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RESUMEN

El berro (Nasturtium officinale) es una planta que se utiliza en la medicina
tradicional para distintas enfermedades como son enfermedades de las vias
respiratorias altas, dolores menstruales, hipoglucemiante y antimicrobiano. En este
trabajo se evalué por primera vez la actividad antibacteriana de los extractos
acuosos, fraccion sin pigmentos, pigmentos acetonicos y alcohdlicos de las hojas
de Berro, contra bacterias ATCC. Se analiz6 la capacidad antimicrobiana de los
desinfectantes mas utilizados, uno a base de plata ionizada y cloro donde por
medio de un cultivo y tincion de Gram observamos que el cloro es mas eficiente

para eliminar microorganismos.

Empleando la técnica de difusion en disco, se encontr6 que la concentracion
inhibitoria minima (CIM) del extracto acuoso para E. coli ATCC 25922 y S. aureus
ATCC 27543 fue de 0.1425 mg/ml. La fraccion sin pigmentos no presentd efecto
inhibitorio contra las bacterias analizadas. Los pigmentos acetdnicos presentaron
inhibicién contra ETEC S/N, E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 con una
CIM de 1 mg/ml, mientras que para E. coli ATCC 27543, S. sonnei S/N, P.
aeruginosa ATCC 27853, B. cereus ATCC 14579 y S. aureus ATCC 25743
presentaron una CIM de 0.5 mg/ml. Los pigmentos alcohdlicos tuvieron una CIM
de 1 mg/ml contra S. aureus ATTC 25923 y S. aureus ATCC 27543, B. cereus
ATCC 14579, L. monocytogenes ATCC 7644 y P. aeruginosa ATCC 27853 con
una CIM de 0.5 mg/ml.

También se analizd la capacidad bactericida y bacteriostatica, de los diferentes
extractos donde se observé que estos presentan la capacidad bactericida contra
todas las bacterias con excepcion de P. aeruginosa ATCC 27859 y B. cereus

ATCC 14579. En estas dos Ultimas se observé una actividad bacteriostatica.

Palabras claves: Berro, Nasturtium officinale, Bacterias, bacteriostatico,

bactericida, antimicrobiano.
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ABSTRACT

Watercress (Nasturtium officinale) is a plant used in traditional medicine for various
diseases such as upper respiratory tract infections, menstrual cramps, as

hypoglycemic and also as an antimicrobial remedy.

In this bachelor thesis the antibacterial activity of different extracts was evaluated

for the first time.

The extracts included: aqueous, fraction without pigments and pigments from the
acetone and alcoholic extractions. Also the efficiency of two disinfectants was
analyzed. One based on ionized silver and the othe one was chlorine. The
efficiency was proven through bacterial culture and Gram staining, chlorine is more

efficient to eliminate microorganism present in the watercress.

Using the disk diffusion technique, the minimum inhibitory concentration (MIC) of
agueous extract for E. coli ATCC 25922 and S. aureus ATCC 27543 was of 0.1425
mg/ml. The fraction without pigments did not show inhibitory effect against the
bacteria analyzed. The acetone pigments exhibited inhibition against ETEC S/N, E.
coli ATCC 25922 and S. aureus ATCC 25923 with a MIC of a 1 mg/ml , while for E.
coli ATCC 27543, S. sonnei S/N, P. aeruginosa ATCC 27853, B. cereus ATCC
14579 and S. aureus ATCC 25743 had a MIC of 0.5 mg/ml. Alcoholics pigments
had an MIC of 1 mg/m against S. aureus ATCC 25923 and S. aureus ATCC
27543, B. cereus ATCC 14579, L. monocytogenes ATCC 7644 and P. aeruginosa
ATCC 27853 with a MIC of 0.5 mg/ml.

Bactericidal and bacteriostatic capacity of different extracts were analyzed, it was
observed that these contain the bactericidal against all bacteria except P.
aeruginosa ATCC 27859 and B. cereus ATCC 14579 were a bacteriostatic activity

was observed.

Keywords: Watercress, Nasturtium officinale bacteria, bacteriostatic, bactericidal
antimicrobial.
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[.-INTRODUCCION

1. Principales Enfermedades en México

En México los dafios a la salud tienen una problematica muy seria y significativa,
tanto de morbilidad como mortalidad, presentando una transicion epidemioldgica
caracterizada por un predominio mayor de enfermedades no trasmisibles y
lesiones, el 11% se deben a lesiones accidentales e intencionales y 73% a
padecimientos no transmisibles, como Ila diabetes, los problemas
cardiovasculares, el cancer y obesidad, las enfermedades del primer mundo como
lo muestra el panorama epidemiolégico estatal, asi como otras enfermedades de
tercer mundo representadas por infecciones respiratorias agudas, desnutricion y
enfermedades gastrointestinales (I.S.E.M, 2006; P.N.S, 2007-2012).

En la actualidad la mortalidad en menores de 1 afio ha ido disminuyendo mas del
30%, hasta alcanzar cifras de 188 en 1000 nifios menores de un afio. Entre los
factores asociados a la reduccion de esta mortalidad destacan la mejor educacion
de las madres, la creciente disponibilidad intra-domiciliara del agua potable, altas
tasas de vacunacién, mejor nutricibn, una mejor atencién médica oportuna y de
calidad, sobre todo a servicios que modifican el curso de las infecciones
respiratorias y las diarreicas, teniendo en cuenta que los problemas de salud de
este tipo son las brechas que existen entre los estados y areas mas desarrolladas
y las zonas marginadas. En la etapa preescolar una vez pasando el primer afio de
vida, las tasas de mortalidad disminuyen de manera muy importante, las muertes
gue se presentan en las nifias y nifios de 1 a 4 afios de edad se deben sobre todo
a infecciones, problemas de nutricién y lesiones. Alrededor de 24% de las muertes
en este grupo de edad se deben a infecciones intestinales, infecciones
respiratorias, nutricion deficiente y anemia, el 17% de los decesos se deben a
lesiones accidentales (accidentes de transito, ahogamiento, caidas accidentales,
intoxicacién accidental, y exposicion al fuego y humo) y homicidios. En la etapa

escolar (5 a 14 afios) la tasa de mortalidad general disminuyo todavia mas (30.6
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muertes por 100,000 habitantes) las muertes entre ellos se deben de manera muy
importante a accidentes de transito, ahogamiento, homicidios, suicidios y caidas
accidentales produciendo el 26% de muertes y siendo otra causa importante de
defuncion son las leucemias. En etapa de edad productiva (15 a 64 afios) las
principales causas de muerte en este periodo son la diabetes, las enfermedades
cronicas del higado, las enfermedades isquémicas del corazon, los accidentes y
lesiones, asi como ciertos tumores malignos (mama, cuello del utero, pulmén,
estbmago). Aqui hace aparicion el VIH/SIDA como cuarta causa de defuncidn
mayormente en hombres de 25 a 34 afios. En adultos mayores después de los 65
afnos de edad la tasa de mortalidad se incrementa de manera importante (4,697
por 100,000 habitantes). En esta etapa las muertes se deben sobre todo a
diabetes, enfermedades isquémicas del corazén, enfermedades cerebro- vascular,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), enfermedades hipertensivas y
tumores. (INMUJERES / UNIFEM, 2000-2006; P.N.S, 2007-2012; I.S.E.M. 2006).

1.1 Enfermedades Gastrointestinales

Las enfermedades gastrointestinales en México ocupan uno de los primeros
lugares como causa de morbilidad en poblacion menor de cinco afios de edad,
generando el 20% de la demanda de consulta en los servicios de salud y el 10%
de las hospitalizaciones pediatricas. Este grupo de edad presenta entre 2 y 4
episodios diarreicos al afio. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
cada afio, se producen unos dos mil millones de casos de diarrea en todo el
mundo. Las enfermedades diarreicas son una causa principal de morbilidad,
mortalidad y ademas un factor importante de desnutricion en la nifiez; y por lo
general son consecuencias de la exposicion a alimentos 0 agua contaminados. En
todo el mundo, alrededor de mil millones de personas carecen de acceso a
fuentes de agua mejoradas y unos 2 500 millones no tienen acceso a instalaciones
basicas de saneamiento. Los problemas gastrointestinales causados por agentes
virales y bacterianos es frecuente en paises en desarrollo, los nifios menores de
tres afios padecen en promedio 3.3 episodios de diarrea al afio, pero en algunas

areas el promedio sobrepasa los 9 episodios al afio. La morbilidad con diarrea en

Gerardo Madrigal Murillo 18



estos nifilos representan cerca de un 15% de sus dias, cerca de un 80% de las
muertes por diarrea ocurren en los menores de 2 afos y del total de todas las
defunciones, el 18% se relacionan a la diarrea con deshidratacion (ENSANUT,
2012; Hernandez Cortez et al., 2011; SSA, 2012).

Las enfermedades gastrointestinales infecciosas son causada por bacterias
(principalmente Escherichia coli, Salmonella sp. y Shigella sp.), parasitos (Giardia
lamblia y amibas), y virus (Rotavirus y virus Norwalk) al consumir alimentos y agua
contaminados con material fecal. Las infecciones agudas de tracto gastrointestinal
figuran entre las enfermedades infecciosas mas frecuentes, los cuadros
gastrointestinales pueden presentarse en cualquier época de afio, pero el riesgo
de sufrir estas enfermedades se incrementa en la temporada de calor. Las
manifestaciones clinicas mas destacadas de la gastroenteritis son: fiebre, vomito,
dolor abdominal y diarrea moderada o intensa. A pesar de que Su mayor
incidencia se presenta en personas de 20 a 40 afos, los nifios y personas de
tercera edad son los que suelen sufrir sus efectos fulminantes, debido a la
excesiva pérdida de electrolitos que aflige al cuerpo durante la enfermedad y que
puede causar una deshidratacion grave. En México, un estudio gubernamental
realizado en el 2003 reporto 4,556 decesos causados por infecciones intestinales.
En 2001, la Secretaria de Salud (SSA) informo que las enfermedades
gastrointestinales, ocasionadas por bacterias 0 parasitos, ocupaban la
decimocuarta causa de fallecimientos a nivel nacional, y que los estados con
mayor incidencia eran: Chiapas, Coahuila, Jalisco, Michoacan, Guerrero y
Oaxaca. De acuerdo con estadisticas del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), las infecciones como gastroenteritis, salmonelosis, tifoidea, cllera y

rotavirosis representan un severo problema de salud publica para nuestro pais.

De acuerdo a la etiologia que causas problemas gastrointestinales son las
siguientes (Hernandez Cortez et al., 2011; SSA, 2012):

» Bacterianas: Campylobacter jejuni, Cryptosporidium sp, Escherichia coli

enterotoxigénica (ECET), Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI), Escherichia coli
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enteropatdogena (ECEP), Escherichia coli hemorragica (ECEH), Salmonellae sp,
Shigellae sp, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica.
* Virales: Adenovirus entéricos, Astrovirus, Calcivirus, Rotavirus, Virus Norwalk.

+ Parasitarias: Entamoeba histolytica y Giardia lamblia.

1.2 Farmacos y efectos secundarios

Desde el descubrimiento de tratamientos de enfermedades infecciosas, ha sido el
comienzo de una nueva etapa que revoluciono al mundo, desde que detectaron
los efectos curativos del colorante rojo de prontosil en 1935. El descubrimiento de
la penicilina realizado por Fleming en 1929 y Florey en 1940 respectivamente,
hasta la actualidad. El conocimiento actual sobre los medicamentos, hace esperar
gque cada vez mas los nuevos antimicrobianos sean sustancias puramente
sintéticas con gran especificidad por un sitio de accién precisamente elegido y con
una adecuada resistencia a la inactivacion de resistencia antibidtica. Los
antimicrobianos son moléculas naturales (producida por un organismo vivo, hongo
o bacteria), sintética o semisintética, capaz de inducir la muerte o la detencién del
crecimiento de bacterias, virus y hongos. Los antibiéticos constituyen un grupo
heterogéneo de sustancias con diferentes comportamientos farmacocinéticos y
farmacodinamicos, ejerciendo una accion especifica sobre algunas estructuras o
funcién fisiolégica del microorganismo, teniendo una elevada potencia biologica
actuando en bajas concentraciones y con una toxicidad selectiva. Los agentes

antimicrobianos se comportan de manera diversa:

a) Como bactericida: producen la muerte de los microorganismos
responsables del proceso infeccioso.

b) Como bacteriostaticos: inhiben el crecimiento bacteriano aunque el
microorganismo permanece viable, de forma que, una vez suspendido el
antibiotico, puede recuperarse y volver a multiplicarse. La eliminacién de las

bacterias exige la accion de las defensas del organismo infectado.

Es importante mencionar que cualquier sustancia que es capaz de producir un

efecto terapéutico también es capaz de producir efectos no deseados o adversos,
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entendiendo como tal, cualquier efecto perjudicial que el farmaco ocasiona en el

organismo y que esta reaccion nociva se presenta con la dosis normalmente

utiizada en el hombre, para tratamientos, profilaxis, diagnosticos de una

enfermedad o para la modificacién de funciones fisiol6gicas. (Kohanski et al.,
2010; Mediavilla et al., 1997; Seija y Vignoli, 2008).

Tabla 1 Antibioticos antibacterianos, objetivos, vias y reacciones adversas. (Aristil,

2010; Kohanski et al., 2010.)

Droga Derivado Gama de especies Chietive Forma enque Reacciones
primario actia adversas
Tipe de drega: Fluerocquinoleonas
Acido nalidixico, Sintéticas Especies aerohias | Topeisomerasa | Replicacion DNA, Alleraciones
Ciprofloxacino, Gram-negativos y | I {DNA girasa), | respuesta S0O5, gastricas y
Levefloxaciono y Gram-positivos, | topeoisomerasa | divisién celular, hematelégicas,
Gemifloxacino. algunas especies IV ciclo TCA, cefakea, visidn
anaerobias Gram- sintesis del grupoe | horresa, erupcion
negativas Fe-5, formacion |cutanea, nauseas,
ROS yel diarrea, colitis,
desarrclio de dolor abdominal,
respuesta del somnolencia,
sequndo fatiga v toxicidad
componente de carlilago.
redox
Tipo de drega: sulficnamidas
Trmetoprim- Sintélico Especies aerobias | Inhibidor de la Biosintesis de | Erupcién cutanea,
sulfametoxazol. Gram-positivas ¥ sintesis del nuckdtidos y nauseas, vomito,
Gram-negativas acido replicacién de | diarrea, anorexia,
tetrahidrofélico DNA hepatitis,
hipotension y
alieraciones

hematolégicas.

Tipe de droga: Rifamicinas

Rifamicinas, Natural y Especies Gram- DNA- Transcripcion de Erupciones,
rfampicina y semisiniética | positivasy Gram- | dependiente y | RNA, replicacidon | cutaneas, fiebre,
rifapentina. neqativa y M. RNA del DNA y sindreme pseudo-
tubercifosis polimerasa respuesta SOS gripal y
trombocitopenia
Tipo de drega: Macrélidos
Eritromicina ¥ Natural ¥ Especies Gram- | Ribesoma 505 | La traduccién de Trastormos
azitromicina semisintético negativas y proteinas (a gastrointestinales,
aerchias y través de la nauseas, vomito,
anaerohias Gram- inhibicién de las diarrea,
positivas elapas de tromboflebitis,
elongaciény ictericia,
translocacién) y reacciones
agotamiente libre |alérgicas, cefalea,
de t-RNA ¥ dolor.
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polimixina B semisintetico

pnositivas y Gram
negativas

profeinas, ETC,
respuesta 505,
ciclo TCA,

Fe-5, formacién
ROS, v el
desarrolio de la
respuesia del
sequndo
componente
redox

sintesis clister de

Droga Derivado Gama de especies Ohjetivo Forma en que Reacciones
primario actia adversas
Tipo de droga: Aminoglucésidos
Penicilinas, Maturales y Especies Gram- Proteinas de Sintesis de la Cefalea,
cefalosporinas ¥ | semisintélicas negativas y unién a pared y divisién depresién
carbapeénicos aerchiasy penicilina celular, actividad respiratona,
amoxicilina, anaerohias Gram- autolitica, temblor, vartigo,
ampicilinas, positivas respuesia 505, clotoxicidad,
amikasina. ciclo TCA, nefrotoxicidad,
sinlesis clister de diarrea,
Fe-5, formacién anafilaxia,
ROS, vla urlicaria, rinitis,
respuestia del 2° | edema, prurilo,
componente neutropenia vy rx.
redox. Alérgicas.
Tipo de droga: Cavapenemas (Glicopéplidos y glicolipopéplidos)
Yancomicina, Matural y Especies Gram- Unidades de Sintesis de la Mauseas, vomilo,
teicoplanina semisintético positivas peptidoglicanc pared celular, diarrea, dolor,
{terminal D-ala- | ransglicosilacion, | elevacion de las
D-ala transpeptidacion enzimas
dipéptido) y activacién de la hepaticas,
autolicina comvulsiones,
sindrome de
hoembre rojo,
hipolension,
taquicardia,
nefrotoxicidad v
ciotoxicidad.
Tipo de droga: Lipepéptidos
Daptomicina v Natural y Especies Gram- | Ribosoma 305 | La traduccion de

Infeccion fangica v
del tracto urinario,
candidiasis,
anemia,
hiperension,
hipolension,
ansiedad,
INsomnic, mareo,
cefalea, dolor
gastrointestinal v
abdoeminal,
vomitos,
constipacion,
diarrea,
hinchazon,
distension,
exantema, prurite

Tipe de droga: Tetraciclinas

Tetraciclina, Natural y semi-
doxiciclina y sintetico
tloranfenicol

Especies Gram-
negativas y
aerchias Gram-
positivas

Ribosoma 305

La traduccion de
proleinas (a
través de la
inhibicion de la
aminoacil IRNA

unién a ribosomay

Reaccion
cutanea, fluoresis,
anorexia, vomito,
disfagia, prurnic
anal, sindrome del
nifio gris.

