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RESUMEN

La Salmonella entérica es una enterobacteria infectocontagiosa que posee una
rpida propagacion, esto propicia la diseminacion de genes relacionados a la
resistencia a los antimicrobianos (RAM). El objetivo de la presente investigacion
fue determinar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de la alcachofa
(Cynara scolymus) sobre Salmonella entérica y su efecto en el crecimiento de
Lactobacillus spp. Metodologicamente se evalud la actividad antimicrobiana
mediante la técnica de difusion de disco a concentraciones del 100% (T1), 50%
(T2) y del 30% (T3), ademas de un testigo positivo a base de 5ug de enrrofloxacina
(TO) y un testigo negativo con un disco impregnado de cloruro de sodio (T4). Para
evaluar el efecto sobre la cinética de crecimiento de Lactobacillus spp., se
suplement6 caldo de cultivo con el extracto en estudio a las concentraciones de 1%
(T1), 5% (T2), 10% (T3), 15% (T4), 20% (T5), y un testigo (TO), midiendo cada 2
horas el porcentaje de absorbancia mediante espectrofotometria, como parte final
se analizaron los compuestos volatiles que posee el extracto etandlico de la
alcachofa macerado por 72 horas mediante GC-MS. Los resultados demostraron
que existio diferencias estadisticas significativas (p<0.01) entre las diferentes
concentraciones del extracto en la actividad antimicrobiana sobre Salmonella
entérica, ya que se evidenciaron valores de halos de inhibicion > 8 mm, sin
embargo, solo la concentracion del 100% posee una alta actividad antibacteriana
reflejada por la estimacion del porcentaje inhibitorio relativo, en el caso de la
cinética de crecimiento de Lactobacillus spp., se evidenci6 diferencias estadisticas
significativas (p<0.01) entre los tratamientos, demostrando que la suplementacion
con nuestro extracto aceler6 el crecimiento de dicha bacteria, impactando en la fase
exponencial, sin embargo, las concentraciones del 15% y 20% propiciaron mayor
absorbancia, lo que se correlacion6 con mayor poblacion bacteriana, en el caso de
la GC-MS se comprobd que el extracto etandlico es rico en acidos grasos de cadena
larga, asi como flavonoides y terpenos, a los que se les atribuye la actividad
antimicrobiana y beneficia el crecimiento bacteria de Lactobacillus. Concluyendo
que el extracto etandlico de la alcachofa puede ser una valiosa alternativa para

mitigar la resistencia antimicrobiana o a las disbiosis bacterianas de tipo entérico.
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Palabra Claves: Alcachofa, Antibiograma, Cinética de Crecimiento, GC-MS.
SUMMARY

Salmonella enterica is an infectious enterobacterium that spreads rapidly, which
favors the dissemination of genes related to AMR. Therefore, the objective of this
research is to determine the antimicrobial activity of the ethanolic extract of
artichoke(Cynara scolymus) on Salmonella enterica and its effect on the growth of
Lactobacillus spp. Methodologically, the antimicrobial activity was evaluated
using the disc diffusion technique at concentrations of 100% (T1), 50% (T2) and
30% (T3), in addition to a positive control based on 5ug enrrofloxacin (T0) and a
negative control with a disc impregnated with sodium chloride (T4). To evaluate
the effect on the growth kinetics of Lactobacillus spp, the culture broth was
supplemented with the extract under study at concentrations of 1% (T1), 5% (T2),
10% (T3), 15% (T4), 20% (T5), and a control (T0), measuring at intervals of every
2 hours the percentage of absorbance by spectrophotometry, as a final part, the
volatile compounds in the ethanolic extract of artichoke macerated for 72 hours
were analyzed by GC-MS. The results showed that there were significant statistical
differences (p<0.01) between the different concentrations of the extract in the
antimicrobial activity on Salmonella enterica, since there were values of inhibition
halos > 8 mm, however, only the 100% concentration has a high antibacterial
activity reflected by the estimate of the relative inhibitory percentage, in the case
of the growth kinetics of Lactobacillus spp, significant statistical differences were
evidenced (p<0. 01) between treatments, demonstrating that the supplementation of
the culture medium with our extract accelerated the growth of the bacteria,
impacting the exponential phase, however, the concentrations of 15% and 20% led
to higher absorbance, which correlates with higher bacterial population, in the case
of GC-MS it was found that the ethanolic extract is rich in long chain fatty acids,
as well as flavonoids and terpenes, which are attributed with antimicrobial activity
and benefits the bacterial growth of Lactobacillus. It is concluded that the ethanolic
extract of artichoke can be a valuable alternative to mitigate antimicrobial

resistance or enteric bacterial dysbiosis.

