizaron 4 pruebas de dosis minima inhibitoria (MIC),
con el uso de 5 tubos para cada prueba. Para las primeras
3 pruebas, todos los tubos contenian 10 mi. De caldo
nutritivo. Para la prueba # 4, los tubos contenian 10 ml. de
agua de mar autoclavada. Para cada prueba se hizo und

réplica respectiva.

Para el aislamienio de coliformes totales se utilizo caldo
endo, mediante la técnica de membrana filtrante. Luego
de la siembra, cada grupo se incubd por 24 horas a 37°c.
Se redlizd entonces una observaciéon a simple vista para la
demostracion de turbidez; y para mayor precisién, se utilizd
especirofotometria con taretas de Turbidez y de nimero

de coliformes totales.




29

MIC # Tipo de siembra Concentracién

1 directamente de una colo-  80mg/I, 200mg/!

nia cultivada en caldo Endo  400mg/I, 400mg/|
2 directamente de una colo-  80mg/l, 200mg/|
niacultivada caldo Endo 400mg/l, 600mg/I

3 enriquecimiento en caldo nu  80mg/l, 200mg/!
tritivo, 1ml. se siembra en 9ml. 400mg/l, 400mg/l
del mismo medio.

4 una colonia cultivada en cal- 80mg/l, 200mg/I
endo seinoculaen 10 mlde  400mg/l, 600mg/|
agua de mar autociavada.

5.5. Bioensayos realizados con extracto obtenido por infusidon

Se redlizaron un total de 4 bioensayos, para los dos

primeros bioensayos se utilizd la solucién del estracto de

semiflas {infusidn), vy para los dos bioensayos restantes, se

utilizé la solucién preparada con los cristales quimicamente

PUros.
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Bioensayo # 1:

Para este bicensayo se ulilizaron portdarvas (PL6)
provenientes de un laboratorio de la zona de la Peninsula.
Las postlarvas presentaban necrosis y la enfermedad

conocida como "grumos”.

Se hicieron dos grupos de 20 post-larvas cada uno, los
mismos que fueron colocados en 2 fiolas con 800mi. de
agua de mar autoclavada y una réplica respectiva para
cada grupo. En las dos fiolas se colocd un susfrato de
piedra-grava que habia sido previomente esterilizado en la

estufa a 160°c por 2 horas.

El grupo # 1, y su réplica fueron tratados con una dosis de
4ml. de extracto de semilla en una concentracion inicial de

15% cada 12 horas durante 5 dias.

El grupo # 2, y su réplica se mantuvieron con testigo.
Durante este periodo de tiempo se alimentaron los dos

grupos con artemia eclosionada y congelada.

Se redlizaron recambios de agua del 20% diarios y se

mantuvo la aereacion.
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Bioensayo #2

Este bioensayo se realizd con post-larva (PL11), obtenidas
de un laboratorio de la zona de la Peninsula. Las mismas
gue fueron Infectadas mediante inoculacidén con un

cultivo de coliformes totales desarrollados en caldo endo.

Se ufilizaron dos fiolas con 800 ml. de agua de mar
autoclavada, que contenian 20 Pl cada una. Como
sustrato se utilizd piedra grava esterilizada en la estufa a
160°c por 2 horas.

Una de las fiolas (grupo # 1) vy su réplica se dosificaron con
2 ml. de estracto de semilla al 10% cada 12 horas, durante

3 dias. Se mantuvo un recambio de agua del 20% diario.

Bioensayos con cristales quimicamente puros

Bioensayo # 3

Mediante este bioensayo se quiso determinar la efecacia
del antibidtico en relacién con el tiempo transcurido
desde la infeccién. Para ello se infectaron 3 fiolas, que se
encontraban en las mismas condiciones, con 0.5ml de un

culfivo de coliformes totales.