DNA: Acido desoxirribonucleico, SOS: sistema de reparacion de emergencia, ciclo

de TCA: Ciclo del acido tricarboxilico (ciclo de Krebs), Fe-S: Hierro- Azufre, ROS:
Especies Reactivas de oxigeno, RNA: Acido ribonucleico, ETC: Cadena de

transporte de electrones.
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1.3 Restriccion econdmica en poblacion de bajos y muy bajos recursos

En México, el derecho a la salud forma parte de los derechos sociales, el cual es
reglamentado a través de la Ley General de Salud. Su observancia es general y
establece que el derecho a la proteccion de la salud permita: alcanzar el bienestar
fisico y mental de los mexicanos, la proteccion y el acrecentamiento de los valores
que coadyuven a la creacién, conservacion y disfrute de condiciones de salud que
contribuyan al desarrollo social, alargar y mejorar la calidad de vida.
(www.coneval.gob.mx) Creando asi diferentes instituciones gubernamentales
como Seguro Popular, Seguro Social, Secretaria de Salud, etc. Las cuales puedan
brindar cobertura de atencibn médica bésica a toda la poblacion mexicana.
(OCDE). Sin embargo, en la actualidad se sufre de discriminacién a personas de
acuerdo a su posicion social y la situacion econdémica, los origenes étnicos, la
edad y el sexo, ademas de que muchas veces no se encuentras medicamentos
para los diferentes tratamientos a infecciones y enfermedades ocasionando una

problemética muy fuerte. (www.ohchr.org/Documents; fra.europa.eu/en/fra)

La carencia que mas afectd a la poblacién nacional fue la relacionada con el
acceso a la seguridad social, pues 71.8 millones de personas (tres de cada cinco)
presentaron esta privaciéon. En segundo lugar, la carencia por acceso a la
alimentacion perjudic6 a 27.4 millones, poco mas de una quinta parte de la
poblacion nacional. En tercer lugar, poco mas de una quinta parte de la poblacion
(25.3 millones) no tuvo acceso a los servicios de salud y el indicador de esta
Gltima que corresponde a la carencia por acceso a los servicios de salud. Puebla,
Michoacan y Veracruz se colocan en los primeros lugares a nivel nacional de
acuerdo con el porcentaje de personas con esta privacion (29.6, 28.6 y 25.7 por
ciento cada uno). Segun el consejo nacional de evaluacién de la politica de
desarrollo social se considera que una persona es carente por acceso a los
servicios de salud cuando no esta afiliada o inscrita a una institucion de salud
publica o privada o no cuenta con un seguro privado de gastos médicos.
(CONEVAL, 2012)
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1.4 Terapias alternas

Desde tiempos antiguos por medio de la tradiciébn oral se transmitia el uso de
ciertas plantas y alimentos con uso terapéutico, tales como para calmar
calambres, insomnio o fiebre (Conway, 2011). Evolucionando a lo que ahora
conocemos como terapia alternativa o bien medicina tradicional, se ha mantenido
como la mas econdmica y una fuente accesible de tratamiento en sistemas
primarios de salud de las comunidades de escasos recursos, ya que alrededor del
80% de la poblacién en paises de desarrollo utiliza medicina tradicional, como se
sabe la sociedad de bajos recursos no pueden pagar el alto costo de los productos
farmacéuticos occidentales para el cuidado de la salud, ademas de que el uso de
las plantas es mas aceptable desde el punto de vista cultural y espiritual (Maroyi,
2013). Dado el amplio uso de hierbas medicinales en paises en vias de desarrollo
la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) ha desarrollado monografias con
conocimientos cientificos de dichas plantas.(World Health Organization, 2007). Las
cuales se han convertido en una opcion tanto para la industria de medicamentos
como para la alimentaria, ya que gran nimero de plantas aromaticas producen
compuestos bioactivos que podrian emplearse tanto para preservar la salud como

la produccién de alimentos (Mesa et al., 2000; Schuck et al., 2001),

2. Uso de Plantas Medicinales.

La investigacion de las plantas, asi como la utilizacién de los recursos del medio
ambiente bajo condiciones de racionalidad (minimo costo y alto grado de
satisfaccion social), se han convertido en una premisa fundamental que debe ser
considerada para orientar la incorporacion sistematica de los conocimientos
cientificos y tecnologicos a las actividades econémicas, sociales y culturales. No
obstante, a pesar de la gran utilizacion de las plantas medicinales por la poblacién,
cada vez mayor, pocas de ellas han sido estudiadas siguiendo métodos cientificos
validos y atendidos a las normas éticas definidas internacionalmente. Si bien el
uso popular es un indicador importante, no es garantia la actividad terapéutica,
existiendo, ademas, factores muy importantes como son las variaciones

ecoldgicas, por las cuales una misma especie puede presentar concentraciones
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diferentes de los mismos principios activos, debido a que el metabolismo
secundario de los vegetales superiores es responsable de la sintesis de
sustancias quimicas, con poca accion, del propio vegetal, aunque orientadas por
caracteristicas genéticas de las plantas. La sintesis quimica de estas sustancias,
es controlada por factores del ecosistema (luz, calor, temperatura, humedad y
suelo), (Sharapin N. et al 2000; Ibafiez, 2002).

La utilizacion medicinal de las plantas tiene su origen desde el inicio de la historia
del ser humano sobre la tierra que, en intimo contacto con la naturaleza, se fue
desarrollando con la imitacion de las costumbres de otros animales y con la
experiencia acumulada tras la ingesta accidental o voluntaria de algunas especies
vegetales. (Cruz Suérez, 2007). Por ello, la importancia de las plantas medicinales
se ha hecho mas patente en la actualidad en los paises en vias de desarrollo. En
Pakistan se estima que un 80% de las personas dependen de éstas para curarse y
un 40% en China. En paises tecnolégicamente avanzados como los Estados
Unidos la poblacion utiliza habitualmente también plantas medicinales para
combatir ciertas dolencias y en Japdon hay mas demanda de plantas medicinales
que de medicinas de patente (Magafia et al., 2010). Por ello, mediante la practica
de la etnobotanica se relaciona de forma directa el ambiente y su
aprovechamiento por grupos humanos, en busca de estrategias que conlleven al
manejo sustentable de los recursos naturales, por lo tanto, la etnobotanica aporta
en el conocimiento de la relacibn ecosistema-cultura, contribuyendo en el
entendimiento y busqueda de soluciones de la problematica ambiental. Segun
Muriel (2000), el ambiente es un sistema dinamico definido por las interacciones
biolégicas, sociales y culturales. De acuerdo con Angel-Maya (1996), la
problematica ambiental es el precio que el hombre tiene que pagar por su
desarrollo tecnoldgico, es decir, es el complejo de relaciones entre el ecosistema y
la cultura, la cual depende basicamente de las formas tecnolégicas y culturales de
adaptacion del hombre (Rodriguez-Echeverry, 2010). El uso de plantas
medicinales como medicina Alternativa y Terapias Alternativas y complementarias
(MAYTAC) conforman un sistema médico y de terapias relacionadas, reconocido

en muchos paises del mundo, no solo por los legisladores y administradores del
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sector salud, sino por los usuarios, porque se constituyen en una opcion para la

atencién de sus necesidades de salud a un bajo costo (SENA, 2006).

2.1 Fitoterapias

La fitoterapia es la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen
vegetal con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para atenuar, 0 para curar
un estado patologico. La vida vegetal se caracteriza por su ser autotrofo, lo que
significa capacidad de las plantas para nutrirse a si mismas; a partir de sustancias
inorganicas, del agua, COz2 y el sol; esta herboristeria es comdn en medicina
popular basa su empleo en la experiencia tradicional o empirica transmitida por las
culturas tradicionales. Cabe mencionar que el concepto de que la medicina herbal
son seguras Y libres de efectos secundarios, no siempre se da, ya que tienen
cientos de compuestos de los cuales pueden ser algunos toxicos (Shirwaikar,
2008). Por ello, la tendencia I6gica nos conduce al rigor cientifico en la utilizacion
de las plantas medicinales, de acuerdo a esto la fitoterapia pretende razonar y
justificar el uso de las plantas medicinales en base al conocimiento cientifico
derivado del estudio y de la experimentacion clinica con sus principios activos, asi
sus fines terapéuticos equivaldran a los de un medicamentos de patente (Cruz
Suarez, 2007). La Organizacion Mundial de la Salud no sélo reconoce la
importancia de las terapias tradicionales y su alcance en el ambito mundial, sino
que incluso ha creado una Oficina de medicinas tradicionales, destacando que
éstas siguen estando muy poco reglamentadas, en términos generales, en todos
los paises. Por esa razdén es necesario que los consumidores dispongan de
informacion contrastada que les permitan acceder a productos eficaces, seguros y
de calidad. Precisamente, la OMS ha publicado el pasado afio una serie de
directrices destinadas a las autoridades sanitarias de los diferentes Estados,
basadas en pruebas y experiencias realizadas en un centenar de paises durante
el afio 2004, con el fin de que puedan preparar informacién fiable y adaptable a
contextos especificos relativa al uso de las medicinas alternativas. (Papaver
Rhoeas. 2007).
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2.2 Principios activos en plantas medicinales.

Como ya se describié anteriormente, el uso de las plantas medicinales ha sido
desde el principio de la humanidad hasta la actualidad, estando siempre envuelta
en una aureola de misterio y espejismo en muchos grupos sociales, utilizadas para
solucionar problemas de salud en el ser humano, esto derivado de la existencia de
propiedades terapéuticas, descubiertas mediante la préactica.(Puelles Gallo et al.,
2010) llamandole principios activos a las sustancias que se encuentran en las
distintas partes y o6rganos de las plantas y que alteran o modifican el
funcionamiento de 6rganos y sistemas del cuerpo humano y animal, de tal manera
que la investigacion cientifica descubrird una variada gama de principios activos,
de los cuales los mas importantes desde el punto de vista de la salud, son los
aceites esenciales, los alcaloides, los glucosidos o heterdsidos, los mucilagos y
gomas, los taninos, existiendo otros principios activos relevantes denominados
nutrientes esenciales, como las vitaminas, minerales, aminoacidos, carbohidratos,

fibras, &cidos organicos, lipidos y los antibiéticos (L6pez, 2012).

Las propiedades farmacoldgicas de las plantas se deben principalmente a que
contienen metabolitos o0 compuestos secundarios, los cuales ejercen sus efectos
una vez que han sido ingeridos o aplicados los contenidos en infusiones,
cataplasma y otras preparaciones (Cortés, 2005). Los compuestos que se
encuentran presentes en las plantas son agrupados en cuatro grupos principales:
compuestos fendlicos (taninos, fitoestrogenos y cumarinas); toxinas nitrogenadas
(alcaloides, glicésidos cianogenéticos, glucosinolatos, aminoacidos toxicos,
lectinas e inhibidores de las proteasas); terpenos (lactonas sesquiterpénicas,
glicosidos cardiacos, saponinas); hidrocarburos poliacetilénicos y oxalatos
(Mantecon et al, 1998).

Por lo anteriormente mencionado se cred la farmacognosia, que es la ciencia
farmacéutica que se ocupa del estudio de las drogas y las sustancias
medicamentosas de origen natural; bien sea vegetal, microbiano (hongos,
bacterias) y animal. Es la ciencia encargada del estudio de las fuentes naturales

de materia prima de interés farmacéutico, estudiando tanto sustancias con
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propiedades terapéuticas como sustancias toxicas, excipientes u otras sustancias
de interés farmaceéutico, aunque su uso sea bésicamente tecnoldégico y no

terapéutico (Osorio, 2009).

2.2.1 Péptidos antimicrobianos

Los organismos vivos son sistemas abiertos que se encuentran constantemente
expuestos al ambiente, lo cual implica afrontar el riesgo constante de adquirir
infecciones; para defenderse de este tipo de amenazas han desarrollado
mecanismos de defensa que conforman el sistema inmune, clasificados de forma
didactica como los sistemas innato y adaptativo. Los péptidos antimicrobianos
hacen parte de los efectores mas importantes de la respuesta inmune innata.
Generalmente, estos péptidos, o polipéptidos, contienen menos de 200
aminoacidos y son producidos por diferentes tipos de células, se expresan de
forma constitutiva o inducible dependiendo del organismo y del tejido en el que
estén presentes al momento de la infeccidon, tienen un amplio espectro
antimicrobiano y multiples mecanismos de accion. La situacidbn actual de
resistencia de los microorganismos a los antibiéticos convencionales ha llevado a
la busqueda de nuevas alternativas. Los péptidos antimicrobianos han surgido en
los dltimos 25 afios como una familia de sustancias con gran potencial para uso
clinico, debido a sus multiples mecanismos de accion, amplio espectro de
actividad y bajo potencial de resistencia. Estos péptidos antimicrobianos se han
encontrado en casi todos los seres vivos, desde los procariotas, eucariotas,
bacterias, como mamiferos, anfibios, insectos y plantas con una familia diversa de
péptidos (Téllez y Castafio, 2010; Villarruel et al., 2004).

Los péptidos antimicrobianos se agrupan en familias de acuerdo con su tamafio,
su estructura y la organizacion de los aminoacidos. En humanos, estan divididos
en tres familias: defensinas, catelicidinas e histaminas. Existen dos caracteristicas
comunes en la mayoria de los péptidos antimicrobianos, sin importar su estructura
0 su tamafo. Primero, tienen carga positiva debido a la presencia de un gran

namero de aminoacidos basicos (en su mayoria lisina y arginina), y segundo,
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aproximadamente 50% de los aminoacidos que los constituyen son hidrofobicos
(Rivas S. et al., 2006)

Los péptidos antimicrobianos son un grupo unico y diverso de moléculas, que esta
dividido en 4 subgrupos con base en su composicion de aminoacidos y estructura
(Castarieda C. et al., 2009):

* 1er grupo. Contiene péptidos antimicrobianos aniénicos (por ejemplo con carga
negativa a pH fisiolégico), son péptidos muy pequefios, con un tamafio entre 721.6
- 823.8 Da. Estos se encuentran en extractos surfactantes, fluidos de lavados
bronquio-alveolares y células epiteliales del tracto respiratorio. Se producen en
concentraciones milimolares (mM), requieren Zinc como cofactor para la actividad
antimicrobiana y son activos contra bacterias Gram positivas y Gram negativas;
son similares a los pro-péptidos neutralizadores de carga de zimdégenos de mayor

tamafo, presentan actividad antimicrobiana cuando se encuentran solos.

 2° grupo. Esta constituido por 290 péptidos catidnicos, tienen un tamafio de 40
aminoacidos (PM = 4,000 Da) carecen de residuos de cisteina y algunas veces
tienen una bisagra en el centro. En solucion acuosa muchos de estos péptidos no
tienen una estructura definida, pero en presencia de trifeniletanol, SDS, micelas,
vesiculas fosfolipidicas, liposomas o lipido A, toda la molécula o una parte de ésta
adopta estructura de a-hélice. Sin embargo en soluciones 15 mM de bicarbonato o
sulfitos, el péptido adopta una estructura helicoidal. Para el caso de buforina Il y
catelicidina la extension de a-hélice correlaciona directamente con la actividad
bactericida contra Gram positivos y Gram negativos; al incrementarse el contenido

de a-hélice la actividad antimicrobiana se incrementa.

» 3er grupo. Formado por ~ 44 péptidos cationicos que son ricos en ciertos
aminoacidos. Este grupo incluye a bactericinas y PR-39, los cuales son ricos en
residuos de prolina (33- 49%) y arginina (13-33%), profenina que es rica en prolina
(57%) y fenilalanina (19%) e indolicidina rica en triptéfano. Estos péptidos carecen
de residuos de cisteina y son lineales, aunque algunos pueden formar estructuras

de giros extendidos.

Gerardo Madrigal Murillo 29



* 4to grupo. Estad formado por péptidos cationicos y anionicos, consta de 380
miembros, los cuales contienen residuos de cisteina, forman enlaces disulfuro y
estructuras [B-plegadas estables. Este grupo incluye protegrina de leucocitos
porcinos, formada por 16 residuos de aminoacidos, incluyendo 4 cisteinas que
forman dos puentes disulfuro intramoleculares, y una diversa familia de
defensinas. En mamiferos se han identificado 55 alfa-defensinas, que incluyen los
péptidos HNP 1-4 (por sus siglas en inglés Human Neutrophil Peptide) y
criptidinas, que contienen de 29 a 35 aminoacidos incluyendo 6 cisteinas que
forman 3 puentes disulfuro. También hay 90 beta-defensinas de humanos (HBD,
del inglés Human Beta Defensin), que presentan de 36 a 42 aminoé&cidos y 6
cisteinas que estabilizan a la molécula con 3 puentes disulfuro. Ademas hay 54
defensinas de artropodos, 58 de plantas y una defensina 8 de Rhesus (RTD-1, del
inglés Rhesus Tetha Defensin), que consta de un péptido de 18 aminoacidos que
forma una molécula circular y se estabiliza por tres puentes disulfuro. Las 6-
defensinas se identificaron en leucocitos de macacos Rhesus y se originan por un
proceso de «splicing» y ciclizacion de dos segmentos peptidicos de 9 aminoacidos

precursores de las a-defensinas.(Castafieda C. et al., 2009).

