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Aloe barbadensis Mill.

Efectos bactericidas y bacteriostaticos en Escherichia coli

Resumen

El descubrimiento de la penicilina como el primer antibiotico por Alexander Fleming,
fue sin duda alguna un evento que cambié la historia y el rumbo de la medicina
moderna; sin embargo, la resistencia bacteriana, a pesar de ser un proceso
evolutivo de la propia terapia contra dichos microorganismos; constituye un
fenomeno que ha tomado gran relevancia en los ultimos afios, a consecuencia del
uso indiscriminado de agentes antibioticos, limitando con ello el efecto deseado al
reducir su efectividad; por lo cual, es necesario buscar otros agentes que puedan
ser utilizados como bactericidas o bacteriostaticos.

Este trabajo esta enfocado en los efectos bactericidas y bacteriostaticos del extracto
de Aloe barbadensis Mill en la bacteria Escherichia coli, microorganismo que forma
parte de la microbiota intestinal humana; sin embargo, algunas cepas actian como

agentes infecciosos, siendo responsables de diversas enfermedades.

Palabras claves: Antibidtico, bactericida, bacteriostaticos, cepas, Escherichia coli.

Justificacion

Hoy en dia la resistencia a los antibi6ticos constituye una grave amenaza para la
salud a nivel mundial como para la seguridad alimentaria, afectando a personas de
cualquier edad, raza o pais, a causa del uso indiscriminado de antibiéticos,
haciendo mas dificil el poder tratar enfermedades, como las causadas por la
Escherichia coli, siendo necesario reevaluar los agentes que son utilizados como
bactericidas y bacteriostaticos; y en este proyecto se analizaran las propiedades
con las que cuenta Aloe barbadensis Mill, con la finalidad de utilizarla como otra

opcion en el tratamiento contra Escherichia coli.
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1.1 Antibioticos: antecedentes historicos

El uso de agentes antimicrobianos data de 2.500 afios de antigiiedad, cuando la
civilizacion china utilizé la planta de soja en el tratamiento del carbunco; en la era
pre-antibidtica, el control de las enfermedades infecciosas se realizaba mediante
medidas de asepsia, uso de desinfectantes, antisépticos y vacunas (Bacteriana,
1999).

El descubrimiento de los antibiéticos ha sido uno de los logros mas importante y fue
en 1929, cuando Alexander Fleming descubre el primer antibiético: la penicilina.
Este tremendo éxito y la esperanza de hacer desaparecer las enfermedades
producidas por microbios se ven oscurecidos diez afios después por la aparicion de
las primeras resistencias (Bacteriana, 1999).

Si bien es cierto que la resistencia a los antibiéticos es un proceso evolutivo normal;
la resistencia bacteriana es un fendmeno creciente caracterizado por una
refractariedad parcial o total de los microorganismos al efecto del antibittico
generado principalmente por el uso indiscriminado e irracional de éstos y no sélo

por la presién evolutiva que se ejerce en el uso terapéutico (Sussmann et al, 2001).

1.2 Conceptos basicos

1.2.1 Antibidtico
Se le denomina antibiético a cualquier sustancia quimica producida por un
microorganismo, utilizada para eliminar o inhibir el crecimiento de otros
microorganismos infecciosos (Fernandez, 2015). Considerando que todo antibidtico
tiene como propiedad comun toxicidad selectiva y se dividen en bactericidas o
bacteriostaticos.

1.2.2 Bactericidas
Antibioticos que provocan la muerte del agente infeccioso, por lo cual es un proceso

irreversible (Fernandez, 2015).
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1.2.3 Bacteriostéticos

Antibiotico que bloquea el desarrollo y la multiplicacion del agente infeccioso, sin
lisar a la bacteria, por lo que su efecto es reversible al retirar dicho antibiético
(Fernandez, 2015)

1.2.4 Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana a los antibidticos se define como la capacidad de una
bacteria para sobrevivir en concentraciones de antibiético que inhiben o matan a
otras de la misma especie (Al6s, 2015). De tal forma que dicha resistencia, ejerce
efectos negativos al prolongar las estancias hospitalarias, incrementando costos

meédicos y generando un elevado aumento de la mortalidad.

1.3 Aloe barbadensis Mill

1.3.1 Definicion
La planta Aloe barbadensis Mill (Figura 1), es una hierba carnosa de 50-70 cm de
altura, hojas agrupadas hacia el extremo, con tallos de 30-40 cm de borde espinoso-
dentado, quimicamente se compone de polisacaridos, glicoproteinas vy
aminodcidos, constituye una especie de gran importancia en la medicina natural y

la industria (Buenfil y Jiménez, 2011).