Se utilizaron posi-larva (PL10}, de un laboratorio de la zona
de la Peninsula. Las post-larvas proveniaon de hembras
silvestres.  Se permitié que las larvas se aclimataran vy
alimentaran durante 24 horas antes de comenzar el

bicensayo.
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Para el bicensayo se utilizé agua de mar autoclavada,
piedra grava; previamene esterilizada en la estufa a 160°c
por 2 horas, y aereacidn. Las larvas fueron entonces,
colocadas en tres ficlas en grupos de 20 cada uno. Las
fiolas F1, F2, F3, fueron infectadas con coliformes fotales
al mismo tiempo { hora 0 ). Una hora después, (hora 1}, en
F1, se realizé un conteo de coliformes fotales mediante la
tecnica de la membrana filtrante, y se aplicé una dosis de

antibidtico.

Doce horas después de la infeccion, (hora 12 ), s& hizo un
conteo de coliformes mediante la técnica de Ia
membrana filirante en F2 vy se aplicd la dosis de antibidtico

correspondienie.

Luego de 24 horas desde la infeccion, (hora 24), se hizo un
contec mediante la técnica de la membrana filtrante en
todas las fiolas { F1, F2, F3 } y se aplicd la primera dosis de

antibidtico en F3.

A las 48 horas desde la infeccidn, [(hora 48), se hizo un
conteo de colformes mediante la técnica de la

membrana filtrante en F3.

Durante el tiempo que durd el bioensayo, se tomd el pH y
la temperatura cada 12 horas. Luego de lo cudl se sacd

un promedio de los dos parametros en F1, F2, y en F3.
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Ademds, al terminar el bioensayo se sacéd la sobrevivencia

obtenida en cada fiola.

Bicensayo #4

Para este bioensayo se utilizaron posi-larvas ( PL 9 ), del
laboratorio "Imbicsa” de la zona de la Peninsula. Los PL

provenian de hembras silvestres de la la zona de Jama.

Antes de comenzar el biocensayo, y debido al stress
ocasionado por el manipuleo del transporte; se
aclimataron y alimentaron las larvas con artemia fresca

durante 24 horas.

Se trabajé con dos fiolas que contenian 20 PL en 800 ml. de
agua de mar previomente autoclavada vy sus respectivas
réplicas. Como sustrato se utilizd piedra-grava esterilizada
mediante calor en la estufa a 160° por 2 horas. Durante el

bioensayo se mantuvo la aereacion.

Las fiolas fueron inoculadas con 0,5 ml. de un cultivo de
coliformes totales desarrollados en caldo endo durante 24
horas a 37 °c y eriquecido en caldo nutritivo.

Luego de 1 hora de infeccidon, se verificd el nimero de
unidades formadoras de colonias (ufc), en las dos fiolas y
en sus réplicas mediante cultivos realizados con la técnica

de filtro de membrana.
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Se procedid a apllicar la primera dosis { dosis doble} de
antibidtico quimicamente puro a la fiola # 1 y a su réplica.
Transcurridoas 5 horas desde la infeccidn, se realizé una
nueva aplicacion de antibidtico {dosis simple}, en la fiola #

1y ensuréplica.

A las 15 horas desde la infeccién, se realizd una nueva
aplicaciéon de antibidtico en la fiola # 1 y en su réplica.
Se hicieron dos aplicaciones mds en la fiola # 1.

Transcurridas 25 y 35 horas desde la infeccién.

Este procedimiento se continud por espacio de 48 horas,
completando asi la aplicacién de 3 dosis mdas; aplicadas

cada 12 horas.

Duranie este tiempo, se suspendié la alimentacion para
aumentar el stress y de esta manera crear condiciones
criticas que no favorecian a las “defensas naturales” de los
animales y se hizo un seguimiento del comportamiento de

las larvas.

Descipcién de equipos utilizados

Se enumerardn a continuaciéon los materiales y equipos

utilizados durante esta investigacion:

Acuarios Cajas petri

Bombas de doble salida Discos de antibidticos
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Mangueras Microscopio
Cultivos de artemia espectrofofdometro
Medios de cultivo Balanza de precision
pH-metro Estereoscopio

Estufa Incubadora
Autoclave Termdémetro

Filtros de membrana Bomba al vacio

Material de vidrio

Medios de cultivo ulilizados:

Se ulllizan medios especiales o enrriquecidos, que se
preparan enrriqueciendo caldos o agares simples con la
adicibn de carbohidratos, sangre, suero sanguineo,
caseina digerida, extracto de levadura u olfras sustancias

nutritivas especiales.