2.2.2 Pigmentos con actividad antibacteriana.

Un pigmento es cualquier sustancia que absorbe luz. El color de un pigmento es el
resultado de la longitud de onda reflejada (no absorbida). La clorofila, el pigmento
verde de todas las células fotosintéticas, absorbe todas las longitudes de onda,
excepto el verde, el cual es reflejado y percibido por nuestros 0jos. Los pigmentos
son sustancias quimicas que imparten color a otros materiales por el efecto dptico
de la refracciobn de la luz del sol. Igualmente, puede ser definido como una
sustancia en polvo que cuando se mezcla con un vehiculo liquido imparte color a
una superficie (Wani et al, 2004). La importancia de los pigmentos radica en que
éstos pueden ser de utilidad industrial y alimentaria, como aditivo e intensificador
de color y la farmacéutica (en los cosméticos). Se ha investigado una forma
alternativa de producir pigmentos de origen natural, las fuentes pueden ser de

plantas y microorganismos (Duran et al, 2002).
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Los pigmentos de los cloroplastos se pueden clasificar en dos grupos principales:
las clorofilas y los carotenoides. Las clorofilas son los pigmentos verdes del
cloroplasto y son las mas importantes de las plantas. En la actualidad se pueden
distinguir por lo menos ocho tipos de clorofilas: las clorofilas a, b, c, d, y e, la
bacterioclorofila a, bacterioclorofila b, y clorofila de clorobio (bacterioviridina). Las
clorofilas a y b son las mejor conocidas y las mas abundantes. La clorofila a se
encuentra en todos los organismos fotosintéticos (plantas, ciertos protistas y
cianobacterias). La clorofila b, esta presente en todas las plantas verdes (algas
verdes, euglenophytas y plantas superiores). Los carotenoides son el segundo
grupo y son compuestos lipidicos que se encuentran ampliamente distribuidos
tanto en animales como en plantas y presentan colores que varian desde el,
amarillo hasta el puarpura. Los carotenoides hidrogenados (es decir,
exclusivamente formados por carbono e hidrégeno) se llaman carotenos y
aquellos que contienen oxigeno reciben el nombre de xantofilas. (Dawes, 1989;
Jensen y Salisbury, 1988; Melgarejo L: et al., 2010)

La informacion sobre tintes naturales (pigmentos) y las publicaciones sobre esta
actividad bioldgica son escasas. No obstante, empieza a haber bibliografia sobre
el efecto de los pigmentos vegetales en el control del colesterol. Los pigmentos
vegetales fendlicos como la antocianina, que a su vez son también flavonoides,
son capaces de constituir formas complejas con iones metélicos. Poseen
propiedades antioxidantes y la capacidad de adherirse a macromoléculas como
las proteinas y los polisacaridos. Los pigmentos vegetales carotenoides son
precursores de la vitamina A. Desempefian diversas funciones en el organismo,
como la proteccién de la piel y la mucosa, provocando un papel fundamental en el
mecanismo de vision y el aumento de la comunicacion en el hiato anionico, la
estimulacién del sistema inmunolégico y la actividad antioxidante, también son
importantes para los 6rganos reproductores, ademas de que se han registrado

propiedades fisioldgicas en el organismo.(Toledo de Oliveira et al., 2004)
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Figura 1. Sitios de accion de los medicamentos. (Tafur-J. 2008)

Existen diferentes mecanismos de accién para combatir a las bacterias causantes
de enfermedades infecciosas como se muestra en la figura 1, las cuales se

describen a continuacion:

1.- Inhibicién de la sintesis de la pared bacteriana afectando a la formacion del

polimero peptidoglucano que conforma la estructura de la pared bacteriana.

2.- Inhibicién de la sintesis de proteinas a nivel ribosomal, actuando sobre la
subunidad 30S y la subunidad 50S

3.- Afectando al metabolismo de los acidos nucleicos.
4.-Antagonizando los pasos metabolizando la sintesis de acido félico.

5.- Actuando directamente sobre la membrana celular del microorganismo,

uniéndose a la pared celular (Aristil, 2010, Tafur- J. 2008).

El mecanismo de accion de los pigmentos vegetales fendlicos como las
antocianinas, que a su vez son flavonoides pueden ser de dos formas diferentes,

la primera seria actuando en la inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana
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afectando a la formacion del polimero peptidoglucano (nimero uno de la lista
anterior), que conforma la estructura de la pared bacteriana o bien de la segunda
manera, actuando directamente sobre la membrana celular del microorganismo,
uniéndose a la pared celular (nUmero cinco de la lista anterior), por la razén de
gue poseen propiedades como es la capacidad de adherirse a macromoléculas

como las proteinas y los polisacéaridos. (Aristil, 2010, Tafur- J. 2008).

3. Berro

Figura 2 Berro. A) Nasturtium officinale con todos sus componentes
(es.wikipedia.org/wiki); B) Flores de N. officinale (wisplants.uwsp.edu); C) hojas de
N. officinale (www.fireflyforest.com/flowers); D) Tallo y raiz de N. officinale
(gobotany.newenglandwild.org).

Nasturtium officinale, cominmente llamado berro, berro de agua o mastuerzo de
agua, es una planta comun en arroyos, torrentes de aguas claras y pantanos,
originaria de Europa y Asia Central. Se considera uno de los vegetales mas

antiguos consumidos por el ser humano. Actualmente se ha extendido por todo el
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mundo por ser una planta de consumo domeéstico muy apreciada en ensaladas. Se
ha convertido en una especie invasora en la region de los Grandes Lagos, donde
fue localizada por primera vez en 1847.

(http://es.wikipedia.org/wiki/Nasturtium_officinale; http://conabio.inaturalist.org/taxa)

3.1 Descripcion de la planta

Nasturtium officinale es una hierba perenne (Figura 2). Por lo general se encuentra
en grumos en climas humedos y frios, donde fluye agua dulce suavemente poco
profunda. En invierno se emerge a través del agua que no se congela. Las hojas
de esta planta son de sabor fuerte (pimienta), lo que lleva para su uso comercial
en ensaladas en muchos paises del mundo. Las hojas la planta son de entre 4 y
12 cm de largo, siendo una planta herbacea grande y el &rea que cubren es
grande, este tamafio varia de acuerdo al lugar de procedencia, tiene de 10 a 60
cm de altura en su tallo con raices delgadas y fibrosas en la parte inferior. En la
parte superior de los tallos sus flores son de 3-5 mm de largo y tienen 4 pétalos
blancos. Ellos se encuentran por encima del agua, sus frutos son de 10 a 25 mm
de largo y 2 mm de ancho y se encuentra en los tallos que son de 8 a 12 mm de
largo. Son delgadas, ligeramente curvadas, cilindricas y contiene 4 filas de
pequefias y redondas semillas. Las hojas mas viejas suelen tener una forma
ondulada, ovalada o en forma de lanza. Esta planta se produce desde principios a
finales de la primavera, la planta comienza a florecer y sus frutos maduran sobre 2
meses después de las primeras flores. Después de los frutos despojan semillas
mientras que otras no germinan, Si N0 que permanecen latentes hasta la
primavera siguiente, sus necesidades son las mismas que cualquier otra planta
para la fotosintesis. Si bien obtiene como nutrientes al nitrato del agua y hierro del

sustrato del suelo (Barker, 2009).
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3.2 Clasificacion Taxondmica.

Tabla 2. Clasificacion cientifica del Berro (Nasturtium officinale).
(http://es.wikipedia.org/wiki/Nasturtium_officinale)

Clasificacion
Nombre comun Berro
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Brassicales
Familia Brassicaceae
Tribu Cardamineae
Género Nasturtium
Especie officinale

3.3 Propiedades Farmacoldgicas reportadas

Tabla 3. Aporte nutricional de la planta de Berro (Nasturtium officinale).
(http://saludybuenosalimentos.es/alimentos)

Aporte Nutricional 100 gr.

Energia Potasio Vit. A Proteina Fésforo Vit. B1
20.20 kcal | 276.00 mg | 816.60 ug 1.60 g 64.00 mg 0.09 mg
Hidratos Fibra Vit. B2 Agua Grasa Vit. B3
2.03 g 147 g 0.17 mg 94.60 g 0.30 g 0.73 mg
Calcio Colesterol Vit. B6 Hierro AGS Vit. B9
180.00 mg 0.00 mg 0.23 mg 3.10 mg 0.08 g 214.00 mg
Yodo AGM Vit. C Magnesio AGP Zinc
12.00 ug 0.02 g 96.00 ug 34.00 mg 0.11¢g 0.70 mg
Carotenos Selenio Vit. E Sodio
4.900 pg 0.90 ug 1.46 ug 12.00 mg

El Berro se utiliza mas como alimento que como medicina, pero este contiene
principios activos muy importantes que a la planta le proporcionan propiedades
medicinales destacadas (http://www.botanical-online.com/medicinalsberro) Sus

principales componentes son glucosinolatos, vitaminas A, C, B y E; minerales
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como sodio, yodo, hierro, fésforo y manganeso. Los glucosinolatos contribuyen al
aroma y sabor de la planta y tienen un potencial como anticarcinogénico. La
hidrélisis de estos compuestos origina productos con actividad biolégica con
potencial antioxidante (Navarro Cruz et al., 2008). Morgan (1997) y Silva (2001),
reportaron que el berro (Nasturtium officinale), puede prevenir la caries dental, al
comer las hojas crudas en ensalada, el berro se considera estimulante de los
organos digestivos, diuréticos y antihelminticos; ser empleados para combatir el

raquitismo, contra la atonia intestinal, la escrofula y escorblticas y trastornos

broncopulmonares (Cruz Magalhaes, 2005).

En la medicina tradicional suelen utilizar el berro (Nasturtium officinale) para
contrarrestar males del aparato respiratorio, ya sea bronquitis, tos, resfriado, entre
otros; también suele usarse para ayudar al metabolismo del organismo, como es
la retencion de liquidos, diabetes, obesidad, calculos biliares o renales e higado de
manera interna y para curar herida en la piel, Ulceras en la boca, gingivitis y

calvicie de manera externa (http://www.botanical-online.com/medicinalsberro).

Ademas se ha reportado que los extractos acuoso en una concentracion de 50g,
acetodnico, alcohdlico y n-hexano con una concentracion de 1000 pg/disco de esta
planta, solo el extracto acuoso tuvo actividad contra bacterias como S. aureus, B.
subtilis y P. aeruginosa, mientras que otros extractos no fueron efectivos

(Penecillay Magno 2011).

4. Contaminacion en sistemas de riego.

Desde la década de los 80s, el comercio horticola mundial ha crecido mayormente
al resto del comercio agricola aumentado de un 12.1% hasta por encima del 17%,
(Maya. 2012). En la actualidad las ensaladas frescas constituyen un alimento
esencial en la dieta de las personas que incluyen frutas y hortalizas, debido a los
diferentes nutrientes que estas aportan, estos alimentos estan compuestas en su
mayoria por hortalizas como: cebolla, lechuga, tomate, zanahoria, pepino, berro
(Avalos. 2009; Rivera, et al 2009.)
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Las hortalizas precisan de unas condiciones ambientales adecuadas para realizar
sus funciones vitales, la sociedad actual genera infinidad de desechos que pasan
al medio ambiente e inciden de muchas maneras afectandolas por ello, es
importante tratarlos desde que se les cultiva hasta que se les cosecha
(http://www.slideshare.net/fmedinl/). El agua que requieren los cultivos es
aportada en forma natural por las precipitaciones, rios y lagos, pero cuando ésta
es escasa 0 su distribucién no coincide con los periodos de méxima demanda de
las plantas, es necesario aportarla artificialmente, es decir a través del riego, que
ocasiona un problema, ya que se utilizan aguas residuales o aguas negras para su
riego, lo que promueve que las hortalizas sufran deterioro por la contaminacion,
que en muchos casos es también amenazada por la adulteracién de los cursos
fluviales o la salinizacion de las capas freédticas, provocando que las plantas
utilizadas por los seres vivos estén contaminadas debido a la presencia de
elementos o sustancias extrafias a la composicion normal, la CNA (Comision
Nacional del Agua) maneja un porcentaje total entre el 70% y 75% el cual
representa la suma del agua contaminada mas la que no lo esta, esta ultima
representada por un 60% (Cisneros. 2003; Prieto J. 2004).

Por lo anterior los vegetales pueden jugar un papel importante en la transmision
de enfermedades de origen alimentario y constituyen un problema de salud
publica importante, tanto en paises desarrollados como en paises en vias de
desarrollo, son causa frecuente de mortalidad. Dentro de las bacterias causantes
de enfermedades de origen alimentario se destacan el Staphylococcus aureus y
Clostridium botulinum como agentes causantes de intoxicacion, el Bacillus cereus
y Clostridium perfringens como agentes causantes de toxiinfeccion, y diversos
géneros causantes de infeccion, como la Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium y Escherichia coli, bacterias descritas por la Organizacion Mundial de
la Salud como "una nueva y significativa amenaza a la salud publica”
favoreciendo a que se generen fuertes problemas de salud, productivos y
econdémicos a la poblacion (Arias E. 2000; Carpenter P. 1979; Gonzalez F. T. et al
2006).
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Por otra parte el agua, es un alimento esencial para los seres vivos, y ésta
frecuentemente actla como agente transmisor de microorganismos entéricos. Las
aguas negras son la principal fuente de organismos patdégenos debido al
desemboque de los drenajes. Estas aguas se usan con frecuencia para el riego de
cultivos de Hortalizas los cuales son consumidos por las personas. (Carpenter, P.
1979).

Algunos ejemplos de los microorganismos patdgenos presentes en las aguas
contaminadas y de origen entérico tales como: Salmonella: Bacilos (Gram
netativos), Shigella: Bacilos (Gram negativos), Vibrio cholerae: bacilos (Gram
negativos) y parasitos intestinales como: Entamoeba histolytica, Aeromonas
mesdfilas, Helicobacter pylori, Campylobacter, Giardia lamblia, Crystosporidium:

como Schistosoma y virus como la hepatitis, etc. (Apella, M. 2006).

Es importante hacer énfasis en el grupo de los microorganismos como las
bacterias coliformes que corresponden a la flora normal del suelo, vegetacion y
agua. Estas pertenecen al grupo de las Enterobacterias las cuales tienen la
capacidad de colonizar el interior de las plantas y desarrollarse como patégenos
oportunistas. Este grupo de Enterobacterias posee resistencia a antibiéticos vy
sobreviven por largo tiempo en el suelo. Los agentes bacterianos pueden ser
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Citrobacter y Proteus todos Bacilos
(Gram negativos), siendo estos los mas comunes encontrados en el interior de las
plantas (Pérez, S. 2012).

También se puede encontrar otro grupo de bacterias que pueden contaminar las
plantas por medio del suelo, aire y riego con aguas residuales, como son los
enterococos, (cocos Gram positivos), estos se encargan de colonizar el aparato
digestivo de los humanos y animales, de los mas importantes encontramos a E.
faecalis y E. faecium. Relativos a las heces y Bacillus: Bacilos Gram positivos
presentes practicamente en todos los ambientes, las personas de riesgo son las
gue consumen comida contaminada con la bacteria (por ejemplo vegetales), de los
mas comunes de estos microorganismos se encuentra Bacillus cereus y Bacillus
subtilis (Murray, R. 2006; Pérez, S. 2012)
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I JUSTIFICACION

El acceso a los servicios de salud es un elemento importante para mantener un
nivel de vida adecuado, ya que la salud es la base necesaria para tener un buen
funcionamiento fisico y mental. Cuando las personas carecen de acceso a los
servicios de salud de manera oportuna, el costo de la atencién de una enfermedad
0 accidente puede afectar el patrimonio familiar o, también, su integridad fisica. De
manera que se considera gque se tiene carencia a acceso a los servicios de salud
cuando no cuenta con acceso a servicios médicos ofrecidos por instituciones
como el Seguro Popular, IMSS, ISSSTE federal o estatal, PEMEX, Ejército o
Marina, asi como a servicios médicos privados (SEDESOL, 2011). Ya que en
México poco mas de una quinta parte de la poblacién no cuenta con acceso a los
servicios de salud segun el consejo nacional de evaluacién de la politica de
desarrollo social (CONEVAL, 2012). Existe una necesidad por acudir a la medicina
tradicional ya que ofrece una solucién a los problemas relacionados con la salud.
Debido a las propiedades farmacoldgicas de las plantas medicinales se puede
lograr una réapida solucién del problema ademas de tener un menor costo y ser
menos agresivas que la medicina convencional.

En ese sentido el interés por la investigacion y comercializaciéon de la flora
medicinal se incrementa continuamente tanto por el aumento y la revitalizacion del
consumo actual como por el patentado de extractos vegetales.