Figura 1. Aloe barbadensis Mill (Ortiz, 2010)
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1.3.2 Historia y antecedentes de su uso

El Aloe barbadensis Mill es una planta nativa de las zonas tropicales de Asia y Africa
gue se conoce desde hace mas de 5,000 afios, también crece en diversas regiones
del Mar Mediterraneo, sus propiedades medicinales y cosmetolégicas han sido
divulgadas desde los tiempos de los faraones egipcios hace alrededor de 3,000
afios antes de cristo, traida al Continente Americano por navegantes europeos en
1492 conocida con el nombre de Zabaira (Ortiz, 2010)

El nombre Sabila proviene de la voz arabe "Sabbara” o "Sabaira’, que significa
amargo, el nombre genérico "Aloe™, el cual es empleado a nivel mundial que también
significa amargo, a causa del sabor acibarado de la savia de sus hojas. (Schweizer,
1994)

1.3.3 Propiedades quimicas

De la corteza verde de sus hojas se extrae una sustancia amarga, resinosa, de color
oscuro conocida como acibar o aloina, su contenido principal es agua, diversas
sustancias inorganicas (Cuadro 1) como: Na, K, Cl, Ca y P; y los principales
compuestos organicos que contiene son glucosa, proteinas, colesterol, triglicéridos,
acido salicilico, magnesio y zinc (Gage, 1999).

Quimicamente (Cuadro 1), el Aloe barbadensis Mill se caracteriza por la presencia
de constituyentes fendlicos generalmente clasificados en dos principales grupos: las
cromonas, como la aloensina y las antraquinonas (libres y glicosiladas) como la
barbaloina, isobarbaloina y la aloemodina; estos compuestos se encuentran en la
capa interna de las células epidermales. La aloina es un glicésido antraquindnico
que le confiere propiedades laxantes al acibar y se utiliza en preparados
farmacéuticos produciendo en ocasiones alergias a personas sensibles (Okamura y
col., 1996).
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Cuadro 1. Composicién quimica de la planta Aloe barbadensis Mill
(Dagne et al, 2000, Choi y Chung, 2003, Ni et al, 2004, Hamman y Viljoen, 2008)
Composicion | Compuestos
Antraquinonas Acido aloético, antranol, acido cindmico, barbaloina, acido crisofanico, emodina, aloe-emodin, éster de
acido cindmico, aloina, isobarbaloina, antraceno, resistanol.
Vitaminas Acido félico, vitamina B1, colina, vitamina B3, vitamina E, vitamina B6, betacaroteno.
Minerales Ca, Mg, K, Zn, Na, Cu, Fe, Mn, P, Cr.
Carbohidratos Celulosa, galactosa, glucosa, xilosa, manosa, arabinosa, aldopentosa, glucomanosa, fructuosa,
acemanano, sustancias pépticas, L-ramnosa.
Enzimas Amilasa, ciclooxidasa, carboxipaptidasa, lipasa, bradikinasa, catalasa, oxidasa, fosfatasa alcalina,
ciclooxigenasa, superdxido dismutasa.
Lipidos y | Esteroides (campestrol, colesterol, B-sitoesterol), acido salicilico, sorbato de potasio, triglicéridos,
compuestos lignina, acido drico, saponinas, giberelina, triterpenos.
organicos
Aminoacidos Alanina, &cido aspartico, arginina, acido glutdmico, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, tirosina, treonina, valina.

1.3.4 Usos

Los usos de la planta Aloe barbadensis Mill han sido diversos desde la antigiiedad
abarcando diversas areas que van desde la industria alimentaria hasta la medicina,
este trabajo esta enfocado en el area de la medicina, especificamente en su uso
como posible bactericida o bacteriostatico, por lo que hablaré solo de los usos
medicinales:

Dermatologia: el Aloe vera es una planta de uso frecuente en el tratamiento de

algunas enfermedades de la piel y de aplicacion frecuente en la cosmetologia,
formando parte de diversas cremas o0 geles, usada como antiinflamatorio y
reconstituyente del tejido epitelial (Ferraro, 2009).

Antiasmatico: la utilidad del Aloe vera en el tratamiento del asma bronquial,

mediante un jarabe de esta planta a diferentes concentraciones (Rodriguez et al.,
2004).

Hipolipemiante: estudios en ratas albinas wistar y conejos han demostrado que el

uso del extracto de Aloe barbadensis Mill tiene efectos hipolipemiantes reduciendo
de forma considerable los niveles séricos de colesterol, triglicéridos, y HDL (Tillan

et al, 2008, Valencia y Poquioma, 2017).
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Antidiabético: entre sus componentes quimicos contiene metabolitos que poseen

efectos de regulacion de la glucemia (Castro et al, 2014).

Antimicrobiano: el extracto acuoso de Aloe barbadensis Mill posee propiedades

bactericidas y bacteriostaticos en diversas bacterias, hongos y levaduras, un
ejemplo de ello es su efecto inhibidor sobre el hongo Aspergillus niger y la bacteria

Enterococcus faecalis (Buenfil y Jiménez, 2011, Rojas y rodrigo, 2016).