Medios diferenciales y selectivos.- Los medios diferenciales
son aquellos que ponen de manifiesto las diferencias,
cuando se inicia el desarrollo enire aquellos organismos

que se quiere estudiar y otros gérmenes que pueda haber.

Los medios selectivos son aquellos que tfienen sustancias
guimicas o colorantes de efecto inhibidor sobre el
desarrollo de ciertas bacterias, favoreciendo el desarrollo

de otras bacterias especificas para ese medio.
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-Agar Muller Hinton.- Se utiliza para el aislamiento de
gonococos 'y meningococos en  cultivos primarios vy
determinacién de sensibiidad de bacterias frente a

antibidticos y sulfamidas.

-Agar MacConkey.- Se uliliza para aislamiento de

Salmonellas, Shigeilas y bacterias Coliformes.

-Caldo Endo.- Se utiliza para el recuento de bacterias

coliformes en materiales liquidos.

-Caldo EC. .- Este caldo se ullliza para la identificacion
selectiva de bacterias coliformes en agua, leche vy

productos alimenticios.

-Caldo Infusion Cerebro Corazén.- Se utliliza para cultivo

de microorganismos exigentes.

-Caldo nutitivo estandar Il .- Es un medio de cultivo para
gérmenes poco exigentes y preparacién de medio de

cultivo especiales.

- Agar Cetrimide.- Este medio se utiliza para el aislamiento
e idenfificacién de Pseudomonas aeruginosas ( culivo

selectivo para Pseudomonas ).

- Agar Thiosulfato, Citrato, Sales Biliares, Sucrosa (TCBS).-
Se trata de un medio selectivo para el cultivo y aislamiento

de las diferentes especies de vibrios.
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6.1 Cantidad del principio activo (g) obtenida en las
extracciones
Se rediizaron 15 exiracciones para la obtencion del
principio activo a partir de las semillas y las inflorecencias.
La cantidad de santonina obtenida en cada extraccion
varié de la siguiente manera:
N° peso de semillas peso de principio (%)
actlivo (g}
] 10 0.21 2.1
2 10 0.19 1.9
3 10 0.65 6.5
4 10 0.54 5.4
5 10 0.54 5.4
6 10 0.52 5.2
7 10 0.45 4.5
8 10 0.46 4.6
? 10 0.44 4.4
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[} 10 . 0.32 3.2
12 10 0.30 3.0
13 10 0.25 2.5
14 10 0.21 2.1
15 10 0.23 2.3

El promedio de las extracciones del princpio activo fue de
5.5%, es decir que por cada 10 g de semillas se obtiene
0.55 g del principio activo.

6.2. Datos de zonas de inhibicidn para antibiogramas con

extracto obtenido por infusidn

4.2.1.Para coliformes totales con agua de un laboratorio

Grupo # 1

N° Extracto Procedencia del agua Concentracién Inhibicidn 24 hrs

1.1 semilias reservorio 1% 10.2mm.
1.2 semillas larvicultura 1% 11.0mm.
2.1 hojas reservorio 1% 8.0mm.
2.2 hojas farvicultura 1% 2.0mmm.
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NOTA:
Todos los halos obtenidos presentaban limites difusos,
es decir el limite entre la zona de crecimienio y la

zona de inhibicidn no estaba claramente definido.

6.2.2, Para coliformes totales, concentraciones al 2, 5 y

10%
N°  Conc. Zona de inhibicidn observaciones
(%) éhrs 12 hrs 24 hrs

] 2 ND No habia crecimiento
notorio.

] 2 _ Ausencia de halos.

] 2 _ Ausencia de halos.

2 5 ND No habia crecimiento
notorio.

2 5 8 Halo bastante regular,

2 5 _ Halo relleno.

3 10 ND No habia crecimiento
notorio.