La vigencia del uso de las plantas medicinales en amplios sectores de la poblacion
de México, expresa la permanencia de esta practica cultural y pone de manifiesto
la revalorizacion del conocimiento tradicional al momento de solucionar los
problemas de salud (Magafa et al., 2010).

En la literatura se encuentra reportado que el extracto hexanico de N. officinale era
muy eficaz contra 3 diferentes bacterias patdgenas como son S. aureus, B. subtilis
y P. aeruginosa, mientras que otros extractos como el etandlico, acuoso y
acetonico fueron efectivos (Penecilla y Magno. 2011).

También se ha reportado que al combinar el extracto acuoso y metandlico con un
antibiotico estandar se provoca un sinergismo ya que encontraron que hay un

aumento de la actividad antibacteriana del antibiético contra diferentes especies
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de E. coli por el método de concentracion inhibitoria minima del ensayo de difusion
en disco (Saavedra et al, 2013).

En México se utiliza al berro principalmente en su consumo como ensaladas y
como remedio para distintas dolencias, en particular infecciones provocadas por
bacterias patégenas. No existen reportes de estudios realizados en nuestro pais
sobre la actividad antibacteriana de los extractos de berro. Por lo que en éste
trabajo se plantea el analisis antibacteriano tanto del extracto acuoso de la
fraccion sin pigmentos Yy los pigmentos acetonicos y alcohdlicos extraidos, debido
al potencial de uso en la industria farmacéutica, medicina veterinaria y produccion

animal.
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I HIPOTESIS

Los extractos de la planta del Berro (Nasturtium officinale) presentan actividad

antibacteriana.

IV OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad anti-bacteriana de extractos de hojas de berro (Nasturtium

officinale)

V OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar el grado de contaminacion de muestras de extractos crudos de
hojas de berro (Nasturtium officinale).

e Analizar el efecto antibacteriano contra cepas ATCC de EC, FSP de los
pigmentos acetonicos y alcohdlicos de hojas de berro

e Obtener la Concentracion minima inhibitoria del extracto analizado.

e Obtener la Concentracidon minima bactericida del extracto analizado.

VI MATERIAL Y METODOS

MATERIALES.

- Extractos de Planta de Berro (Naturtium officinale).

- Agar Mueller Hinton.

- Cepas ATCC (E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 27543, ETEC s/n, S. aureus
ATCC 25923, S. aureus ATCC 27543, P. aeruginosa ATCC 27853, S. typhimorium
ATCC 14028, S. sonnei s/n, L. monocytogenes ATCC 7644 y B. cereus ATCC
14579).

- Reactivos de grado analitico.

-Antibidticos: Penicilina (500 mg/ 2 ml), Ciprofloxacino (750 mg/5ml), Gentamicina
(80 mg/ml).
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METODOS.
OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO:

Se pesaron 50 gramos de la planta Berro previamente desinfectados, se trituran
en mortero hasta maceracion completa, ya que este bien homogéneo se filtra y se

centrifuga (3000 rpm/ 15 minutos), al sobrenadante se le denominé extracto crudo.

EXTRACCION ACETONICA Y ALCOHOLICA DE PIGMENTOS:

Se realizé la extraccion de pigmentos acetonicos y alcohdlicos, comenzando por
pesar 770 g de Berro, se le hicieron lavados de acetona hasta despigmentacion
verdosa, después lavados de alcohol hasta despigmentacion amarillosa, una vez
habiendo obtenido los extractos se procesan mediante la destilacion simple para
obtener los pigmentos, este proceso consta en una operacién en la cual se
produce la vaporizacién de un material por la aplicacién de calor, es decir, si una
mezcla contiene algin solvente en cierta cantidad se carga en el recipiente
hervidor (matraz balén) y se calienta, la mezcla empezard a hervir a cierta
temperatura de acuerdo al disolvente (acetona: 56°C; alcohol: 78 °C) y de acuerdo
al punto de ebullicion del solvente este empezara a evaporarse, pasando por el
refrigerante en el cual se condensara, asi de esta manera el solvente va
disminuyendo progresivamente permitiendo obtener los pigmentos de un lado y

del otro recuperar el solvente utilizado (Zitlalpopoca. 2008).
OBTENCION DE LA FRACCION SIN PIGMENTO:

La hojas obtenidas cuyos pigmentos fueron removidas tanto de los lavados
acetonicos como alcohdlicos se deja secar hasta que pierda por completo los
restos de solvente que le pudieron haber quedado, se tritura hidratandola con
agua estéril hasta homogenizacién y una vez macerada se recupera y se
centrifuga (3000 rpm/ 15 minutos), separamos el sobrenadante llamandole

fraccion sin pigmentos (FSP).
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

Evaluacion de cuantificacién de proteinas se realizé por medio del método de
cuantificacion de proteinas de Bradford MM. (1975). Que utiliza el colorante
Coomassie, que en su estado libre es rojo y al reaccionar con las proteinas vira a
color azul, cuya tonalidad varia respecto a la concentracién de proteina presente
en la muestra. Este colorante se une selectivamente a los aminoacidos de las
cadenas polipeptidicas, y posteriormente, se lee en un espectrofotdmetro de
absorcion a una longitud de onda de 595 nm. En el ensayo, se realiz6 una curva
patrén utilizando BSA (Albumina Sérica Bovina 0-20 mg/mL), donde la
concentracion de las muestras problema se obtuvo al interpolar la absorbancia en

la curva.
PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

% Mueller Hinton Agar

Se peso6 38 g del polvo (MH) y fue disuelto en 1000 ml de agua destilada. Se dejo
reposar durante 10 a 15 minutos calentdndolo con agitaciones frecuentes durante
1 minuto para disolucion total. La esterilizacion se realiza a 121°C durante 15
minutos dejandolo atemperar de 45 - 50°C y se distribuye en placas de Petri
estériles en un volumen apropiado para que el espesor sea de 4 mm sobre una

superficie horizontal. (Olivas E. E y Alarcon. 2004; Laboratorio Britania. 2010)
% Mueller Hinton Caldo

Se Pesan 22 g del polvo (MH) y estos son suspendidos en 1000 ml de agua
destilada. Se Deja reposar 5 minutos para aplicar calor con agitacion frecuente
durante 1 minuto hasta disolucion total. Se Distribuye en tubos esterilizados
(Olivas E. E y Alarcon. 2004; Laboratorio Britania. 2010).

« Agar Sangre

Se pesan 40 g de polvo para un volumen de 1000 ml. Se suspendié en agua

destilada calentando y agitando frecuentemente hasta disolucibn completa. Se
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agrego del 5-10 % de sangre ovina desfibrinada estéril al medio esterilizado
homogeneizandolo y distribuyendo en placas petri estériles (Olivas E. E y Alarcén.
2004; Laboratorio Britania. 2010).

« Agar S.S.

Se peso6 60 g de polvo en 1000 ml de agua destilada. Se dej6é reposar durante 5
min mezclando hasta homogenizar. Se calenté con agitacion frecuente hasta
ebulliciébn durante 1 min para disolucion total y después de atemperar se vierte en
cada placa hasta solidificar (Olivas E. E y Alarcén. 2004; Laboratorio Britania.
2010).

% Agar McConkey

Se suspendié 50 g del polvo en 1000 ml de agua destilada. Se dejé reposar por 5
minutos calentando con agitacién frecuente hasta ebullicion de 1 a 2 minutos, se
atempero para servir en cada placa hasta solidificarse (Olivas E. E y Alarcon.
2004; Laboratorio Britania. 2010).

s Agar Sal y Manitol.

Se suspendié 111 g de medio en 1000 ml de agua destilada, se mezclo
vigorosamente, calentamos con agitacion suave hasta su completa disolucién y se
hierve durante un minuto, se esterilizo y se dej6é atemperar, vertiendo en cada
placa hasta solidificar (Olivas E. E y Alarcon. 2004; MCD Lab 2009).

TINCION GRAM

En un porta objetos de coloco una gota de solucion salina, en ella se diluyo un
pequefio inoculo de la bacteria, dejando secar a temperatura ambiente, una vez
seca, se fijo al calor, una vez fijada se cubri6 el frotis con cristal violeta (colorante
primario) dejando actuar por un minuto, se retiré el exceso y se afiadié solucién
yodo—lugol (mordente) dejando actuar por un minuto, se lavé con abundante agua,
se afadio el decolorante alcohol/cetona 1/1 durante 5 segundos, se lava con
abundante agua y se agreg0 safranina (colorante de contraste) dejando actuar
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durante un minuto, se lavod el exceso de colorante con abundante agua, se deja
secar a temperatura ambiente y se observo al microscopio a 100 X con aceite de
inmersion (Pelczar y Reid, 1980).

ESTANDARIZACION DEL ANTIBIOTICO:

Para la seleccion de los antimicrobianos de las pruebas de sensibilidad se deben
tener en cuenta las siguientes consideraciones: eficacia, prevalencia de
resistencia, costo, indicaciones del FDA, recomendaciones consenso para drogas
de primera eleccion y alternativos, ademas de que se estandariza al usar el
antibiotico impregnado en el disco con la concentracién que provoca un halo de
inhibicibn de 5 mm correspondiente con productos naturales, ya que los
antibiéticos comunmente utilizados contienen altas concentraciones (Pasteran y
Gales. 2008; Somchit et al., 2003).

ESCALA DE MCFARLAND

Procedimiento estandar que se realiz6 como es descrito por McFarland
(McFarland J. 1907) En un tubo de ensayo se mezcla 0.1 ml de una solucion de
cloruro de bario anhidro al 1% con 9.9 ml de una solucién fria de acido sulftrico
guimicamente pura al 1%. El tubo se cierra herméticamente y se mantiene en el
refrigerador hasta formacion de un precipitado fino de color blanco de sulfato de
bario, el cual se hace visible después de una vigorosa agitacion. En ese momento
el tubo tiene una densidad correspondiente a 1.5 x 108 ml de suspension, o bien,
comprobando la densidad del patrén de turbidez determinada la absorcién
mediante un espectrofotdmetro con un haz luminoso de 1 cm y la celdilla
correspondiente. La absorcién a 625-630nm debe ser de 0.08 a 0.10 (Bollela et
al., 1999).

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA (DIFUSION EN DISCO).

Evaluamos la sensibilidad de bacterias ATCC (E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC
27543, ETEC s/n, S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 27543, P. aeruginosa
ATCC 27853, S. typhimorium ATCC 14028, S. sonnei s/n, L. monocytogenes

Gerardo Madrigal Murillo 45



ATCC 7644 y B. cereus ATCC 14579) contra extracto crudo (EC), pigmentos
acetonico, pigmentos etandlicos y la fraccion sin pigmentos (FSP), las cepas se
mantuvieron en medio liquido a temperatura de refrigeracion. Se emple6 el
método de difusién en disco basada en el método de Kirby Bauer para la
determinacién de la actividad antibacteriana y asi evidenciar la inhibicidbn que
provocan los extractos. Para la activacion de los microorganismos se aislaron las
bacterias en agar nutritivo Mueller Hinton, preparada segun especificaciones del
medio y se esteriliza en autoclave a 121 °C y 15 libras de presion durante 15 min.
El procedimiento se realiz6 por la técnica de siembra por estria cruzada, en cajas
de Petri servidas con un espesor de agar de 20 mL e incubadas por un tiempo de
18-24 h. a 37°C. Después del tiempo de incubacion, con ayuda de un escobillon
estéril se tomaron 2 a 5 colonias morfolégicamente similares y se suspenden en
agar Mueler Hinton caldo hasta alcanzar la turbidez comparable con el patron 0.5
de McFarland equivalente a 0.08 a 0.10 de absorbancia a una longitud de onda de
625nm, para el ensayo de actividad antibacteriana se empled agar Muller- Hilton
preparado segun especificaciones del medio y esterilizado en autoclave a 121 °Cy
15 libras de presion durante 15 min. Servido en cajas de petri con un espesor de
agar de 20 ml, las cuales fueron impregnadas mediante un hisopo por siembra
masiva en 3 cuadrantes por cada bacteria indicadora, se emplearon discos
estériles de 6 mm de diametro los cuales fueron impregnados con 25 ul de
extracto en diferentes diluciones (1:1; 1:2; 1:4; 1:8), ademas del control positivo y
control negativo, como control positivo se usé Penicilina en una presentacion de
500 mg/2ml, Ciprofloxacina en una presentaciéon de 750 mg/5ml y Gentamicina en
una presentacion de 80 mg/ml de acuerdo a cada una de las bacterias y como
control negativo se emple6 agua o DMSO dependiendo el extracto. Seguido de
una incubacion a 36°C por 14 a 16 horas; los ensayos se realizaron por triplicado
(Klan¢nik et al., 2010; Barragan, 2012).

OBTENCION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM).

Este procedimiento se realizo por el método de Kirby Bauer utilizando la misma

metodologia descrita anteriormente, para este ensayo de difusion en disco 1 ml de
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cada bacteria se suspende y se extiende uniformemente en un medio de
crecimiento soélido (caja de petri) y se colocan discos de papel estériles (6 mm de
diametro) y se impregnan con 25 pl de extracto crudo en diferentes diluciones un
control positivo y respectivamente el control negativo, se incuban a37°C durante
24 horas. La actividad inhibitoria minima se determino con la concentracion mas
baja de extracto de la panta que produjo una zona de inhibicion.(Ardila et al., 2009;
Klan¢nik et al., 2010) Este se calculd teniendo como referencia la medicion del
diametro de la zona de inhibicion del control positivo y la medicion del halo de los

extractos (Barragan, 2012)

OBTENCION DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA.

Para este procedimiento se realiz6 por el método de Courvalin et al (2006).
Preparando 1 ml de la muestra para afadirla a 9 ml de caldo estérii MH que
contiene bacterias en una concentraciéon de 1 x 107 UFC/ml. Un control positivo
que contiene 1ml de bacterias en 9 ml de caldo estérii MH, Dos controles
negativos, uno que contiene 10 ml de caldo estéril MH y el otro que contiene 1 ml
de muestra en 9 ml de caldo estérii MH. Las colonias supervivientes son
evaluadas a diferentes tiempos fijos (0, 5, 15, 30 min, 1, 2, 4, 6, 24 h).Un efecto
bactericida se defini6 como una reduccion del 5 log para el inoculo inicial en un
plazo de 1 h, segun lo recomendado por la asociacién Francesa de Normalizaciéon
(AFNOR). (Mayaud et al., 2008)

ANALISIS ESTADISTICO.

Realizar el analisis de datos, por medio de estadistica descriptiva donde se
utilizaran la medidas de tendencia central como la media ( X ), desviacion estandar
(S) y error estandar (E.E). Asi mismo, se realizara un analisis de varianza
(ANOVA).
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VI RESULTADOS

Identificacién de cepas ATCC

Se hicieron diferentes tipos de medios selectivos para aislar los microorganismos y
asi llevar a cabo una identificacion y corroboracion bacteriana observando al
microscopio las diferentes cepas con las que contamos como se describe a
continuacion: el medio Agar MacConkey utilizandolo para, Escherichia. coli 25922,
Escherichia. coli ATCC 27543, Escherichia. coli Enterotoxigenico S/N, el Agar
S110 utilizado para Staphylococcus. aureus ATCC 25923 y Staphylococcus.
aureus ATCC 27543, Agar Sangre para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Bacillus cereus ATCC 14879 y Listeria monocytogenes ATCC 7644 y el Agar
Shigella Salmonella para Salmonella typhimurium ATCC 14027 y Shigella sonnei
SIN.

Una vez que se crece y se aislan en medios selectivos se observan la
caracterizacion e identificacion de las cepas.

Como se ilustra en las (figura 3, figura 4 y figura 5) se observa la morfologia que
corresponde al microorganismos Escherichia coli como son colonias aisladas,
medianas, circulares, convexas y bordes redondeados; y la vista microscépica a
100 X de una de las colonias al realizarle tincion Gram donde se observa una
coloracion rojiza por lo que corresponden a bacterias Gram negativa, ademas de

ser bacterias en forma de bacilos cortos y rectos.
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Escherichia coli ATCC 27543

Figura 3 (a) Caracteristicas de las colonias tipicas de los aislados cultivados en
agar McConkey; (b) Micrografia (100x) de los aislados con tincion Gram.

Escherichia coli ATCC 25922

Figura 4 (a) Caracteristicas de las colonias tipicas de los aislados cultivados en
agar McConkey; (b) Micrografia (100x) de los aislados con tincion Gram.
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Escherichia coli Enterotoxigenica S/N
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Figura 5. (a) Caracteristicas de las colonias tipicas de los aislados cultivados en
agar McConkey; (b) Micrografia (100x) de los aislados con tincion Gram.

A continuacion en la (figura 6 y figura 7) se muestra la morfologia que corresponde
al microorganismo Staphylococcus aureus, siendo colonias circulares bien
definidas, lisas y convexas, presentando la coloracion dorada que ocasiona el
medio, ademas se ilustra la vista microscopica a 100 X de una de las colonias al
realizarle tincion Gram donde se observan cocos con una coloracion morada de la
bacteria que correspondiente a una bacteria Gram positiva y la formacién de
racimos siendo esta la forma en que se agrupa.