1.4 Escherichia coli

1.4.1 Definicién

Aislada y descrita por el pediatra aleman Escherich en 1885, quien demostrd su
existencia como huésped habitual del intestino, la Escherichia coli (Figura 2), forma
parte de la familia de Enterobacteriaceae componente normal de la microbiota del
intestino grueso, definido como un bacilo Gram negativo movil o inmévil, anaerobio
facultativo; existen 5 cepas patdégenas causantes de enfermedades entéricas, las
cuales estan clasificadas a sus antigenos somaticos (O), capsulares (K), flagelares
(H) y fimbriales (F), las cuales les dan caracteristicas para diferir en su patogenia y
virulencia (Acha y Szyfres, 2003).

Sin embargo, los antibidticos de tratamiento basico contra Escherichia coli van
perdiendo eficacia, haciendo necesario la busqueda de nuevas alternativas que
sean capaces de frenar su desarrollo y al mismo
tiempo la eliminen de como agente causal de

enfermedad.

Figura 2. Escherichia coli, imagen obtenida de microscopio electrénico de barrido (Montes et al, 2018)

10
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1.4.2 Morfologia

Se trata de un bacilo (forma de bastén), Gram -, movil ante la presencia de flagelos
peritricos, la cubierta de Escherichia coli consta de 3 elementos: la membrana
citoplasmatica, en esta se encuentran el citoplasma, los ribosomas y el nucleoide;
la membrana externa y entre ambas, un espacio peripldsmico constituido por
péptido-glucano, esta Ultima estructura confiere a la bacteria su forma y rigidez, y le
permite resistir presiones osmaoticas ambientales relativamente elevadas, (Montes
et al., 2018).
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Figura 3. Morfologia de la bacteria Escherichia coli (Montes et al, 2018).

1.4.3 Caracteristicas bioquimicas
La Escherichia coli es capaz de producir indol a partir de triptéfano, no utiliza el
citrato como fuente de carbono y no produce acetoina, fermenta la glucosa y la
lactosa con produccién de gas, es una bacteria mesofila, su 6ptimo de desarrollo se
encuentra entre los 35-43 °C, a un pH de 4.0 - 9.0, es catalasa positiva, y oxidasa
negativa, reducen nitratos a nitritos, y ayudan al cuerpo humano en la produccion

de vitamina B y K (Granados y Villaverde, 2003).

11

e/
==L



UnADM

Universidad Abierta y a

L Distancia de México

1.4.4 Enfermedades que causa
A pesar de ser uno de los habitantes comunes y principales del tracto digestivo
humano, la Escherichia coli puede ser causante de infecciones urinarias, algunas
cepas causan la llamada diarrea del viajero y puede ser causante de infecciones de
la zona orofaringea o de heridas en la piel en donde la bacteria actia de forma
oportunista; sin embargo al ser transmitida por contaminacion fecal a través del
agua y/o alimentos puede ocasionar enfermedades graves transmitidas por las 2

vias mencionadas (Tértola et al., 2007).

1.4.5 Aislamiento e identificacion
Para una rapida identificacion bacteriana en este caso particular Escherichia coli se
inicia con una tincién de Gram directa de la muestra bioldgica en cuestion (orina,
heces, mucosa bucal, etc.), posteriormente se aisla mediante la siembra de las
muestras biolégicas en medios de cultivo especificos (EMB, MacConkey), y
finalmente una vez desarrolladas las colonias se realizan diversas pruebas
bioquimicas como indol, oxidasa, lactosa, etc (Figura 4), para asegurar la

identificacion de la enterobacteria Escherichi coli (Anderson y Calderén, 1999).

Esquema para una identificacion répida de E. coll

" Bacilo gramnegativo, Indol positivo, oxidasa negativo |
por prueba en el lugar

| |

Fermentacion de lactosa observada en EMB o MAC |

——————— ————
[ ]
Positiva Negativa j
| Controlar hamolisis en BAP Realizar prueba MUG ]
: = | _ I
R [ ]
No hemolitico Betahemolitico = E. coli N‘““:;m;“"m Positiva = E. coll J
Realizar
prueba PYR
[—_ — : 1
Positiva = (dentifi-
Negaliva = E. coil cacién por ]

Figura 4. Esquema para la identificacion rapida de Escherichia coli (Koneman y Allen, 2008)

12
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1.4.6 Requerimientos nutricionales
Esta bacteria no es exigente en cuanto a sus requerimientos nutricionales, y son
facil de desarrollar, fermenta glucosa y lactosa con produccion de gas, es

anaerobio facultativo (Granados y Villaverde, 2003).

1.4.7 Medios de cultivo (desarrollo y crecimiento)

De acuerdo con las caracteristicas nutricionales de la bacteria Escherichia coli que
son simples al solo requerir glucosa y lactosa, los medios de cultivo de uso para su
desarrollo e identificacion morfologica son: EMB, MacConkey; posteriormente para
evaluar el efecto del extracto de Aloe vera utilizaremos el medio de cultivo Mueller
Hilton.