3 10 7 Halo con bordes difusos.

3 10 Halo relleno

{(Bacteriostatico).
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6.2.3. Para bacterias especificas

Grupo # 2

Antibiogramas para Salmonellas y Shigellas:

N°  extracto concentracién Inhibicidon en 24 hrs.  Forma de zona

(%) {mm) de inhibicidn
] semillas 1 5.3 difuso
2 semiflas 2 5.4 difuso
3 semillas 5 5.4  bastante uniforme
4 semillas 10 6.1  bastante uniforme
Grupo # 3

Antibiogrma para Vibrios:

Ninguna de las pruebas realizadas, { 1; 2, 3 ), obtuvo
resultados positivos en la formaciéon de una zona de
inhibicién. En todos los ensayos se obtuvo un crecimiento

bastante uniforme en toda la caja petri.

Grupo # 4
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Antibiograma para Pseudomonas:

extracto concentracién inhibicidn en 24 hrs forma de zona

(%) {mm) de inhibicion
semillas 1 -- -
2 semillas 2 - --
3 semillas 5 7 +/ uniforme
4 semillas 10 7 +/- uniforme
NOTA:

El medio de cultivo presentd agrietamiento.

6.3. Datos de zonas de inhibicién para pruebas cuaniitativas de

antibiogramas.

6.3.1. Para coliformes totales, concentraciones al 2, 5§ y
10%.

Grupo #5

conc.(%} zona de inhibicién observaciones
ébhrs 12hrs  24hrs

2 ND No habia crecimiento notorio.
2 R Halo no definido.
2 6 Relleno debido a efecto bacte-
riostatico.
5 ND ' No habia crecimiento notorio.
14 Halo bastante uniforme.

5 7 Relleno debido a efecto bacte
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riostdtico.
3 10 ND No habia crecimiento notorio.
10 17 Halo con bordes difusos.
3 10 11 Halo difuso y relleno

(efecto bacteriostdtico)

Para coliformes totales, concentraciones al 2, 5 y

10%
Grupo # 6
N®  Conc. Zona de inhibicion Observaciones
(%) éhrs. 12hrs. 24hrs.

1 2 ND No habia crecimiento
notorio.

] 2 10 Halo difuso.

1 2 6 rellenado debido a efecto
bacteriostatico

2 5 ND No habia crecimiento
notorio.

2 5 15 Halo bastante regular.

2 5 5 Rellenado debido a efecto
bacteriostdtico.

3 10 ND No habia crecimiento

notorio.
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10 15 Halo con bordes difusos.

10 7 Halo difuso y rellenado

{efecto bacteriostatico)

Grupo #7

6.3.2. Para Salmonellas y Shiguellas utilizando antidbicos

convencionales.

Se utilizaron los Siguientes anftibidticos:

ANTIBIOTICO CONCENTRACION
Penicilina 2 unidades
Cloranfenicol 5 mcagr.
Nitrofurantoina 100 mcgr.
Tetraciclina S mecgr.

Luego de 12 horas, se habia formado un halo, pero
transcurridas 24 horas, el halo se habia rellenado

dejando un espacio de 7mm aproximadamente.

6.4. Datos oblenidos de las pruebas de (MIC) con coliformes

totales
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Para estas pruebas, los resultados se basaron en
especirofotometria. Se hicieron mediciones de
coliformes totales y de turbidez mediante la técnica de

Cunnigram y Timothy (3).

Medicion de coliformes totales Medicion de Turbidez
Concentraciones (%) Conceniraciones (%)
Mic # 0 2 5 10 15 0 2 5 10 15

] 4.6 256 12 33 12 52 35 25 50 25

2 41 30 25 22 18 40 35 40 25 30
3 58 _ 52 50 438 83 _ 79 75 75
4 0.3 - 6.1 01 00 05 - 01 02 00

6.5. Datos de bioensayos realizados con exiracto obtenido por

infusion

Bioensayo # 1

Luego de cinco dias de fratamiento, €l grupo # 1, larvas
que recibieron el tfratamiento, aparecian mds activas y se
estaban alimentando. Al microscopio se observd la
presencia de zonas necréticas y el hepatopdncreas
ligeramente hinchado. Se hizo un seguimienio de las larvas
durante un mes y éstas, a pesar de presentar la infeccidn,
se mantenian activas; las larvas seguian alimentdndose,

pero su crecimiento habia disminuido.
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Mientras en el grupo # 2, grupo testigo, las larvas
presentaron sinfomas mucho mdés marcados y hubo dalta

mortalidad.