Staphylococcus aureus atcc 27543

Figura 6. (a) Caracteristicas de las colonias tipicas de los aislados cultivados en
agar Sal y Manitol; (b) Micrografia (100x) de los aislados con tincion Gram.
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Staphylococcus aureus atcc 25923

Figura 7. (a) Cafa&teristicas de las colonias tipicas de los aislados cultivados en
agar Sal y Manitol; (b) Micrografia (100x) de los aislados con tincion Gram.
En la (figura 8) se muestra la morfologia correspondiente al microorganismo
Listeria  monocytogenes observando colonias circulares y pequefias de color
grishceas y la presencia de B-hemolisis provocada por el medio; y la vista
microscopica a 100 X de una de las colonias al realizarle tincion Gram donde se
observa bacilos pequefios con una coloracibn morada por lo que representan a

una bacteria Gram positiva.

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Figura 8. (a) Caracteristicas de las colonias tipicas de los aislados cultivados en
agar Sangre; (b) Micrografia (100x) de los aislados con tincion Gram.
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Como se observa en la (figura 9) la morfologia que corresponde al
microorganismo Salmonella typhimorium como son colonias circulares bien
definidas y convexas con un centro de color negro y un borde claro; y la vista
microscopica a 100 X de una de las colonias al realizarle tincion Gram donde se
observan bacterias en forma de bacilos cortos con una coloracion rojiza por lo que

corresponde a microorganismos Gram negativos.

Salmonella typhimorium ATCC 14028

Figura 9. (a) Caracteristicas de las colonias tipicas de los aislados cultivados en
agar SS; (b) Micrografia (100x) de los aislados con tincion Gram.

Como se ilustra en la (figura 10) la morfologia que corresponde al microorganismo
Pseudomonas aeruginosa siendo colonias pequefas, circulares, convexas, lisas,
de una coloracion opaca, ademas de la presencia de una B-hemolisis; y la vista
microscopica a 100 X de una de las colonias al realizarle tincion Gram donde se
observa microorganismos en forma de bacilos con una coloracién rojiza por lo que

corresponde a una bacteria Gram negativa.
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Figura 10. (a) Caracteristicas de las colonias tipicas de los aislados cultivados en
agar Sangre; (b) Micrografia (100x) de los aislados con tincion Gram

En la (figura 11) se observa la morfologia correspondiente al microorganismo
Bacillus cereus como son colonias grandes y circulares, ligeramente amarillas con
un centro mas brillante, ademas de la presencia de una B- hemolisis total y la vista
microscopica a 100 X de una de las colonias al realizarles una tincion Gram
observando bacterias en forma de bacilos muy largos y grandes tefidos de color
morado correspondiente a microorganismos Gram positivos.

Bacilus cereus ATCC 14579
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Figura 11. (a) Caracteristicas de las colonias tipicas de los aislados cultivados en

agar Sangre; (b) Micrografia (100x) de los aislados con tincion Gram.
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Por ultimo se muestra en la (figura 12), la morfologia que corresponde al
microorganismo Shigella sonnei S/N presentando colonias rosadas, chicas e
irregulares, con un borde de apariencia trasparente; y la vista microscépica a 100
X de una de las colonias al realizarle tincion Gram donde se observan bacilos
medianos con una coloracion rojiza por lo que corresponde a bacterias Gram

negativa.

Shigella sonnei ATCC S/N

Figura 12. . (a) Caracteristicas de las colonias tipicas de los aislados cultivados en
agar SS; (b) Micrografia (100x) de los aislados con tincion Gram

Evaluacién de contaminacion de muestras de extracto crudo de berro.

Se analizaron dos diferentes extractos crudos de Berro (Nasturtium officinale), uno
fue de la planta recolectada en un mercado de la ciudad de Morelia, Michoacéan; y
el otro se recolecto en un supermercado del mismo lugar, ya que se supone que
los productos que se venden en un supermercado llevan un proceso de inocuidad
y este va regulado por las normas de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) y el Servicio Nacional de
Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) de las reformas de la
Ley de Sanidad Agropecuaria incorporada a la inocuidad, por lo que deben estar
mas limpios; mientras que el Berro de mercado es vendido una vez que se

recolecta de lagos, rios o lagunas y este no lleva un proceso de inocuidad, ya que
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muchos de los sitios de recoleccién estan contaminados por tener contacto con
aguas negras, contaminacion de suelo, por lo que puede estar sucio y
contaminado de agentes infecciosos, de manera que las personas que lo
consumen tienen que someterlo a un proceso de desinfeccion, como es un lavado

con agua limpia y diversos desinfectantes.

Al hacer una siembra del extracto crudo de berro del mercado y supermercado, se

observo crecimiento masivo de bacterias como lo podemos ver a continuacion.

U L =

Figura 13. (a) Siembra masiva del extracto crudo de berro de mrcado; (b)

siembra del extracto crudo de berro del supermercado

En la (figura 13) se observa el crecimiento bacteriano de los extractos crudos de
berro observadas después de 24 horas de incubacion. Se observa el crecimiento
bacteriano de cada uno de los extractos y se realiza una tincibn Gram para
observar sus caracteristicas microscopicas determinando su diferenciacion
bacteriana para saber al grupo de microorganismos al que pertenecen siendo

estas Gram positivas o0 Gram negativas segun sea el caso.
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Micrografia (100x) del crecimiento bacteriano.

e ) ‘/.
Figura 15. (a) Siembra masiva del extracto crudo de berro del supermercado; (b)
Micrografia (100x) del crecimiento bacteriano.
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En la Tabla 4 se ilustran los resultados de las figuras 14 y 15, en las que se
observo el crecimiento de los extractos obtenidos tanto del mercado como del
supermercado, ademas de su morfologia al realizarles tincion Gram. Encontrando
que hay menor porcentaje de crecimiento bacteriano en la muestra obtenida del
supermercado en comparacion a la del mercado de acuerdo a un recuento de
viables (UFC).

Tabla 4. Crecimiento de extractos de berro obtenidos de dos diferentes lugares.

Resultados de muestras de extractos crudos de Berro (Nasturtium officinale)

Muestra Tincién Gram Porcentaje de

crecimiento
Extracto crudo . . 95 % de
Cocos y bacilos Gram negativos y cocos y -
de berro del . . crecimiento en
cocobacilos Gram positivos.
mercado placa
Extracto crudo . " . 65% de
Bacilos Gram positivos y cocos y bacilos S
de berro de . crecimiento en
Gram negativos
supermercado la placa

Evaluaciéon de efectividad de antibacterianos comerciales

Al observar la contaminacién de ambos extractos se prepararon 4 extractos mas,
dos de Berro del mercado y dos de Berro del supermercado, pero estos,
sometidos a dos procesos de desinfeccion por separado, con la finalidad de
determinar cudl desinfectante es mas eficaz para el tratamiento de esta planta,
Berro (Nasturtium officinale). Las primeras dos porciones de Berro (mercado y
supermercado) se le aplico un lavado con agua abundante y posterior se agrego6 el
desinfectante comercial a base de plata ionizada al 0.35% con la cantidad de 8
gotas por litro de agua durante 15 minutos y a las dos porciones restantes se les
aplico un lavado con agua y se les sumergié en cloro comercial en una
concentracion de 10 gotas por litro de agua durante 15 minutos, pasando el tiempo
se realiz6 un lavado con agua destilada, se hicieron los extractos y asi una

siembra masiva de cada uno de ellos.

En la (figura 16) se muestra el crecimiento bacteriano de cada uno de los extractos

después de 24 horas de incubacion, se tomo una muestra a la que se realizé una
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tincion de Gram y se observo su diferenciacién bacteriana asi como al grupo de

bacterias al que pertenecen siendo Gram positivas o0 Gram negativas.

Figura 16. (a) Crecimiento bacteriano del extracto crudo de berro de mercado
tratado con desinfectante comercial; (b) Crecimiento bacteriano del extracto crudo
de berro de supermercado tratado con desinfectante comercial; (c) Crecimiento
bacteriano del extracto crudo de berro de mercado tratado con cloro; (d)
Crecimiento bacteriano del extracto crudo de berro de supermercado tratado con
tratada con cloro.
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Figura 17. (a) Siembra masiva del extracto crudo de berro del mercado tratado con

desinfectante comercial; (b) Micrografia (100x) del crecimiento bacteriano.

P

Figura 18. (a) Siembra masiva del extracto crudo de be

rro del supermercado
tratado con desinfectante comercial; (b) Micrografia (100x) del crecimiento

bacteriano.
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Figura 19(a) Siembra masiva del extracto crudo de berro del mercado tratado con
cloro; (b) Micrografia (100x) del crecimiento bacteriano.
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Figura 20. (a) Siembra masiva del extracto crudo de berro del supermercado
tratado con cloro; (b) Micrografia (100x) del crecimiento bacteriano.
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En la tabla 5 se puede observan resultados de las figuras 15, 16,17 y 18, donde se
pueden apreciar el crecimiento de los extractos tratados con diferentes
desinfectantes encontrando que hay menor porcentaje de crecimiento bacteriano
en las muestras tratadas con cloro en comparacibn a las tratadas con
desinfectante a base de plata ionizada, esto de acuerdo a un recuento de viables
(UFC).

Tabla 5 Inhibicidon de crecimiento de extractos de berro tratados con desinfectante
comercial y cloro.

Resultados de muestras de extractos crudos de Berro (Nasturtium officinale)
sometidos a procesos de desinfeccion.

Porcentaje de

Muestra Tincién Gram o
crecimiento
Extracto crudo de berro Coco y bacilos Gram 45 % de crecimiento en
del mercado tratado con .
negativos. placa

desinfectante comercial.

Extracto crudo de berro
del mercado tratado con Bacilos Gram negativos.
cloro.

10 % de crecimiento en
placa

Extracto crudo de berro
del supermercado tratado
con desinfectante
comercial

Bacilos Gram positivos y
bacilos grandes Gram
negativos

15 % de crecimiento en
placa

Extracto crudo de berro
del supermercado tratado | Bacilos, Gram negativos.
con cloro.

5 % de crecimiento en
placa

Evaluacién de actividad antibacteriana del extracto crudo

Se determinaron los valores de la concentracién inhibitoria minima (CIM) de
extractos de la planta de berro, como una evaluacibn de su actividad

antimicrobiana contra bacterias ATCC.

En la siguiente (tabla 3) se muestran las cepas ATCC utilizadas para evaluar la
actividad antibacteriana de los diferentes extractos y medicamentos (controles
positivos) a los que estos microorganismos son sensibles, asi como su

concentracion y en que diluciones son utilizados.
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Tabla 6. Cepas ATCC utilizadas en los antibiogramas y medicamentos.

Cepa ATCC

Antibidtico

Concentracion

Dilucién

Escherichia coli
ATCC 25922

Gentamicina

80 mg/2mL

1:256

Escherichia coli
ATCC 27543

Gentamicina

80 mg/2mL

1:256

Escherichia coli
enterotoxigenica
LESP-1110-7

Gentamicina

80 mg/2mL

1:256

Staphylococcus
aureus ATCC
25923

Penicilina

500 mg/2mL

1:256

Staphylococcus
aureus ATCC
27543

Penicilina

500 mg/2mL

1:256

Pseudomonas
aeruginosa ATCC
27853

Gentamicina

80 mg/2mL

1:128

Salmonella
typhimorium ATCC
14028

Ciprofloxacino

750 mg/5mL

1:8196

Shigella sonnei
ATCC LESP-Sde
1308-1

Gentamicina

80 mg/2mL

1:256

Listeria
monocytogenes
ATCC 7644

Gentamicina

80 mg/2mL

1:256

Bacillus cereus
ATCC 14579

Gentamicina

80 mg/2mL

1:256

Posteriormente se evalud la actividad antibacteriana del extracto acuoso de Berro
contra las diferentes bacterias de ATCC para saber si tiene efecto antibacteriano y
determinar en qué dilucién se encuentra la minima concentracion en la que el

extracto acuoso empieza a inhibir el crecimiento de la bacteria con la formacion de

un halo.

A continuacién en la (tabla 7 y figura 21) se observa la actividad antibacteriana

gue ejerce el extracto crudo de Berro contra Staphylococcus aureus ATCC 25923

mismas que expone la CIM necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano.
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Tabla 7. Concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto crudo de berro contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
1:1 12 mm
Extracto acuoso 1:2 8.6 mm
0.57 mg/ml 1:4 8 mm
1:8 5.6 mm 0.071 mg/mi
Penicilina 500
1:256 17.3 mm 1.953 mg/ml
mg/2mL

Figura 21. Antibiograma del extracto crudo de berro contra Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Gerardo Madrigal Murillo
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En la (tabla 8 y figura 22) se observa la actividad antibacteriana del extracto crudo
de Berro contra Escherichia coli ATCC 25922, donde se puede observar que la

CIM obtenida es menor que la encontrada ante S. aureus (Tabla 7).

Tabla 8. Concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto crudo de Berro contra
Escherichia coli ATCC 25922

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicién
1:1 11.3 mm
Extracto acuoso 1:2 8 mm
0.57 mg/ml 1:4 8 mm 0.1425 mg/ml
1:8 -
Gentamicina 80
1:256 18 mm 0.3125 mg/ml
mg/2mL

Figura 22. Antibiograma del extracto crudo de berro contra Escherichia coli ATCC
25922
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Por ultimo en la (tabla 9), se muestra una comparacion de las concentraciones
inhibitorias minimas de antibiéticos y del extracto acuoso de berro, se puede
observar que hay algunas bacterias en las que el berro no mostro actividad

antibacteriana.

Tabla 9. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de antibiéticos y del extracto

crudo de Berro (Nasturtium officinale) contra las distintas bacterias.

Cepas ATCC Antibi6ticos Berro
Escherichia coli ATCC
0.3125 mg/ml 0.1425 mg/ml
25922
Escherichia coli ATCC )
0.3125 mg/ml Negativo *
27543
ETEC S/N 0.3125 mg/ml Negativo *
Staphylococcus aureus
1.953 mg/ml 0.316 mg/ml
ATCC 25923
Staphylococcus aureus _
1.953 mg/ml Negativo *
ATCC 27543
Pseudomonas _
. 0.3125 mg/ml Negativo *
aeruginosas ATCC 27853
Salmonella typhimorium _
11.728 mg/ml Negativo *
ATCC 14028
Shigella sonnei _
0.3125 mg/ml Negativo *
S/IN
Bacillus cereus ATCC _
0.3125 mg/mi Negativo *
14579
Listeria monocytogenes )
0.3125 mg/ml Negativo *
ATCC 7644

Los datos muestran la concentracion inhibitoria minima. Los asteriscos
representan los valores estadisticos que tiene significancia (p<0.05) (ANOVA
seguida de una prueba de post-hoc de Tukey)
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Evaluacion de la actividad antibacteriana de la fraccién sin pigmentos
Como se sefiala en la (tabla 10) la fraccidén sin pigmentos de la planta de berro, no

se observo actividad antibacteriana contra las cepas ATCC analizadas.

Tabla 10. Concentracion inhibitoria minima de la fraccion sin pigmentos de berro
de Berro (Nasturtium officinale) contra las distintas bacterias.

Actividad antibacteriana de la Fraccién sin Pigmentos

Cepas ATCC Antibi6ticos Berro
Escherichia coli ATCC 25922 0.3125 mg/ml Negativo *
Escherichia coli ATCC 27543 0.3125 mg/ml Negativo *

ETEC S/N 0.3125 mg/ml Negativo *
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1.953 mg/ml Negativo *
Staphylococcus aureus ATCC 27543 1.953 mg/ml Negativo *

Pseudomonas aeruginosas ATCC )
97853 0.3125 mg/ml Negativo *
Salmonella typhimorium ATCC 14028 11.728 mg/ml Negativo *
Shigella sonneiS/N 0.3125 mg/ml Negativo *
Bacillus cereus ATCC 14579 0.3125 mg/ml Negativo *
Listeria monocytogenes ATCC 7644 0.3125 mg/ml Negativo *

Los datos muestran la concentracién inhibitoria minima. Los asteriscos
representan los valores estadisticos que tiene significancia (p<0.05) (ANOVA
seguida de una prueba de post-hoc de Tukey)

Evaluacion de la actividad antibacteriana de pigmentos acetdnicos y
alcoholicos.

Al realizar la evaluacion de la actividad antibacteriana de los pigmentos aceténicos
de Berro (Nasturtium officinale) se observéd actividad contra diferentes bacterias
ATCC como: ETEC S/N, Escherichia coli ATCC 25922, Eschericha coli ATCC
27543, Staphylococcus aureus ATCC 27543, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Shigella sonnei S/N, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Bacillus
cereus ATCC 14579.
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Tabla 11. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos acetonicos contra

la cepa ETEC S/N.

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 8.6 mm
Pigmentos
o 1:2 8 mm
acetonicos
1:4 7.6 mm 1 mg/ml
4 mg/ml
1:8 -
Gentamicina
1:256 21.3 mm 0.312 mg/ml
80 mg/2MI

Figura 23. Actividad antibacteriana de los pi
Escherichia coli enterotoxigénica S/N.

Gerardo Madrigal Murillo
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Tabla 12. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos acetonicos contra
la cepa Escherichia coli ATCC 25922.

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 8.6 mm
Pigmentos
o 1:2 2.6 mm
acetonicos
1:4 2.6 mm 1 mg/ml
4 mg/ml
1:8 -
Gentamicina
1:256 16 mm 0.3125 mg/ml
80 mg/2mL

Figura 24. Actividad antibacteriana de los pigmentos acetdnicos del Berro contra

Gerardo Madrigal Murillo

Escherichia coli ATCC 25922.