EMB: EI Agar con Eosina y Azul de Metileno es una combinacion del medio de
Levine y el de Holt-Harris y Teague, contiene una mezcla de peptonas segun Levine
y presenta dos carbohidratos lactosa y sacarosa, este medio de cultivo permite una
diferenciacion muy clara entre las colonias de organismos fermentadores de lactosa
y aquellos que no la fermentan; el contenido de eosina y azul de metileno inhibe en
cierto grado organismos Gram (+). Las colonias lactosa positiva son azules a
moradas con brillo metalico o poseen centros oscuros con periferias transparentes
incoloras y las que son negativas en lactosa 0 sacarosa, se observan incoloras o
rosa palido transparentes (Probiotek, 2017).

Las colonias de Escherichia coli en agar E.M.B. (Figura 5) tienen 2 a 4 mm de
diametro, un centro grande de color oscuro e incluso negro, y tienen brillo verde

metalico cuando se observan con luz refleja (Anderson y Calderén, 1999).

Figura 5. Caracteristicas coloniales de Escherichia coli (Autoria propia)

13
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MacConkey: Las sales biliares y el cristal violeta inhiben el crecimiento de gérmenes
Gram (+), la lactosa y el indicador de pH rojo neutro, permiten la diferenciacion de
las bacterias lactosa positiva (colonias rosa intenso con halo de precipitacion), de
las no fermentadoras (colonias transparentes o ambar), sembrar el medio de cultivo
con la muestra problema por estria cruzada, las colonias de Escherichia coli (Figura
6), son colonias grandes, que van de rosa intenso hasta rojo con halo turbio de
precipitacion. (Probiotek, 2017).

Figura 6. Colonias de Escherichia coli en Agar MacConkey (Leboffe & Pierce, 2012)

Mueller Hilton: Se trata de un medio universal utilizado para realizar la prueba de
sensibilidad antimicrobiana, que nos permitira determinar la inhibicion de
crecimiento bacteriano (Figura 7) segun el antibiético utilizado, determinando si es
efectivo o0 no contra dicho microorganismo.

Figura 7. Agar Mueller Hinton para analisis de sensibilidad microbiana, recuperado de: https://mdmcientifica.com/agar-
mueller-hinton-medio-de-cultivo/

14
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1.4.8 Pruebas bioquimicas

Son una serie de pruebas que nos permiten determinan la actividad metabdlica de

una cepa pura, empleadas principalmente para la identificacion y clasificacion de

bacterias y hongos; existen diversas y estas varian de acuerdo con el

microorganismo en cuestion van desde indol, descarboxilasa, SH2, ureasa,

oxidacion, fermentacion, movilidad, RM, VP, fenilalanina (Garcia et al, 1994).

En el caso de la Escherichia coli a continuacion se describe (cuadro 2) la reaccion

de dicha bacteria hacia las pruebas bioquimicas para su identificacion positiva

(Rojas et al., 2006).

Cuadro 2. Reaccion de Escherichia coli en las diversas pruebas bioquimicas para su identificacion positiva.

Prueba bioquimica

Resultado

TSI (fermentar carbohidratos, de producir H2S y producir gas).

Negativo, positivo 1% de cepas

ONPG (orto-nitrofenil-B-galactopiranésido)

Positivo

Movilidad (movilidad para bacilos fermentadores)

Positiva en un 95%

Gelatinasa (produccién de enzima gelatinasa)

Negativa

RM (rojo de metilo, produccion de acidos a partir de glucosa)

Positiva en un 99%

VP (Voges-Proskauer, para detectar produccion de acetoina)

Negativa

Fenilalanina desaminasa

Negativa

Indol

Positivo en 98%

15
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2. Hipotesis

El uso del extracto de la planta Aloe barbadensis Mill, sera efectivo como tratamiento

alternativo contra el agente infeccioso Escherichia coli.

3. Objetivos

3.1 Objetivos generales

Analizar el efecto que ejerce el extracto de Aloe barbadensis Mill en colonias de

Escherichia coli, como probable agente bactericida o bacteriostatico.

3.2 Objetivos particulares

- Sembrar muestras biolégicas para desarrollo bacteriano.
- ldentificar colonias de bacteria Escherichia coli.

- Extraer la pulpa de Aloe barbadensis Mill.

- Determinar efectos bactericidas y/o bacteriostaticos de Aloe barbadensis Mill
en bacteria Escherichia coli.

- Descubrir nuevo tratamiento alternativo contra Escherichia coli.

16
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4. Metodologia

4.1 Efectos de extracto de Aloe barbadensis Mill en Escherichia coli
La presente investigacion esta caracteriza por la extraccion de los principios activos
del Aloe barbadensis Mill para la elaboracion de un gel con posibles efectos
bactericidas o bacteriostaticos para ser usado como posible tratamiento en las
infecciones causadas por la bacteria Escherichia coli.