Bioensayo # 2

Luego de los 3 dias de tratamiento, algunos de los primeros
sinftomas que aparentemente se presenta en la
enfermedad de los grumos; hepatopdncreas hinchado y
focos necroticos, retardaron su aparicion por 2 dias
aproximadamente. Con la diferencia que, después de la
aparicién de los mismos, las larvas se mantuvieron activas y

adlimentdndose.

Este cuadro se mantuvo estable por 15 dias
aproximadamente, luego de los cuales la enfermedad se

presentd francamente.

6.6. Datos de bioensayos realizados con cristales
quimicamente puros
Bioensayo # 3
Hora Fiola # 1 Fiola # 2 Fiola # 3
1 101 TNTC
102 TNTC

12

Aplicaciéon de dosis

101 TNTC
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102TNTC
Aplicacion de dosis
24 1.48 x 10 9col/100mi 1.0 X 10 5col/100mi TNTC
1.5 x 10 5col/100mt 1.0 x10 3 col/100m! TNTC
Aplicacion dosis
48 1.8x10°col/ml
1.9x105col/mi
Ph 8.3 8.4 8.4
Temp °c 26 26 26
Sob. (%) 85 100 ?5
Donde TNTC (" too numerous to count ") muy numeroso
para contar.
Durante el tratamiento las larvas se mantuvieron activas y
no se observd sinftomas indicadores de toxicidad debido a
la aplicacién del antibidtico.
Bioensayo # 4
Hora Fiola # 1 Fiola # 2
1 10V TNTC 10 1INTC
10 2TNTC 10 2TNTC
103 3.1 X 10 7 cot y100m1 1033.4 X 107 col 1100mi
lera Dosis de antibidtico
5 2 da Dosis de antibidtico
12 10 11.42 x 10 5ot/ 100mt 101 TNTC
1021.40 x 10 S col/ 100mi 102 TNTC

103 O cot/ 100ml 10325x 107 cot/ 100 mi
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15
25
35
48

104 0 colf 100mt 1042.3x107 cor/100mi
3era Dosis de antibidtico
4io Dosis de antibidtico

510 Dosis de antibidlico

101 TNTC 101 INTC

1022.0x 105 10 2TNTC

1032.0x105 1033.1 x 107 cot/ 100 mi
104 1043.0 x 107 col/ 100 ml

Al finalizar el bioensayo, las larvas de la fiola # 2 mostraron
letargia marcada y pequefos focos necrélicos a nivel de

los pledpodos y de la zona bucal.

La fiola # 1 presentd letargia, pero no habia focos
necréticos.  Los sintomas de letargia en las larvas se
debieron en parte a la falta de alimentacion y al “stress”,
sin embargo, la fiola # 1 no presesntd focos necréticos vy al
terminar el bioensayo, se alimentaron normalmente. En
cambio, al ser alimentadas las larvas de la fiola # 2, los

sinfomas de anorexia se mantuvieron.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

1.-Conclusiones referentes d la extraccion del principio activo :

a.-

El promedio del peso (g) extraido de 10 g de semillas es de 0.55

g, es decir, 5.5%.

Dicha cantidad { 5.5 % ), es mayor que la expresada en la
literatura investigada. El MEDICAMENTA especificamente hace
referencia a un 2.5% de cristales de santonina obtenidos de 10 g

de semillas.

Esta diferencia puede deberse a que la Farmacologia Francesa y

el medicamenta se refieren a Aremisa cina y a Arfemisa

maritima , mientras que nosotros frabajamos con una planta de

la misma familia que se localizé en la costa de la provincia del

Guayas { Bidens leucantha ).