68



o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 9.3 mm
Pigmentos
o 1:2 8 mm
acetonicos
1:4 5 mm
4 mg/ml
1:8 3 mm 0.5 mg/ml
Gentamicina
1:256 18 mm 0.3125 mg/ml
80 mg/2mL

Figura 25. Actividad antibacteriana de los pigmentos acetonicos del Berro

(Nasturtium officinale) contra Escherichia coli ATCC 27543.

Gerardo Madrigal Murillo

Tabla 13. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos acetonicos contra
la cepa Escherichia coli ATCC 27543.
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Tabla 14. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos aceténicos contra

la cepa Shigella sonei S/N.

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 8 mm
Pigmentos
o 1:2 9.3 mm
acetonicos
1:4 8 mm
4 mg/ml
1:8 5.3 mm 0.5 mg/ml
Gentamicina
1:256 17.3 mm 0.3125 mg/ml
80 mg/2mL

Figura 26. Actividad antibacteriana de los pigmentos acetonicos del Berro contra
Shigella sonnei S/N.
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Tabla 15. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos acetonicos contra
la cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 7.3 mm
Pigmentos
o 1:2 6 mm
acetonicos
1:4 8.3 mm
4 mg/ml
1:8 6.3 mm 0.5 mg/ml
Gentamicina
1:256 12 mm 0.3125 mg/ml
80 mg/2mL

Figura 27. Actividad antibacteriana de los pigmentos aceténicos del Berro contra
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Tabla 16. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos acetonicos contra

la cepa Bacillus cereus ATCC 14579.

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 6 mm
Pigmentos
o 1:2 6 mm
acetonicos
1:4 5.3 mm
4 mg/ml
1:8 4.6 mm 0.5 mg/ml
Gentamicina
1:256 14.6 mm 0.3125 mg/ml
80 mg/2mL

Figura 27. Actividad antibacteriana de los pigmentos aceténicos del Berro contra
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Tabla 17. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos acetonicos contra
la cepa Staphylococcus aureus ATCC 27543.

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 11.3 mm
Pigmentos
o 1:2 5.3 mm
acetonicos
1:4 3.3 mm
4 mg/ml
1:8 2.6 mm 0.5 mg/ml
Penicilina 500
1:256 14.6 mm 1.953 mg/ml
mg/2mL

Figura 28. Actividad antibacteriana de los pigmentos acetdnicos del Berro contra
Staphylococcus aureus ATCC 27543.
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Tabla 18. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos acetonicos contra
la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 8.6 mm
Pigmentos
o 1:2 5 mm
acetonicos
1:4 5 mm 1 mg/ml
4 mg/ml
1:8 -
Penicilina 500
1:256 32 mm 1.953 mg/ml
mg/2mL

Figura 29. Actividad antibacteriana de los pigmentos aceténicos del Berro contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923

A continuacion en la (tabla 19), se presentan los resultados generales de la
actividad antibacteriana de pigmentos acetonicos de Berro (Nasturtium officinale)

contra el grupo de cepas ATCC que tuvo un efecto antibacteriano y las bacterias a
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las que no logro inhibir su crecimiento, asi como la concentracion inhibitoria
minima (CIM) con respecto al control positivo y con esto poder hacer un analisis

de la inhibicion que ocasiona este extracto.

Tabla 19. Resultados generales de la actividad antibacteriana de pigmentos
aceténicos de Berro (Nasturtium officinale) contra las distintas bacterias.

Actividad antibacteriana de los pigmentos aceténicos.

Cepas ATCC Antibi6tico Berro
Escherichia coli ATCC 25922 0.3125 mg/ml 1 mg/ml
Escherichia coli ATCC 27543 0.3125 mg/ml 0.5 mg/ml

ETEC S/N 0.3125 mg/ml 1 mg/ml
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1.953 mg/ml 1 mg/ml
Staphylococcus aureus ATCC 27543 1.953 mg/ml 0.5 mg/ml

Pseudomonas aeruginosa ATCC
0.3125 mg/ml 0.5 mg/ml
27853
Salmonella typhimorium ATCC 14028 11.728 mg/ml Negativo *
Shigella sonnei
0.3125 mg/ml 0.5 mg/ml
SIN

Bacillus cereus ATCC 14579 0.3125 mg/ml 0.5 mg/ml

Listeria monocytogenes ATCC 7644 0.3125 mg/ml Negativo *

Los datos muestran la concentracién inhibitoria minima. Los asteriscos
representan los valores estadisticos que tiene significancia (p<0.05) (ANOVA
seguida de una prueba de post-hoc de Tukey).

PIGMENTOS ALCOHOLICOS

Al evaluar la actividad antibacteriana de los pigmentos alcohdlicos del Berro
(Nasturtium officinale) observamos actividad contra diferentes bacterias ATCC
como son Staphylococcus aureus ATCC 27543, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 y Bacillus cereus ATCC 14579.
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Tabla 20. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos alcohdlicos contra
la cepa Staphylococcus aureus ATCC 27543.

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 10 mm
Pigmentos
. 1:2 8.3 mm
alcohdlicos
1:4 5 mm
4 mg/ml
1:8 2.3 mm 0.5 mg/ml
Penicilina 500
1:256 13.3 mm 1.953 mg/ml
mg/2mL

Figura 30. Actividad antibacteriana de los pigmentos alcohodlicos de Berro contra
Staphylococcus aureus ATCC 27543.

Gerardo Madrigal Murillo
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Tabla 21. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos alcohdlicos contra
la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 12.6 mm
Pigmentos
) 1:2 8.6 mm
alcohdlico
1:4 7.3 mm 1 mg/ml
4 mg/ml
1:8
Penicilina 500
1:256 34.3 mm 1.953 mg/ml
mg/2mL

Figura 31. Antibacteriana de los pigmentos alcohodlicos de Berro contra

Staphylococcus aureus ATCC 27543

Gerardo Madrigal Murillo
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Tabla 22. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos alcohdlicos contra

la cepa Bacillus cereus ATCC 14579.

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 11.2 mm
Pigmentos
) 1:2 8.5 mm
alcohdlico
1:4 7.6 mm
4 mg/ml
1:8 4.6 mm 0.5 mg/ml
Gentamicina
1:256 20 mm 0.3125 mg/ml
80 mg/2mL

Figura 32. Actividad antibacteriana de los pigmentos alcohdlicos de Berro contra
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Tabla 23. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos alcohdlicos contra
la cepa Listeria monocytogenes ATCC 7644.

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 10.6 mm
Pigmentos
) 1:2 9.6 mm
alcohdlico
1:4 8.6 mm
4 mg/ml
1:8 7.3 mm 0.5 mg/ml
Gentamicina
1:256 18.6 mm 0.3125 mg/ml
80 mg/2mL

Figura 33. Actividad antibacteriana de los pigmentos alcohdlicos de Berro contra
Listeria monocytogenes ATCC 7644.

Gerardo Madrigal Murillo
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Tabla 22. Concentracion inhibitoria minima (CIM) de pigmentos alcohdlicos contra
la cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

o Halo de
Muestra Dilucion o CIM
inhibicion
11 10.6 mm
Pigmentos 1:2 8 mm
alcohdlico 1:4 8 mm
4 mg/ml 1:8 7.6 mm 0.5 mg/ml
Gentamicina
1:256 12 mm 0.3125 mg/ml
80 mg/2mL

Figura 34. Actividad antibacteriana de los pigmentos alcohdlicos de Berro contra
Pseudomonas eruginosa ATCC 27853.
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Por ultimo, en la (tabla 25), se presentan los resultados generales de la actividad
antibacteriana del pigmento alcohodlico del Berro (Nasturtium officinale) contra el
grupo de cepas ATCC que tuvo efecto antibacteriano y las bacterias a las que no
inhibié su crecimiento, ademas de exhibir la concentracion inhibitoria minima (CIM)

con respecto al control positivo.

Tabla 23. Resultados generales de la inhibicion bacteriana de los pigmentos
alcoholicos de Berro (Nasturtium officinale) contra todas las distintas bacterias.

Actividad antibacteriana de los pigmentos alcohdlicos

Cepas ATCC Antibidtico Berro
Escherichia coli ATCC 25922 0.3125 mg/ml Negativo *
Escherichia coli ATCC 27543 0.3125 mg/ml Negativo *

ETEC S/N 0.3125 mg/ml Negativo *
Staphylococcus aureus ATCC
1.953 mg/ml 1 mg/mi
25923
Staphylococcus aureus ATCC
1.953 mg/ml 0.5 mg/ml
27543
Pseudomonas aeruginosas ATCC
0.3125 mg/ml 0.5 mg/ml
27853
Salmonella typhimorium ATCC )
11.728 mg/ml Negativo *
14028
Shigella sonnei S/N 0.3125 mg/ml Negativo *
Bacillus cereus ATCC 14579 0.3125 mg/ml 0.5 mg/ml
Listeria monocytogenes ATCC 7644 0.3125 mg/ml 0.5 mg/ml

Los datos muestran la concentracion inhibitoria minima. Los asteriscos
representan los valores estadisticos que tiene significancia (p<0.05) (ANOVA
seguida de una prueba de post-hoc de Tukey)

En los resultados anteriores se observa la actividad antibacteriana de los
diferentes extractos de la planta de Berro (Nasturtium officinale), el extracto
acuoso, la fraccion sin pigmentos y los pigmentos acetonicos y alcohélicos contra

las diferentes bacterias de ATCC utilizadas en el presente trabajo, sefalando la
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inhibicion bacteriana que propicia cada una de las diluciones elaboradas y por

ende la concentracion inhibitoria minima en cada una de las pruebas.

Evaluacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM) del extracto
acuoso, pigmentos aceténicos y alcohdlicos de hojas de Berro (Nasturtium

officinale)

Se determinaron los valores de la CBM de los diferentes extractos de la planta de
Berro (Nasturtium officinale) evaluando su actividad bacteriostatica o bactericida
contra el grupo de bacterias que los extractos presentaron actividad
antibacteriana, como se observa a continuacion, la capacidad que tienen los
extractos para lisar por completo a la bacteria llamandole bactericida, o bien solo
detienen su crecimiento siendo bacteriostatico, en el caso del extracto crudo tiene
la capacidad de ser bactericida para las dos bacterias en las que presentaron
halos de inhibicién en el ensayo de Kirby Bauer como son E. coli ATCC 25922 y S.
aureus ATCC 25923 ya que hubo un descenso de la absorbancia al realizarles las
lecturas en los diferentes tiempo para la dilucion 1:1 con una concentracion de
0.4727 mg/ml para ambas bacterias como se observa en la (tabla 26 y 27), los
pigmentos acetdnicos también mostraron capacidad bactericida ya que se observa
un descenso de la concentracidbn de bacterias al realizar las lecturas en los
diferentes tiempos contra las diferentes bacterias en las que hubo inhibicién en el
ensayo de Kirby Bauer como son ETEC S/N, E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC
27543, P. aeruginosa ATCC 27853, B. cereus ATCC 14579, S. aureus ATCC
25923 Y S. aureus ATCC 27543 mostrando el minimo descenso en la dilucion 1:2
con una concentracién de 2 mg/ml para todas las bacterias anteriores, como se
puede observar en las (tablas 28, 29, 30, 32, 33, 34, y 35), mientras que para
Shigella sonnei S/N muestra el descenso en la dilucién 1:1 a una concentracion de

4 mg/ml como se observa en la (tabla 31).

Para los pigmentos alcohdlicos contra las bacterias en las que hubo halos de
inhibicion en el ensayo Kirby Bauer también se observéd un descenso en la lectura
de la absorbancia conforme transcurrié el tiempo, para S. aureus ATCC 25923 la

concentracion minima en la que hubo descenso se encontré en la dilucién 1:4
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teniendo una concentracién de 1 mg/ml como se muestra en la (tabla 36), para S.
ATCC 27543 la minima se encontro en la dilucién 1:2 con una concentracion de 2
mg/ml como se sefiala en la (tabla 37) y para L. monocytogenes ATCC 7644
expone el minimo descenso en la dilucién 1:2 con una concentracion de 2 mg/ml
como nos muestra la (tabla 40),y a diferencia de las bacterias anteriores para P.
aeruginosa ATCC 27853 y B. cereus ATCC 14579 no hay ningun descenso ni
incremento de la absorbancia al realizarles las lecturas en los diferentes tiempos
por lo que demuestra tener la capacidad de ser bacteriostatica como se presenta
en las (tablas 38 y 39).

En la (tabla 26) se observa la disminucion de la concentracion de la bacteria E .coli
ATCC 25922 conforme transcurre el tiempo en la dilucion 1:1 trabajada con el
extracto acuoso de Berro (Nasturtium officinale), exhibiendo la capacidad

bactericida en esta dilucidon con una concentracion de 0.4727 mg/ml.

Tabla 24. Concentracion bactericida minima (CBM) del extracto acuoso de Berro
(Nasturtium officinale) contra Escherichia coli ATCC 25922.

CBM (Extracto crudo)

Tiempo y absorbancia

Bacteria | Dilucion 0 5 min rr11|5n 30min{lhoral 2hr | 4hr | 6hr | 24 hr
C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0

C+ |0.007|0.008|0.008| 0.008 | 0.009 | 0.043 |0.207|0.376| 0.876

E.coli C.E ]0.982(0.985/0.978| 0.98 | 0.966 | 0.936 | 0.89 |0.887| 1.134

ATCC 1:1 |1.245]1.151(1.158| 1.188 | 1.105 | 1.094 |1.028|0.991| 0.929

25922 1:2 ]0.463]0.487|0.511| 0.557 | 0.56 | 0.765 |0.896|0.899 | 0.933

1:4 10.251]0.285]0.323| 0.35 | 0.38 | 0.56 |0.791|0.826| 1.022

En la siguiente (tabla 27) se muestra las disminucion de la lectura de la
absorbancias en la dilucién 1:1 de los diferentes tiempos medidos probando el
extracto acuoso del Berro (Nasturtium officinale) ante S. aureus ATCC 25922,
donde expone la capacidad bactericida a una minima concentracion de 0.4727

mg/ml.
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Tabla 27. Concentracion bactericida minima (CBM) del extracto acuoso del Berro

(Nasturtium officinale) contra Staphylococcus aureus ATCC 25922.

CBM (Extracto crudo)

Bacteria | Dilucién Tiempo y absorbancia

0 5min [ 15min [ 30min | 1 hr | 2hr | 4hr | 6 hr | 24 hr

C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C+ |0.008| 0.014 | 0.015 | 0.015 |0.019|0.055| 0.12 | 0.259|0.428
> C.E |[1.047]1.016 | 1.055 | 1.018 |1.022|1.009(1.123|1.232|1.163
AUTELs 1:1 |1.246| 1.165 | 1.217 | 1.153 |1.156|1.122|0.895|0.887 | 0.882
':;-;;z 1:2 |0.522| 0.472 | 0.505 | 0.482 |0.553| 0.64 |0.649|0.606 |0.725
1:4 ]0.276| 0.222 | 0.258 | 0.244 | 0.29 |0.428|0.489|0.459|0.815
1:8 |0.201| 0.216 | 0.179 | 0.174 | 0.21 | 0.356|0.443|0.397 | 0.883

En la (tabla 28) se ilustra la disminucién de la lectura conforme pasa el tiempo en
la dilucion 1:1 y 1:2 significando una menor concentracion de la bacteria ETEC

S/N contra el pigmento acetdnico del Berro (Nasturtium officinale), esto comprueba

la capacidad bactericida a una minima concentracion 2 mg/ml del extracto.

Tabla 25. Concentracion bactericida minima (CBM) de los pigmentos acetonicos
de berro (Nasturtium officinale) contra ETEC S/N.

CBM (PIGMENTOS ACETONICOS)
. o Tiempo y absorbancia
Bacteria | Dilucion 15 i T18 min |30 min| 1hr | 2hr | 4 hr | 6 hr | 24 hr
C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C+ 0.003|0.004| 0.005 | 0.01 |0.014|0.018|0.034|0.105|0.383
C.E 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ETEC )
S/N 11 1 1 1 1 1.933|1.756|1.126|1.113|0.405
1.2 1 1 1 1 1 1 [1.504| 1.13 |0.855
14 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1.8 1.227]1.283| 0.365 | 1.387 [{1.455|1.492|1.668| 0.52 |0.554

En la (tabla 29) se expone la capacidad bactericida a una minima concentracion
de 2 mg/ml del pigmento acetdénico de berro (Nasturtium officinale), ya que
muestra una disminucion de la concentracion de la bacteria E. coli ATCC 25922 en

la dilucién 1:1y 1:2 con respecto a los diferentes tiempos medidos.
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Tabla 29. Concentracion bactericida minima (CBM) de los pigmentos acetonicos
de berro (Nasturtium officinale) contra Escherichia coli ATCC 25922.

CBM (PIGMENTOS ACETONICOS)
. S Tiempo y absorbancia
Bacteria | Dilucion =g Ti5 min[30min| L hr | 2 hr | 4hr | 6 hr | 24 hr
C - 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C+ 0.004|0.003| 0.005 | 0.007 {0.011]0.013|0.019|0.226| 0.72
E. coli C.E 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ATCC 11 1 1 1.853 | 1.736 [1.482(1.427(1.048|0.947 |0.695
25922 1.2 1 1 1 1 1 1 1 1]0.902|0.871
1:4 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1.8 1.069(1.093| 1.112 | 1.194 [1.225(1.252|1.432|1.568|1.974

En la (tabla 30) se observa la disminucion de la bacteria E. coli ATCC 27543 con
respecto a los tiempos medidos en las diluciones 1:1 y 1:2, donde se exhibe la
capacidad bacteriostatica del pigmentos acetdnicos de Berro (Nasturtium
officinale) con el que se trabajo, dicha capacidad a una minima concentracién de 2

mg/ml.