Aloe barbadensis Mill

l

Extraccion del gel de Aloe
barbadensis Mill

l

Crecimiento

> Recoleccion de muestra :- .
Orina
problema

i Negativa

Sembrar en Aislamiento

Agar E.M.B. _:

TSI ONPG
Movilidad  Gelatinasas

. RM VP
*>|  Identificacion — 4

Indol Fenilalanina

Agar MacConkey i Bioquimicas

i

Mueller Hinton  |¢mmms=—"m Sembrar en <

J

Efecto de extracto del gel en
- Resultados
Escherichia coli
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4.1.1 Extraccion de pulpa (gel)

FUNDAMENTO.

Para extraer de forma correcta el gel de acuerdo con Chunga (2015), es necesario
procesarlo de forma directa de la penca de sabila con un cuchillo de modo que
obtengamos el cristal de sabila y que no se vean deterioradas sus cualidades,
siendo licuada o procesada con aspa o cuchilla ya que el objetivo fundamental es

aprovechar al maximo sus nutrientes y bondades.

MATERIALES
Penca de sabila, cuchillo, agua destilada, tabla de madera, guantes.

PROCEDIMIENTO (Chunga, 2015)

La planta debe estar madura, cerca de los 3 afios o en su primera floracion,
debemos cortar la penca por la parte mas baja de la planta, para no dafarla
y lavarla muy bien con agua corriente, dividimos la penca en trozos grandes (3 6 4)
de acuerdo al tamafio; poner agua a tibiar (25 — 30° C) donde colocaremos los trozos
durante 10-15 minutos para detener el yodado de la planta, sacar y secar los trozos
quitando a cada uno las orillas espinosas, ponemos en vertical el trozo de la penca
y realizar un corte transversal por una de las caras de la sabila dejando el gel al
descubierto; raspar con un cuchillo o navaja para extraer el gel que sera utilizado,
el cual vamos a moler utilizando una licuadora y lo filtramos para obtener extracto
del gel; finalmente preparamos soluciones acuosas con el extracto obtenido al 25%,
50%, 75% y 100% en agua destilada, las mantendremos en refrigeracion, para su

uso posterior.
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4.1.2 Aislamiento e identificacion de Escherichia coli

Aislamiento
Al formar parte de la microbiota intestinal, aislare la bacteria Escherichia coli de

muestras bioldgicas de orina y heces fecales.

Procedimiento

- Material y equipos
Frascos estériles, asas bacteriolégicas calibradas, mechero, incubadora, guantes,
cubrebocas, cajas Petri, EMB, MacConkey, Mueller Hinton, tincion de Gram, tubos

con pruebas bioquimicas.

- Recoleccion de muestras (Lynch et al, 1977):

Orina: depositar la muestra de orina en un frasco estéril, siendo esta la primera
del dia o en su defecto tener la vejiga llena durante 4 horas, desechar el primer
chorro de orina y a partir del segundo chorro depositarla en el frasco hasta la mitad
de este, etiquetar y sembrar.

Heces fecales: colocar un poco de muestra fecal dentro del frasco estéril,

etiquetar y sembrar.

- Siembra de muestras
Medios de cultivo utilizados

Agar E.M.B

Agar MacConkey

Agar Mueller Hinton

Utilizare el método clasico en placas de Petri, sembradas con asas de platino
calibradas, que me permite recuento y aislamiento, para posteriormente mediante
pruebas bioquimicas y tincion de Gram realizar la identificacion positiva de
Escherichia coli.
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e Método (Lynch et al, 1977)

Acercar material a utilizar: muestra problema (orina y heces), cajas Petri con
agar E.M.B y MacConkey, asas bacteriologicas, mechero, guantes vy
cubrebocas.

Procedimiento: encender el mechero, tomar muestra con el asa bacteriol6gica
(orina 'y heces) e inocular el agar E.M.B y MacConkey con una linea central por
todo el diametro de la placa (Figura 8) y realizar las estrias por todo el medio
(Figura 9), incubar por 24 horas a 37°C, observar si hubo desarrollo bacteriano

y analizar caracteristicas coloniales del desarrollo obtenido (tamafio, textura y

Figura 8. Inoculacién de cultivo (Autoria propia).  Figura 9. Siembra del medio mediante estrias (Autoria propia).

Identificacion

Tincion de Gram
Realizar frotis y tefiir con tincidbn de Gram para identificar y clasificar a nuestra
bacteria desarrollada en los cultivos, para esto obtenemos un poco de muestra de
una colonia con un asa y la colocamos en un portaobjetos, fijamos la muestra con
metanol y la dejamos secar; colocamos sobre la placa 3 gotas de cristal violeta
durante un minuto y enjuagamos con agua corriente, agregamos lugol por 30
segundos y decoloramos con alcohol-acetona, finalmente afiadimos 4 gotas de
safranina durante 40 segundos y enjuagamos con agua corriente; dejamos secar y
observamos al microscopio (100x).