En las dos primeras extracciones los aqzucares, que se
encontraban  formando glicidos no fueron fotalmente
eliminados mediante el ataque con dacido clorhidrico . El Paso #

6 de la exiraccidon del principio activo, que se describd
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anteriormente, no se habia seguido correctamente. Es
importante afadir el dcido hasta que la muestra adgquiera un pH

figaramente acido vy se vuelva incolora.

e~ Los cristales, obtenidos quimicamente, son mas estables en su
comportamiento y efectividad que el exiracto obtenido

mediante infusidn de semilias.

f.- Los cristales mantienen mejor su efectividad a través del tiempo,

qgue el extracto obtenido mediante infusién de semillas.

g.- Para mantener el efecto antibidtico de los cristales es necesario

conservarlos en recipientes oscuros, como frascos ambar.

2.- Conclusiones referentes a su efecto:

El antibidtico estudiado mostré mejor efecto de inhibicidn sobre

coliformes totales.

De acuerdo al Manual de Bergey { Bergey's Manual ), se citardn
algunas de las cardcteristicas distintivas del grupo: Bacilos Gram-
negativos, en el cual se encuentran los coliformes; grupo sobre el cual

la santonina mostré efectos significativos.

BACILOS GRAM-NEGATIVOS ANAEROBIOS FACULTATIVOS:

Muchas de las Bacterias mds comunes pertenecen a este grupo y gran

numero de ellas son morfoldgicamente iguales, por lo que es necesario
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recurrir a pruebas bioquimias, fisioldgicas y/o serologicas para la

identificacion de especies.

Una de las especies de bacterias mds ampliamente estudiadas de esta
agrupo es Echetichia coli; que se caracteriza por se un habitante normal
del tracto intestinal del hombre y de otfros animales. Segun Ingram
(Mossel 1.78 } un micro-organismo indice es aguel cuya presencia
implica la posible presencia de un germen patdgeno y un micro-
organismo indicador es aquel cuyos recuenios en un determinado
producto refleja el éxito ¢ el fracaso de la aplicacién de las buenas
practicas de manufactura. Como representante del grupo indice seria
E. Coli biotipo 1, y del grupo indicador el mas utilizado es el grupo de

coliformes.

Las bacterias pertenecientes a este grupo ( bacilos gram-negativos
anaerobios facultativos), son responsables de muchas infecciones del
fracto intestinal en humanos y ofros animales. Su presencia en los
laboratorios de larvas, a pesar de no ser bacterias halofilas [ gque
necesitas de un medio salino), es continua vy aunque no se han
reportado casos de infecciones severas que causen mortalidades de
larvas; si hay un debilitamiento de los animales de deben utilizar su
energia, la cual normalmente estaria destinada a su crecimiento y
normal desarrollo, para superar dichas infecciones. De esta manera, la
larva deilitada se presenta mucho mds vulnerable y sensible a otras

infecciones que podrian causar mortalidades considerables.

Algunas de las especies pertenecientes a este grupo son:
Shigella sp; Yersenia pestis, Vibrio colerae, Salmonella sp; Eerwinia sp;

entre ofras.
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Caracteristicas del grupo:

Morfologia celular:

- Bacilos cortos { 0,5-1,0 x 1,0 - 3.0 micromeiros)

- Considerable similitud entre los faxones.

- Las células mévilles son periticas, o no son moviles.

- Anaercbias facultativas.

- Gram-negativas.

- La principal informacién para su identificacion es
a través de los cambios quimicos en sustraios que

produce cada uno de sus infegrantes.

Habitaf:

Ambientes acudticos, suelos, alimentos, orina, heces.