Tabla 30. Concentracion bactericida minima (CBM) de los pigmentos acetdnicos
del berro (Nasturtium officinale) contra Escherichia coli ATCC 27543.

CBM (PIGMENTOS ACETONICOS)

Tiempo y absorbancia
Bacteria | Dilucion| | g a1 351 30 b ol ake | 6hr |24 hr
min min
C - 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C+ |0.004|0.005| 0.007 | 0.012 {0.015{0.023| 0.209 |0.502|0.795
E. coli C.E 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ATCC 11 1 1 1.86 | 1.636 |1.466|1.316|1.0795 | 0.97 | 0.77
27543 1:2 1 1 1 1 1 1 1 1 [1.404
14 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1:8 [1.079|1.106| 1.188 | 1.281 |1.414|1.424| 1.501 |[1.606| 1.72

En la (tabla 31) se observa la disminucion de la concentracion de la bacteria
Shiguella sonnei S/N conforme transcurre el tiempo para la dilucion 1:1 en una
concentracion minima de 4 mg/ml, trabajada con el pigmento acetdnico del Berro
(Nasturtium officinale), este resultado demuestra la capacidad bactericida de este

extracto.
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Tabla 31. Concentracion bactericida minima (CBM) de los pigmentos acetonicos
de berro (Nasturtium officinale) contra Shigella sonnei S/N.

CBM (PIGMENTOS ACETONICOS)
. S Tiempo y absorbancia

Bacteria | Dilucion == T e i T30 min| Lhr | 2hr | 4hr | 6 hr | 24 hr

C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C+ 0.004|0.004 | 0.006 | 0.013 |0.016(0.028|0.127|0.228|0.452

. C.E 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Shigella :
) 1:1 1 1 1.897 | 1.812 | 1.76 |1.649|0.933/0.938|0.631
sonnei S/N

1:2 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1:4 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1:8 1 1 1 1 1 1 1 1 1

En la siguiente (tabla 32) que muestra la capacidad bactericida del pigmento
aceténico de berro (Nasturtium officinale) contra P. aeruginosa ATCC 27853 al
observar una disminucién de la concentracion de la bacteria conforme pasa el
tiempo en la dilucion 1:1 y 1:2, dicha capacidad con una concentracion minima de

2 mg/ml.

Tabla 32. Concentracion bactericida minima (CBM) del de los pigmentos
acetdnicos de berro (Nasturtium officinale) contra Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

CBM (PIGMENTOS ACETONICOS)

Bacteria Dilucién Tiempo y absorbancia

O |5min|{15mi| 30min | 1hr | 2hr | 4hr | 6hr |24 hr

C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C+ ]0.003|0.005|0.007| 0.01 |0.014|0.025|0.064|0.147|0.288

Pseudomonas| C.E 1 1 1 1 1 1 1 1 1
aeruginosa 1:1 1 1 [1.903| 1.818 |1.536(1.419|0.927|0.788|0.542
ATCC 27853 1:2 1 1 1 1 1 |1.931/1.452|0.829(0.713

1:4 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1:8 1.24111.281(1.323| 1.341 [1.388/1.417|1.523|1.587|1.884

En la siguiente (tabla 33) presenta la capacidad bactericida a una minima
concentracion de 2 mg/ml del pigmento acetdnico de berro (Nasturtium officinale)
contra la bacteria Bacillus cereus ATCC 14879, ya que muestra una disminucion
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de la concentracion en la dilucién 1:1 y 1:2 con respecto a los diferentes tiempos

medidos

Tabla 33. Concentracion bactericida minima (CBM) de los pigmentos acetonicos

de berro (Nasturtium officinale) contra Bacillus cereus ATCC 14879.

CBM (PIGMENTOS ACETONICOS)

Bacteria | Dilucion Tiempo y absorbancia
0 5min|{15min|{30min| 1 hr | 2hr | 4hr | 6hr |24 hr
C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C+ |0.004|0.005| 0.009 | 0.013 |0.019]0.027|0.056|0.184 | 0.332
Bacillus C.E 1 1 1 1 1 1 1 1 1
‘f;%g 1:1 1 1 |1.938|1.834 [1.618|1.546/0.993|0.6480.432
14879 1:2 1 1 1 1 1 1 1 1 |1.897
1:4 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1:8 |1.054[1.071] 1.104 | 1.149 [1.175|1.206|1.309]1.361|1.515

En la (tabla 34) se muestra la disminucion de la absorbancias al realizar las

lecturas en los diferentes tiempos de la bacteria S aureus contra el pigmento

aceténico de berro (Nasturtium officinale), donde expresa la capacidad bactericida

minima en la dilucién 1:1 y 1:2 en una concentracién de 2 mg/ml.

Tabla 34. Concentracion bactericida minima (CBM) de los pigmentos acetonicos
de berro (Nasturtium officinale) contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

CBM (PIGMENTOS ACETONICOS)

Bacteria | Dilucion Tiempo y absorbancia
O |[5min|{15min|{30min| 1hr | 2hr | 4hr | 6hr |24 hr
C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C+ 0.002 [ 0.005| 0.007 | 0.012 |0.017|0.023|0.077 | 0.13 |0.451
S. aureus C.E 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ATCC 1:1 1 ]1.981|1.909 | 1.637 [1.484|1.311/0.944|0.813|0.636
25923 1:2 1 1 1 | 1.986 |1.891|1.723(1.819|1.669 |1.229
1:4 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1:8 ]0.929|0.942| 0.976 | 0.993 [1.021| 1.07 |1.203|1.179|1.229
En la (tabla 35) se ilustra la disminucion en la absorbancia conforme pasa el

tiempo en la dilucion 1:1 y 1:2 significando una menor concentracion de la bacteria

S. aureus ATCC 27543 contra el pigmento acetonico del Berro (Nasturtium
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officinale), esto comprueba la capacidad bactericida a una minima concentraciéon

de 2 mg/ml del extracto.

Tabla 35. Concentracion bactericida minima (CBM) de los pigmentos acetdnicos
de berro (Nasturtium officinale) contra Staphylococcus aureus ATCC 27543.

CBM (PIGMENTOS ACETONICOS)

Tiempo y absorbancia

Bacteria | Dilucion = T e min 30 min| Lhr | 2hr | 4hr | 6 hr | 24 hr
C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C+ |0.011(0.013| 0.016 | 0.022 |0.031|0.047 |0.096 |0.102 | 0.257
S. aureus C.E 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ATCC 1:1 1 1 | 1974 | 1.793 [1.621[1.528| 0.96 |0.921|0.712
27543 1:2 1 1 1 1 1 ]1.925|1.827|1.625|1.512
1:4 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1:8 [1.222(1.236| 1.26 | 1.287 |1.331|1.376|1.505|1.597 |1.241

La (tabla 36) muestra la disminucion de la concentracion de la bacteria S. aureus

ATCC 25922 con respecto a los tiempos leidos, en las que presenta capacidad

bacteriostatica para todas las diluciones del pigmento alcohdlico de Berro

(Nasturtium officinale) con una minima concentracion de 0.5 mg/ml.

Tabla 36. Concentracion bactericida minima (CBM) de los pigmentos alcohélicos
de Berro (Nasturtium officinale) contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

CBM (PIGMENTOS ALCOHOLICOS)

Bacteria

Dilucion

Tiempo y absorbancia

O |5min|{15min|{30min| 1hr | 2hr | 4hr | 6 hr |24 hr

C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C+ |0.005|0.005| 0.006 | 0.015 [0.022|0.029|0.043| 0.09 [0.234
S aureus | C.E ]0.307|0.292| 0.245 | 0.286 |0.227|0.287|0.276|0.278|1.243
ATCC 1:1 |0.354[0.327| 0.305 | 0.301 [0.2970.362|0.393|0.246|0.113
25923 1:2 |0.221/0.209| 0.18 | 0.178 | 0.17 | 0.24 |0.285|0.201|0.179
1:4 ]0.218(0.198| 0.176 | 0.168 |0.151|0.263|0.335|0.223|0.128
1:8 [0.094(0.113| 0.125 | 0.123 |0.085| 0.2 |0.271|0.141|0.055

En la (tabla 37) se observa una disminucion de la concentracion de bacteria S.

aureus ATCC 27543 en la dilucién 1:1 a medida de que transcurre el tiempo de
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lectura, presentando capacidad bacteriostatica en una minima concentracion de 4

mg/ml de los pigmentos alcoholicos de Berro (Nasturtium officinale).

Tabla 37. Concentracion bactericida minima (CBM) de los pigmentos alcohdlicos
de Berro (Nasturtium officinale) contra Staphylococcus aureus ATCC 27543.

CBM (PIGMENTOS ALCOHOLICOS)

Tiempo y absorbancia

Bactenia | DueIOn T S in [15 min [ 30 min | 1hr | 2hr | 4hr | 6 hr | 24 hr

C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0

C+ 10.005|0.006| 0.009 | 0.014 [0.023|0.031|0.077|0.098 |0.308

S aureus | C.E ]0.224[0.228] 0.235 | 0.23 | 0.23 [0.248|0.242|0.236 | 0.24

ATCC 1:1 |0.364/0.366| 0.372 | 0.306 |0.306|0.362|0.381|0.115|0.119

27543 1:2 [0.234|0.238| 0.243 | 0.161 |0.161[0.241|0.298 | 0.256 | 0.286

1:4 10.225(0.228 | 0.236 | 0.14 | 0.14 |0.276|0.315|0.346 | 0.305

1:8 |0.159/0.162| 0.177 | 0.098 |0.098|0.235|0.281|0.221|0.252

En la (tabla 38) presenta la absorbancia leida con forme pasa el tiempo. Donde no
se observa algun descenso o incremento de la absorbancia en la diferentes
diluciones trabajadas con el pigmento alcohélico de Berro (nasturtium officinale),

ante P. aeruginosalo ATCC 27853 que significa tener capacidad bacteriostética.

Tabla 38. Concentracion bactericida minima (CBM) de los pigmentos alcohodlicos
de Berro (Nasturtium officinale) contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

IBM (PIGMENTOS ALCOHOLICOS)

Tiempo y absorbancia

Bacteri Dilucié
acteria rucion 0 5 min 1.5 39 l1hr | 2hr | 4hr | 6hr |24 hr
min min

C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0

C+ |0.008|0.008| 0.01 | 0.017 {0.025]0.033/0.129|0.135|0.731

Pseudomonas| C.E |0.218[0.222] 0.221 | 0.222 [0.223[0.255(0.256]0.238{0.239

aeruginosa 11 0.29 |0.283| 0.276 | 0.244 |0.225| 0.22 | 0.28 {0.251|0.209

ATCC 27853 1:2 10.139/0.138| 0.136 | 0.107 |0.096|0.218|0.233|0.204 | 0.242

1:4 0.19 |0.182| 0.17 | 0.053 |0.146|0.247|0.323|0.209|0.198

1:8 ]0.113|0.129| 0.144 | 0.14 |0.133|0.291/0.321|0.186|0.126

En la siguiente (tabla 39) no se observa algin descenso o incremento de la

concentracion bacteriana leida en los diferentes tiempos trabajadas con el
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pigmento alcoholicos de Berro (nasturtium officinale), ante B. cereus ATCC 14579

lo que significa tener capacidad bacteriostética.

Tabla 39. Concentracion bactericida minima (CBM) de los pigmentos alcohdlicos
de Berro (Nasturtium officinale) contra Bacillus cereus ATCC 14579.

IBM (PIGMENTOS ALCOHOLICOS)

Tiempo y absorbancia

Bacteria | Dilucién

0 5min|15min|{30min| 1hr | 2hr | 4hr | 6 hr |24 hr
C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C+ 0.007|0.009| 0.011 | 0.018 |0.023| 0.03 |0.082|0.112|0.603
Bacillus C.E |0.225/0.223] 0.233 | 0.231 | 0.23 |0.239|0.238|0.253|0.248
f{‘é‘g 1:1 |0.296/0.291| 0.287 | 0.253 |0.251/0.268(0.115| 0.18 | 0.2
14579 1:2 0.169|0.164| 0.162 | 0.136 |0.111|0.282|0.078|0.103|0.209
1:4 0.189(0.187| 0.18 | 0.154 |0.123| 0.22 |0.104|0.097 |0.349
1:8 0.085|0.093| 0.095 | 0.076 |0.044|0.131|0.044|0.044]0.339
Por ultimo en la (tabla 40) se puede observar la disminucion de la concentracion
de la bacteria L. monocytogenes ATCC 7644 en los diferentes tiempos trabajada
con el pigmentos alcoholicos de Berro (Nasturtium officinale), donde expresa la
capacidad bactericida minima a una concentracion de 2 mg/ml.
Tabla 40. Concentracion bactericida minima (CBM) de los pigmentos alcohdlicos
de Berro (Nasturtium officinale) contra Listeria monocytogenes ATCC 7644.
IBM (PIGMENTOS ALCOHOLICOS)
Tiempo y absorbancia
Bacteri Dilucié
acteria rucion 0 5 min 15 39 1hr | 2hr | 4hr | 6hr |24 hr
min | min
C- 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C+ 0.007{0.007|0.009{0.016/0.028|0.036|0.078|0.113(0.621
Listeria C.E |0.222|0.227| 0.23 {0.229/0.233|0.233|0.236|0.233(0.248
monocytogenes 1:1 10.238/0.209|0.195|0.187(0.187| 0.17 |0.115|0.118(0.022
ATCC 7644 1:2 |0.122(0.113|/0.095| 0.09 |0.087| 0.13 [0.083|0.116|0.042
1:4 |0.133/0.106|0.093|/0.083|0.078| 0.11 | 0.07 | 0.03 {0.351
1:8 /0.038/0.029|0.018|0.015| 0.01 | 0.91 |0.014|0.042(0.119
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VIl DISCUSION

La investigacion de las plantas en la actualidad ha ido incrementando ya que
gracias a ello se comprueba que son efectivas para combatir microorganismos. En
este trabajo se evalud la actividad antibacteriana de los diferentes extractos de la
plata de Berro (Nasturtium officinale) asi como su capacidad bacteriostatica o
bactericida y también determinar la efectividad de los principales desinfectantes de
productos horticolas. La presente investigacion aporta la comprobacion de la
actividad antibacteriana, dicha informacion podré ser utilizada por la sociedad ya
gue como medicina alternativa puede emplearse para preservar la salud siendo
mas redituable por su bajo costo, ademas de que esta informacion puede ser una
opcion para la industria farmaceéutica, alimentaria, entre otras, ya que los
compuestos bioactivos de esta planta pueden representar un costo monetario de

ganancia.

Se realizé una identificacion bacteriana en medios selectivos para corroborar el
tipo y saber si sus caracteristicas morfoldgicas corresponden a la de la literatura.
Se comenzd por identificar en agar MacConkey al grupo de las Escherichia coli de
ATCC conocido como es la 25922 y la 27543 y una enterotoxigenica. Se
observaron colonias aisladas, medianas, circulares, convexas y sus bordes
redondeados con una coloracion rosada, como lo dice la literatura (Morse S. A. et
al. 2002; Carpenter. P.1979). El medio MacConkey es utlizado para la
recuperacion de enterobacterias y bacilos Gram negativos entéricos relacionados
de tal manera que no permite el crecimiento de otros microorganismos. Este
medio contiene sales biliares y cristal violeta que inhiben el desarrollo de las
bacterias Gram positivas, como fuente de carbono tiene la lactosa y como
indicador el rojo neutro, por ello se observa la coloracion rosada ya que la bacteria
fermentan la lactosa como fuente nutritiva de carbono. Al realizar un frotis de una
de las colonias y hacerles tincion Gram para una mayor seguridad se observo
colonias de bacilos de una coloracién rojiza que corresponde al grupo de bacterias
Gram negativas (Morse S. A. et al. 2002; Carpenter. P.1979).
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El agar Sal y Manitol se utiliz6 como medio selectivo para las Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Staphylococcus aureus ATCC 27543, lo que nos permitié
observar colonias bien definidas, lisas y convexas de una coloracién amarillosas,
ya que como es un medio de alta concentracion de cloruro sédico (75 g/l) la
mayoria de los microorganismos no crece a esta concentracion de sal, mientras
que estas bacterias si crecen teniendo como fuente de carbono el manitol y como
indicador al rojo fenol, por lo que permite aprovechar la patogenia y la capacidad
fermentadora de manitol de los Staphylococcus, por lo tanto se observan colonias
color amarillas ya que fermentan el manitol siendo indicativo de que son bacterias
patégenas, al hacer el frotis de una de las colonias y hacer tincibn Gram se
observaron cocos agrupados en racimos con una coloracién azul correspondiente

a bacterias Gram positivas.