Interpretacion
Gram (+): bacterias tefiidas de azul o violeta.
Gram (-): bacteria tefiidas de color rojo o rosas

20




UnADM

N =
, Universidad Abierta y a N &
Distancia de México /‘

Pruebas bioquimicas
Se analizara la actividad metabdlica de las cepas obtenidas de Escherichia coli

mediante las siguientes pruebas bioquimicas (cuadro 3) para su plena identificacion.

Cuadro 3. Pruebas bioquimicas realizadas a Escherichia coli para su identificacién (Rojas et al, 2006).

Prueba bioquimica Resultado

TSI (fermentar carbohidratos, de producir H2S y producir gas).

ONPG (orto-nitrofenil-B-galactopiranésido)

Movilidad (movilidad para bacilos fermentadores)

Gelatinasa (produccion de enzima gelatinasa)

RM (rojo de metilo, produccién de &cidos a partir de glucosa)

VP (Voges-Proskauer, para detectar produccion de acetoina)

Fenilalanina desaminasa

Indol

4.1.3 Elaboracién de sensidisco

Para su elaboracion utilizamos papel filtro No.4 y una perforadora de 6 mm de
diametro, una vez realizados son esterilizados utilizando la estufa de esterilizacién,
posteriormente los discos se impregnan con las diluciones realizadas del extracto

del gel del Aloe vera (10 p/disco) y los dejamos que absorban durante 1- 2 horas.

4.1.4 Efectos de pulpa en Escherichia coli

Identificada la bacteria Escherichia coli, realizaremos pruebas experimentales con
el extracto preparado de la siguiente forma: tomaremos con un asa una colonia que
sera resembrada en medio de cultivo Mueller Hinton, colocaremos los sensidiscos
elaborados (extracto del Aloe barbadensis Mill), incubamos por 24 horas a 37°C y

== analizamos su efecto en las cepas sembrada mediante

?('?;ﬁ .y
)

L) -.,;

la presencia de halos de inhibicién.

Figura 10. Resiembra en Inoculacion de cultivo (Autoria propia).
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5. Resultados

Desarrollo bacteriano en 17 cultivos

Se recibieron y analizaron 22 muestras biolégicas (Figura 11), siendo 15 de orina 'y
7 de heces fecales (grafico 1), las cuales fueron sembradas en medios de cultivo
agar MacConkey y E.M.B (Figura 11) e incubadas durante 24 horas a 37°C,
obteniendo desarrollo bacteriano en 17 siembras (grafico 2).

Figura 11. Muestras biolégicas analizadas de orina y heces fecales,
sembradas en medios de cultivo MacConkey y E.M.B (Autoria

propia).

Cultivos positivos

Muestras analizadas

= orinas = heces

= orinas = heces Gréfica 2. 17 cultivos positivos, 7 de muestras de heces
(color naranja) y 10 de orina (color azul). (Fuente propia).
Gréafica 1. Muestras bioldgicas analizadas, un total de 22
muestras: 15 muestras urinarias (color naranja) y 7 de
heces fecales (color azul) (Autoria propia).
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Identificacidén de 15 cepas de Escherichia coli

Tras un periodo de incubacién de 24 horas a 37° C el proceso de identificacion se
realiz6 primero, de forma macroscopica observando la cantidad de colonias
desarrolladas en cada placa siendo >100,000 UFC en cada una; despueés, se
analizaron las caracteristicas coloniales en los medios de cultivo utilizados: E.M.B
(Figura 12) y MacConkey (Figura 13); posteriormente, a cada uno de los 17 cultivos

positivos, se les realizo un frotis, que fue tefiido con la tincion de Gram (Figura 14),

identificando 17 bacilos gramnegativos (Figura 15).

Figura 12. Caracteristicas coloniales de Escherichia Figura 13. Caracteristicas coloniales de Escherichia

coli en agar E.M.B (circulo azul), diametro de 2-4 coli en agar MacConkey (circulo azul), colonias
mm, centro grande de color oscuro o negro y tienen grandes, que van de rosa intenso hasta rojo con halo
brillo verde metallco,, cada _colonla corresponde a turbio de precipitacion, cada colonia corresponde a
1,000 UFC/mL (Autoria propia). 1,000 UFC/mL (Autoria propia).

Figura 14. Frotis tefiido de una colonia bacteriana de Escherichia coli, con la
tincion de Gram (Autoria propia).

Figura 15. Bacilos Gram negativos (color rojo) observados al
microscopio a 100x (Autoria propia).
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Pruebas bioquimicas

La identificacién definitiva de Escherichia coli se realiz6 con pruebas bioquimicas
en equipo VITEK® 2 Compact, obteniendo los siguientes resultados (cuadro 4,
graficas 3-10), 15 bacilos de Escherichia coli y 2 bacilos pertenecientes a otras
enterobacterias (Proteus).

Las pruebas bioguimicas nos permiten determinar las caracteristicas metabdlicas
de las bacterias con la finalidad de poder identificarlas de forma correcta.

Las pruebas que realizamos son:

TSI: estudia el uso de la glucosa y lactosa, la produccién de gas y acido sulfhidrico
(como producto metabdlico final de los aminoacidos azufrados).