3.-Conclusidones referentes a su aplicacion:

En antibidtico extraido de la planta Bidens leucantha , debido a que

demostré su mayor efectividad en Coliformes Totales, deberia usarse
cuando las larvas estan afectadas por problemas menores : s observa
poco crecimientio, letargia, leve anorexia, y por medio de un andlisis se
comprueba ia presencia de un considerable nUmero de colonias de
Coliformes. Todos estos sintomas estarian debilitando las larvas y al
mismo tiempo, las hace mds vulnerables a infecciones que podrian
ocasionar grandes mortalidades. En estos casos, de alias mortalidades,

el uso de antibidticos se convierte en un arma de dificil manejo:
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Por lo general no hay el tiempo necesario para hacer un MIC

para determinar la dosis apropiada.

La dosis utiizada puede entonces, ser menor de lo que se
necesita; o que ocasionaria resistencia y con ella, en muchos

casos encubrimiento de los verdaderos sinftomas de la infeccidén.

La dosis utilizada puede estar por encima de las dosis minima
inhibitoria, lo gue no siempre seria un problema, pero podria
ocasionar larvas de bajo crecimiento y matl rendimiento al ser

trasladadas a medios naturales, como son fas camaroneras.

Los sinfomas anteriores se agravarian, si la dosis utilizada se
acerca a los niveles téxicos. Por lo que en los laboratorios, lo
ideal seria limitar el uso de antibidticos al minimo, para obtener
larvas que resistan el gran cambio gue se da del medio en que
se desarrollan en el laboratorio v el medio existente en las
camaroneras, en donde la larva de laboratorio muchas veces se

encuenira en desventaja frente a la larva silvesire.

Conclusidon referente a dosis terapéutica:

El anfibidtico en estudio, de acuerdo a los antfibiogramas y a los MIC

realizados, alcanza su mdaximo efecto a las 12 horas aproximadamente

y éste se mantiene por 10 horas mds aproximadamente; esto es lo que

ocurre en los medios de cultivo, sin embargo este comportamiento

puede variar grandemente en los medios naturales. Para mantener

una linea terapéutica constante y debido a que, de acuerdo a las

pruebas realizadas no hay peligro por dosis téxica; lo recomendable
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seria addministrar una dosis inicial doble para que alcance el maximo
efecto en menor tiempo (aproximadamente la mitad del tiempo | vy
luego una segunda dosis 4 horas despues, para continuar con 3
aplicaciones, una cada 10 horas. Con lo que se completaria un

tratamiento de 48 horas ( grdafico pag. 62).

Es imporfante mantener constantes los intervalos entre las aplicaciones
del antibidtico, para no dejar espacios de ftiempo en que el antibidtico
pudiera disminuir su efectividad, ya que de esta forma estariamos

creando resistencia.
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RECOMENDACIONES

1.-  Este antibidtico deberia de considerarse como no especifico, es

decir de amplio espectro.

2.~ Esimportante hacer estudios de la facilidad que tiene para crear
resistencia.
3.- Se recomienda hacer un estudio de su comporiamienio al ser

utilizado conjuntamente con otfros antibidticos convencionales,

para determinar si hay efectos de simergismo o de antagonismo.

4.-  Hacer un estudio del efecto acumulativo de esta droga a largo

plazo.



ANTIBIOGRAMA POR EL. METODO DE DIFUSION EN AGAR

En la imagen de la izquierda se muestra una vista general de una
placa con crecimiento bacteriano y con seis discos de antibidticos. La
zona de color claro que ocupa la mayor parte de la placa es el
crecimiento bacteriano en las zonas no inhibidas. Los circulos negros
que rodean a cinco de los seis discos marcan las zonas en que l0s
respectivos antibiéticos han inhibido, con mayor o menor eficacia, el
crecimiento del microorganismo a estudio. El sexto disco (AM-10) no
tiene a su alrededor halo de inhibicidén lo que indica la resistencia del
microorganismo a ese antibidtico.

La foto de la derecha, puede verse ademas, con gran claridad, la
especial disminucién de la intensidad de crecimiento del
microorganismo en la zona interior del halo de inhibicion del disco de
CTX-30, debido probablemente a la aparicién de mutantes resistentes
de dicho microorganismo capaces de soportar en mayor medida que el
resto el efecto inhibitorio del antibiotico.
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Se puede observar la planta adulta completa
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Inflorecencias
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Inflorecencias secas y semillas
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