Para las bacterias Bacillus cereus ATCC 14579, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 y Listeria monocytogenes ATCC 7644 se us6 agar Sangre como medio
selectivo para estas bacterias ya que tienen capacidad hemolitica, estas bacterias
producen enzimas extracelulares que actian sobre los glébulos rojos observando
halos hemoliticos alrededor de las colonias, se determina el tipo de hemolisis que
poseen: hemolisis a, es una hemolisis incompleta, caracterizada por la destruccion
parcial de la membrana de los eritrocitos a simple vista, esta se detecta por la
aparicién de una coloracion verdosa alrededor de la colonia. La beta hemolisis se
caracteriza por la destruccion total de la membrana y se detecta por la aparicion
de un halo transparente alrededor de la colonia. Cuando los microorganismos no
producen ningun tipo de hemolisis se dice que son gamma hemoliticos. En
Bacillus cereus se observaron colonias grandes e irregulares de color verdoso con
un centro brilloso y un halo transparente lo que indica una -hemolisis 0 hemolisis
total y al hacer el frotis de una de las colonias se les realizd tinciébn de Gram
observando bacilos largos y algunos agrupados en forma de pequefias cadenas
con una coloracion azul lo que corresponde al grupo de bacterias Gram positivas.
Para Pseudomonas aeruginosa presenta colonias redondeadas pequeniias,
convexas Y lisas, con una coloracion blanquizca opaca y la formacion de una halo

transparente lo que nos indica una bacteria 8 hemolitica y al realizarle una tincién
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de Gram a una de las colonias cuando se hizo su frotis se observo bacilos de color
rojizos lo que corresponde a una bacteria Gram negativa y la bacteria Listeria
monocytogenes en la que se observo colonias pequeias, redondas y convexas de
una coloracion grisacea con un halo transparente indicativo de un B hemolisis y al
realizare el frotis a una de las colonias y hacerles una tincion Gram muestra
bacilos pequefios de una coloracién azul, lo que corresponde a una bacteria que

pertenece al grupo de las Gram positivas (Morse.et al. 2002; Carpenter. P.1979).

El agar SS se emple6 como medio selectivo para Shigella sonnei S/N y
Salmonella typhimorium ATCC 15027. Este medio lleva sales biliares las cuales
inhiben a muchas enterobacterias y microorganismos Gram positivos, citrato
sodico y férrico, tiosulfato y el colorante verde brillante, que permiten la
visualizacion de microorganismos productores de sulfhidrico observandose
colonias con un centro negro. El caracter diferencial se basa en la fermentacion de
la lactosa. Incorpora rojo fenol que permite la diferenciacion de los no
fermentadores de lactosa (Salmonella spp y Shiguella spp) como colonias
incoloras, descrito en la literatura ya que en nuestros aislados para Shiguella
sonnei se observa colonias incoloras, transparentes, irregulares y de un tamafio
pequefio y al realizarles tincion de Gram muestra bacilos pequefios de color rojos
lo que corresponde a una bacteria Gram negativa, mientras que el aislado de la
bacteria Salmonella typhimorium se observaron colonias medianas, convexas con
un borde claro y centro negro, las cuales les dan forma y vulgarmente se les llama
0jo de pescado, a esta se le realizo tincion de Gram lo que permitié ver pequefios

bacilos Gram negativos por su coloracion roja (Morse et al. 2002; Carpenter.1979).

También se evalu6 la contaminacion de dos muestras de extracto crudo de la
planta de Berro (Nasturtium officinale), una obtenida en un mercado de la ciudad
de Morelia. Michoacan y la otra comprada en un supermercado de la misma
entidad, al hacer la siembra masiva de los extractos en Agar Mueller Hinton y
después del periodo de incubacion, se observd mas crecimiento de bacterias en la
muestra del extracto obtenida en el mercado a comparacion de la del
supermercado, esto se debe a que el supermercado obtiene los vegetales de
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empresas que las someten a un proceso de limpieza (SAGARPA y SENASICA),
ademas de que en ambas muestras se observaron diferentes caracteristicas
morfolégicas del crecimiento de las bacterias al ser incubadas, esto se asocia a
gue la planta conseguida en el mercado no es del mismo lugar donde se abastece
el supermercado e intervienen factores muy importantes como es el tratamiento de
limpieza para las plantas, el berro que es abastecido en el mercado es recolectado
de rios, lagos y del campo, lugares donde no hay un tratamiento para la limpieza
de las plantas, ademas de que estdan en contacto con la contaminacion que
propicia el humano como la basura, ademas de aguas negras o tratadas, mientras
que el berro del supermercado es de invernaderos en los que el agua para
alimentar a la planta proviene muchas veces de rios o lago y esta es administrada
a través del riego pero cuando ésta es escasa el agua utilizada proviene de aguas
residuales o aguas negras y esta provoca una contaminacion (Cisneros. 2003;
Prieto. 2004).

Se realiz6 una tincién de Gram para observar la morfologia microscopica, ademas
de proporcionar informacién sobre el grupo de bacterias al que pertenecen siendo
estas, Gram negativas o Gram positivas, encontrando una mezcla de bacterias y
gue existen tanto Gram positivas como negativas y en cuanto a su morfologia
microscoépica encontramos cocos, cocobacilos, bacilos, etc., esto concuerda con la
literatura ya que se ha reportado que las aguas negras son la principal fuente de
organismos patdgenos debido al desemboque de los drenajes. Estas aguas se
usan con frecuencia para el riego de cultivos de hortalizas (Carpenter, P. 1979),
algunos ejemplos de los microorganismos patdgenos presentes en las aguas
contaminadas y de origen entérico tales como: Salmonella: Bacilos (Gram
negativos), Shigella: Bacilos (Gram negativos), Vibrio cholerae: bacilos (Gram
negativos), E. coli: bacilos (Gram negativos), S. aureus: cocos (Gram positivos),
ademas de encontrar diferentes agentes infecciosos como son parasitos y virus
(Apella. 2006).

Se evaluo la efectividad de antibacterianos comerciales, dos diferentes

desinfectantes para tratar las dos distintas muestras de extracto crudo de berro
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(Nasturtium officinale) uno fue cloro comercial y el otro desinfectante a base de
plata ionizada al 0.35%, se observé que el cloro y el desinfectante a base de plata
son buenos antibacterianos, ya que limitan el crecimiento bacteriano en
comparacion con la muestra analizada anteriormente que no fue tratada con
ningun desinfectante, ademas de que al comparar estos dos desinfectantes se
observa que el cloro es mejor desinfectante ya que al hacer la siembra del extracto
crudo del berro de mercado y del supermercado previamente lavados y
desinfectados en un periodo de tiempo determinado no presentan el mismo
crecimiento, esto porque en el proceso de desinfeccién lisan muchos de los
microorganismos que estas plantas contienen en su exterior, analizando que el
crecimiento que se observa se podria deber a que es parte de la flora normal de la
planta, ya que se sabe que las plantas contienen bacterias en su flora normal,
mismas que son utilizada por éstas plantas en diferentes procesos bioguimicos
(Pérez. 2012).

Al observar el crecimiento bacteriano de cada una de las muestras se realiz6
tincibn de Gram para obtener informacién microscépica y saber el tipo de
microorganismos que contiene dicho crecimiento, se observa que para el caso del
extracto crudo de berro obtenido del mercado y llevado al proceso de desinfeccion
con ambos desinfectantes se pueden apreciar cocos y bacilos Gram negativos,
mientras que el extracto crudo de berro del supermercado llevado al proceso de
desinfeccién con cloro comercial se observan bacilos Gram negativos y pocos
bacilos Gram positivos, lo que corresponde a la literatura ya que menciona que los
microorganismos como las bacterias coliformes corresponden a la flora normal del
suelo, vegetacion y agua. Estas pertenecen al grupo de las Enterobacterias las
cuales tienen la capacidad de colonizar el interior de las plantas y desarrollarse
como patdégenos oportunistas. Este grupo de Enterobacterias posee resistencia a
antibioticos y sobreviven por largo tiempo en el suelo. Los agentes bacterianos
pueden ser Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Citrobacter y Proteus,
todos Bacilos (Gram negativos), estos siendo los mas comunes encontrados en el

interior de las plantas (Pérez. 2012).
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Por lo anterior se recomienda utilizar el cloro como agente desinfectante para
vegetales (frutas y hortalizas), ya que éste es mas eficaz para desinfectar y asi

prevenir algun tipo de infeccion causada por microorganismos.

En este trabajo se llevaron a cabo extractos de la planta de berro (Nasturtium
officinale), el extracto acuoso, pigmentos acetdnicos, pigmentos alcohdlicos y la
fraccion sin pigmento con la finalidad de probar su capacidad antibacteriana contra
el grupo de bacterias presentadas en la (tabla 6). En relacion con la actividad
antibacteriana del extracto crudo de la planta, se debe a que éste contiene todos
los componentes los cuales interactian con la bacteria y provocan una inhibicion,
a los componentes que se les atribuye dicha actividad son tanto compuestos poco
hidroxilados como carotenoides, clorofilas (a y b) y catequinas y compuestos
altamente hidroxilados o glicosiladas como tirilosido, astragalina y quercetina 3-
O.glucosa (Monge E et al, 1984; Avilés A et al., 2008). A comparacion de la
fraccidn sin pigmentos la cual no ocasion6 ningun efecto, esto porque no contiene

ninguno de los componentes a los que se les atribuye dicha actividad.

En cuanto a los extractos aceténicos y alcohdlicos se encontré que presentan la
capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano contra la mayoria de las bacterias
ATCC con las que se trabajo, por lo que podemos decir que la actividad
antibacteriana encontrada en los extractos es causada por los componentes
presentes en los pigmentos en esta planta, como son carotenoides, terpenoides o
flavonoides, estos Ultimos son sustancias naturales que se encuentran ligados, la
mayoria de las veces, a carbohidratos y se les atribuye la actividad antibacteriana
(Monge. et al, 1984; Avilés. et al., 2008; Tereschuk. et al., 2007).

Con los resultados obtenidos se comprueba la capacidad antibacteriana del berro
(Nasturtium officinale) para diferentes bacterias ATCC en comparacion con un
trabajo donde sélo se encontré que el extracto hexanico de N. officinale era muy
eficaz contra 3 diferentes bacterias patbgenas como son S. aureus, B. subtilis y P.
aeruginosa, mientras que otros extractos como el etandlico, acuoso y aceténico no

fueron efectivos (Penecilla y Magno, 2011).

Gerardo Madrigal Murillo 96



Por ultimo para evaluar la capacidad bactericida minima que presentaron los
diferentes extractos de la planta de Berro (Nasturtium officinale) se hicieron curvas
de crecimiento por el método de Courvalin et al (2006), este método nos permite
determinar la lisis bacteriana (bactericida) o si solo detiene su crecimiento
(bacteriostéatico). En este ensayo se comprobd que el extracto acuoso del berro
tiene la capacidad bactericida contra E. coli ATCC 25922 lisando a la bacteria en
la dilucion 1:1 que corresponde a una minima concentracién de 0.4727 mg/ml
como se ilustra en la (tabla 26), ademas de tener esta misma caracteristica para la
bacteria S. aureus ATCC 27543 como se observa en la (tabla 27), donde en
ambos resultados se observa una disminucion de la lectura de la concentracion de
la bacteria conforme transcurre el tiempo, mientras que en las demas diluciones
existe un incremento, esto sucede a razén de que en la dilucion 1:1 del extracto
acuoso contiene los componentes, como son compuestos poco hidroxilados y
sustancias altamente hidroxiladas o glicosiladas, ademas de que en esta dilucion
estos compuestos estan concentrados, lo que ayuda a inhibir el crecimiento
bacteriano hasta provocar una lisis de la bacteria (Monge. et al, 1984; Avilés. et
al., 2008).

En el caso del pigmento acetonico se comprobd que tiene la caracteristica de ser
bactericida para casi todas las bacterias como se muestra a continuacion: En el
caso de las Escherichia coli, la ATCC 25922, ATCC 27543 y la enterotoxigenica se
observo que este extracto ocasiona la lisis de la bacteria y esto se ve reflejado en
el descenso de las lecturas de la absorbancia conforme transcurre el tiempo, para
de Staphylococcus aureus tanto la ATCC 25923 como ATCC 27543 se muestra un
descenso de la concentracion de las bacterias con respecto al tiempo que se

mide.

Otro caso donde se observo un descenso en la concentracion de las bacterias al
leerlas en unidades de absorbancia para este extracto fue en Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 asi como Bacillus cereus ATCC 14579 donde presento
una disminucion de su concentracién a medida que pasa el tiempo de lecturas.

Por dltimo en la bacteria Shigella sonnei S/N el pigmento aceténico es menos
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eficaz para provocar su lisis ya que la disminucién de la concentracion de esta
bacteria va disminuyendo desde la dilucion 1:1 conforme van pasando las lecturas
mientras que en el resto registra el descenso en la dilucién 1:2, estos resultados
se asocian con la literatura ya que menciona que los pigmentos aceténicos
contienen compuestos poco hidroxilados como son la clorofila y carotenoides,
compuestos a los que se les atribuye dicha actividad (Monge. et al, 1984; Marcano
y Hasegawa. 1991).

En el caso del pigmento alcohdlico se observé actividad bactericida contra cinco
de las diez bacterias con la que se trabajo los microorganismos que mostraron
inhibicién de su crecimiento, fueron las siguientes: El grupo de las Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y ATCC 27543 ensefiando una mayor eficacia para la S.
aureus ATCC 25923 ya que se observa un descenso de las lecturas al pasar el
tiempo de medicion desde la dilucion 1:4, misma que desde entonces provoca una
lisis de la bacteria, mientras que el S. aureus ATCC 27543 muestra este descenso
mencionado anteriormente en la dilucion 1:1, otra bacteria en la que este extracto
presenta actividad bactericida es contra Listeria monocytogenes ATCC 7644
debido que al realizar el ensayo se observa un descenso de su concentracion con

respecto al tiempo de medicién provocando su lisis.

Por altimo se observo que el pigmento alcohdlico solamente tiene la capacidad de
ser bacteriostatico para las bacterias Pseudomonas aeruginosa ATCC 27859 y
Bacillus cereus ATCC 14579 ya que no presenta ningun descenso ni ascenso de
la concentracion bacteriana al efectuar las lecturas durante el tiempo marcado,
estos resultados de los pigmentos alcohdlicos se le atribuyen a que contienen
componentes altamente hidroxilados como flavonoides y polifenoles, compuestos
a los que se les adjudica dicha actividad inhibitoria (Tereschuk. et al., 2007;

Marcano y Hasegawa. 1991).

Es importante mencionar que estos datos aportan ampliamente a la investigacion,
ya que no hay muchos estudios que relacionen los extractos de esta planta como
agente antibacteriano, ademas de que no hay estudios que relacionen esta planta

con su caracteristica de ser bacteriostatica o bactericida.
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Por ultimo podemos mencionar que los extractos de Berro (Nasturtium officinale),
podrian ser usados como fuente de principios bioactivos con fines medicinales al
consumirlos como alimento contra las enfermedades que desencadenan las
bacterias empleadas en el presente trabajo, una vez realizados estudios mas

profundos que aseguren la utilidad para el consumo humanao.
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VIII CONCLUSION

Los extractos de la planta del Berro (Nasturtium officinale) tienen actividad

antibacteriana.

El cloro es el desinfectante mas efectivo para eliminar agentes infecciosos en

vegetales (frutas y hortalizas).

El extracto crudo de Berro (Nasturtium officinale) presenta actividad antibacteriana
contra E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 (CIM de 0.4727 mg/ml),

ademas de tener la capacidad bactericida para ambas bacterias.

Los pigmentos acetonicos presentan actividad antibacteriana contra S. aureus
ATCC 25923, S. aureus ATCC 27543, E. coli ATCC 27543, ETEC S/N, E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 y B. cereus ATCC 14579 (CIM de 2
mg/ml), y, S. sonnei S/N (CIM de 4 mg/ml) ademas de que este extracto tiene la
capacidad de ser bactericida mencionando que es menos eficaz para esta Ultima

por la concentracion requerida para provocar su apoptosis.

Los pigmentos alcohdlicos presentan actividad contra cepas ATCC como son: S.
aureus ATCC 25923 (CIM de 1 mg/ml) y S. aureus ATCC 27543, B. cereus ATCC
14579, P. aeruginosa ATCC 27853 y L. monocytogenes ATCC 7644 (CIM de 0.5
mg/ml), ademéas de que este extracto tiene la capacidad de ser bacteriostéatico y
bactericida, esta Ultima caracteristica aplica para las bacterias S. aureus ATCC
27543, L. monocytogenes ATCC 7644 y S.aureus ATCC 25923 donde ocasiona
una apoptosis, para esta ultima bacteria siendo el mas efectivo ya que ocupa una
menor concentracion para lisar por completo a la bacteria en comparacion a las
otras dos bacterias que ocupan una mayor concentracion y la capacidad
bacteriostatica para las bacterias B. cereus ATCC 14579 y P. aeruginosa ATCC
27853, ya que aunque este extracto provoca una inhibicion bacteriana, esta no es

la suficiente para provocar su lisis, por ello solo detiene su crecimiento.
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IX PERSPECTIVAS

Analizar los extractos y determinar qué compuesto es el que desencadena la

actividad antibacteriana.

Estudiar cual es el mecanismo de accion mediante el cual actian los componentes

de la planta de berro (Nasturtium officinale).

Evaluar y comparar mas tipos de desinfectantes ante el extracto crudo, FSP y

pigmentos alcohdlicos y acetonicos.
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