ONPG: nos permite determinar si dicho microorganismo fermenta lactosa.
Movilidad: mediante una_siembra en picadura, y después de incubar 24 h.
observaremos desarrollo entorno a la zona inoculada, lo que nos dira si dicho
microorganismo es movil o no.

Gelatinasa: analizamos la capacidad proteolitica (la capacidad de degradacion de
proteinas) del microorganismo.

Rojo de metilo (RM): es un indicador de pH, que actta entre un pH 4,2 y 6,3 variando

desde rojo hasta amarillo; con esta prueba determinamos la capacidad de un
microorganismo de producir y mantener estables los productos terminales &cidos
de la fermentacion acido-mixta.

Voges-Proskauer: permite observar si el microorganismo fermenta la glucosa por la

via butanodidlica.

Fenilalanina: determina la capacidad de la bacteria para desaminar el aminoacido
fenilalanina en &cido fenilpiravico por accion de la enzima Fenilalanina desaminasa,
produciendo una acidificaciéon del medio.

Indol: Nos permite identificar la liberacion de Indol en un cultivo bacteriano, debida

a la degradacion del aminoacido triptéfano mediante la enzima triptéfanosa.
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Cuadro 4. Resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas realizadas a Escherichia coli para su identificacion

(Autoria propia)

Prueba bioquimica (17 bacterias)

Resultado

TSI (fermentar carbohidratos, de producir H2S y producir gas).

4 cepas positivas, 13 cepas negativas

ONPG (orto-nitrofenil-B-galactopiranésido)

15 cepas positivas, 2 cepas negativas

Movilidad (movilidad para bacilos fermentadores)

15 cepas positivas, 2 cepa negativa

Gelatinasa (produccion de enzima gelatinasa)

17 cepas negativas

RM (rojo de metilo, produccion de acidos a partir de glucosa)

17 cepas positivas

VP (Voges-Proskauer, para detectar produccion de acetoina)

17 cepas negativas

Fenilalanina desaminasa

15 cepas negativas, 2 cepas positivas

Indol

12 cepas positivas, 5 cepas negativas

Representacion grafica de los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas

TS

u Positivas = Negativas

Grafica 3. Prueba TSl a 17 cepas; resultando 4 cepas
positivas (azul) y 13 negativas (naranja). Esto nos
indica que 4 cepas fermentan carbohidratos y
producen Hz2S y gas.

ONPG

= Positivas = Negativas
Grafica 4. Prueba ONPG, resultando 2 cepas

positivo (azul) y 15 negativas (naranja). Solo 2
cepas fermentan lactosa.
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Movilidad

= Positivas = Megativas

Grafica 5. Movilidad (17 cepas), 15 moviles
(azul) y 2 inmdviles (naranja). Indicando que 15
cepas son moviles.

RM

= Positivas = Megativas

Grafica 7. Rojo de metilo, las 17 cepas fueron
positivos (azul); indicando que pueden producir
y mantener estables los productos terminales
acidos de la fermentacion acido-mixta

Gelatinasa

= Positivas = Megativas

Gréfica 6. Gelatinasa, las 17 cepas fueron
negativas, lo que nos indica que ninguna cepa
tiene capacidad proteolitica (no degradan
proteinas)

Voges-Proskauer

= Positivas = Megativas

Grafica 8. Voges-Proskauer, las 17 cepas fueron
negativas (naranja. Ninguna fermenta glucosa
por via butanodidlica
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Fenilalanina desaminasa

= Positivas = Megativas

Grafica 9. Fenilalanina 15 cepas negativas (naranja)
2 positivas (azul). Lo cual significa que solo 2 cepas
producen la enzima Fenilalanina desaminasa, y
acidifican el medio utilizado.

Indol

= Positivas = Negativas

Grafica 10. Indol, 12 cepas positivas (azul) y 5
cepas negativas (naranja). 12 cepas producen la
la enzima triptéfanosa.
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Se obtuvieron 10 ml de extracto del gel del Aloe barbadensis Mill

Para la extraccion del gel del Aloe barbadensis Mill se utilizaron 3 pencas de una
planta en su primera floracion que tras su tratamiento y licuado adecuado se
obtuvieron 10 ml de su gel (Figura 16), se prepararon 4 diferentes diluciones al 25%,
50%, 75% y 100% (Figura 17), para preparar 60 sensidiscos (15 de cada

concentracion) para su uso como antibiograma.

Figura 16. Se obtuvieron 10 ml de gel de Aloe barbadensis Mill de
3 pencas de la planta (Autoria propia).

Figura 16. Se muestran las 4 diluciones realizadas con el extracto
del gel de Aloe barbadensis, para la preparacion de los
sensidiscos Mill (Autoria propia)
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Escherichiacoli no present6 sensibilidad al extracto de Aloe barbadensis Mill.
Una vez aislada e identificada de forma positiva la bacteria Escherichia coli, se
realizaron las resiembras en 15 medios de cultivo Mueller Hilton a los cuales se les
colocaron los sensidiscos (4 de cada concentracion utilizada y 1 de control al centro
de la placa); y después, de 24 horas de incubacion analizamos los resultados
obtenidos. Como podemos observar en la figura 17, el extracto del gel del Aloe
barbadensis Mill no tuvo efecto (no hubo halos de inhibicion, circulos verdes) sobre
ninguna de las 15 cepas de Escherichia coli; en la imagen 18 podemos observar la

reaccion de la bacteria frente a un sensidisco de antibiéticos comunes (circulos

azules).

Figura 17. La Escherichia coli no presento ningun :
halo inhibitorio frente a los sensidiscos con Aloe Figura 18. Sensibilidad de Escherichia coli frente a antibiéticos comunes;

barbadensis Mill, los circulos verdes muestran que podemos observar en los circulos azules el halo inhibitorio frente a GM
la bac’Eerla se desarroll6 en toda la placa (Gentamicina), AT (Aztreonam) y AK (Amikacina), mientras que el circulo
(Autoria propia). naranja muestra algunos antibioticos en los que no hubo sensibilidad por

ausencia de halo inhibitorio (Autoria propia)

Tratamiento alternativo contra Escherichia coli descartado.

Después de haber identificado 15 cepas de Escherichia coli y probar su reaccion al
extracto obtenido de la planta Aloe barbadensis Mill en sus 4 diferentes
concentraciones, podemos determinar que este no puede utilizarse como posible

tratamiento alternativo.
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6. Discusién

El principal componente del gel de Aloe vera son los compuestos fendlicos
(antraquinonas) con propiedades fungicas y bactericidas que en estudios previos
como el de Cabello et al. (2015) ha mostrado actividad inhibitoria del crecimiento
contra Staphylococcus aureus y Candida albicans; mientras que Scarpati y Montero
(2015), mostraron que el uso de las cremas dentales con Aloe vera tiene efecto
antibacterial sobre Candida albicans, Streptococcus mutans y Lactobacillus
acidophilus. Sin embargo, solo ha sido probado en bacterias Gram positivas y
hongos, por lo que este estudio pretendia probar su actividad en la Escherichia coli
un bacilo Gram negativo, resultando ineficaz a causa de sus caracteristicas
celulares, metabdlicas y los mecanismos de defensa (inactivacion enzimética,
alteraciones en el sitio blanco y alteraciones de la permeabilidad) con los que
cuenta, los cuales limitaron su actividad inhibitoria de su crecimiento.

En cuanto a la extraccién del gel de la planta Aloe barbadensis Mill, nuestro
procedimiento fue de forma directa como lo hizo en su estudio Chunga (2015); sin
embargo, en estudios previos realizados por Dominguez et al (2012) existen otros
métodos para la obtencién del gel utilizando calor o frio en el proceso siendo mas
efectivo en frio; finalmente, para la preparacion de los sensidiscos para Buenfil y
Jiménez (2011) resulto mas efectivo utilizar como solvente para la dilucién, etanol y
no agua destilada como en nuestro estudio asi mismo dejar macerando durante 24
horas las hojas del Aloe para posteriormente licuarlas e iniciar el procedimiento.
Por lo tanto, surgen 2 hipétesis:

1) El gel diluido con etanol sera efectivo como bactericida o bacteriostatico

2) Macerar las hojas del Aloe Barbadensis Mill durante 24 horas en etanol hara mas

efectivo su efecto.
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7. Conclusiones

Se sembraron 22 muestras (orina y heces) de las cuales 17 resultaron positivas a
desarrollo bacteriano y 15 de ellas con identificacién positiva a el bacilo Gram (-)
Escherichia coli, se logré la extraccion del gel del Aloe barbadensis Mill y se
prepararon sensidiscos a diferentes concentraciones de este, para finalmente
probar su efecto sobre la bacteria Escherichia coli, obteniendo resultados no

satisfactorios, por lo cual se puede concluir que:

- La orina es una fuente bioldgica con desarrollo bacteriano diverso.

- Pudimos aislar Escherichia coli de muestras urinarias en el 90% de los casos.

- La extraccion del gel del Aloe barbadensis Mill es un proceso corto y sencillo.

- Aloe barbadensis Mill no ejerce ningun efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la
bacteria Escherichia coli.

- Aloe barbadensis Mill no puede ser usado como tratamiento contra la bacteria

Escherichia coli.
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8. Recomendaciones

De acuerdo con el proceso realizado y comparado con los autores de referencia

que utilizamos se recomienda lo siguiente:

a) Utilizar un solvente diferente al agua para hacer las diluciones del extracto de
gel (alcohol o metanol)

b) Macerar las hojas de la planta durante 24 horas antes de ser licuadas utilizando
alcohol o metanol.

c) Utilizar otras especies de Aloe para probar sus propiedades bactericidas y

fungicas (existen minimo otras 3 especias con dichas propiedades).
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