Keyword: Artichoke, Antibiogram, Growth Kinetics, GC-MS.
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CAPITULO |
1.1. INTRODUCCION

La salud publica a nivel mundial se ha visto amenazada debido al aumento en los
indices de resistencia antimicrobiana en microorganismos bacterianos, ya que en el
tratamiento de enfermedades infecciosas los agentes farmacoldgicos de mayor uso
son los antimicrobianos, esto bajo condiciones y lineamientos de uso que
manifiestan el intervalo de dosis y el tiempo de empleo, estos antecedentes
impulsan a la aparicion de mecanismos de resistencia (Kewalramani & Chandi,
2021).

Los paises de la Unién Europea como medidas de control para disminuir la
generacion de resistencias antimicrobiana por parte de los microorganismos
infectocontagiosos prohibieron el uso de antimicrobianos como promotores de
crecimiento en animales de produccion zootécnica, ya que el empleo de estos
atribuia efectos beneficiosos como aumento de la absorcion de nutrientes a nivel
intestinal, disminucion de la poblacion bacterianas patdgenas y maximizacion del

metabolismo del animal (EI-Hack et al., 2021).

Medina et al. (2021) mencionan que la resistencia a los antimicrobianos en
Latinoamérica estd determinada por diversos factores, reconociéndose que el
trasporte de animales o la trasferencia de determinantes bacterianas es el principal
involucrado para la diseminacion y aumento de la resistencia a los antimicrobianos,
incluyendo el agua, el suelo y la agricultura, como factores involucrados de caracter

ambiental que predominan para el aumento de este indice.

El Ecuador es un pais de ingresos bajos a medianos, en donde en la préactica médica
tanto humana como animal no se observa una regularizacion de la administracién
de antimicrobianos, esto debido a que no se auditan los protocolos antimicrobianos
en base a las estrategias propuestas por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), disminuyendo la tasa de curacion de enfermedades bacterianas y
aumentado la resistencia a los antimicrobianos de la poblacién bacterianas en el
pais (Romo & Pazin, 2022).

Existe una necesidad urgente de descubrir nuevos compuestos 0 extractos

antimicrobianos para abordar el problema crucial del aumento de la resistencia



microbiana contra los antibidticos actuales. La biodiversidad quimica vegetal es un
recurso potencial valioso. Aunque los compuestos de las plantas se utilizan como
base para varios medicamentos, aun no se ha descubierto ningln antibiotico
comercialmente exitoso de las plantas, a pesar de mas de mil publicaciones en este

campo por afio (Eloff, 2019).

La alcachofa (Cynara scolymus) es rica en principios bioactivos que le otorgan
multiples actividad farmacéuticas, incluidos flavonoides, acidos fendlicos,
derivados del acido hidroxicindmico y lignanos de amplio espectro de aplicaciones
médicas, adicionalmente es utilizada por sus propiedades antioxidantes,
antibacterianas, antifungicas, anticancerigenas, inclusive en la microbiologia se lo

utiliza como un prebidtico (Ali et al., 2021).



1.2. PROBLEMA

El uso irracional de los antibidticos comunmente disponibles en los sectores de la
salud humana, la higiene, la agricultura, la ganaderia y la produccion de alimentos
es uno de los principales factores que conducen a la aparicion y propagacion de la
resistencia antimicrobiana, Zumbado (2022) menciona que se prevé que las muertes
a causa de las infecciones por resistencia antimicrobiana en todo el mundo alcancen
los 10 millones para 2050, ademas de dejar una tremenda pérdida econdmica, si no

se hace nada sustancial para contener la resistencia antimicrobiana y su etiologia.

En Latinoamérica, el uso de antibidticos tanto en la medicina humana como
veterinaria esta poco regulado, los antibidticos estan facilmente disponibles para su
obtencion sin exigencia de receta médica. Existen determinados entornos que
pueden ser una ecoesfera importante para la diseminacion de enfermedades
infecciosas de origen bacteriano que puede resultar incurables debido a la

resistencia antimicrobiana de los agentes causales.

La acumulacién de residuos de antibidticos en el ambiente, asi como la presencia
de bacterias resistentes o genes de resistencia a estos compuestos, puede resultar en
una fuente potencial para la aparicién de nuevas bacterias multirresistentes que
vinculan el aumento de morbilidad y mortalidad en distintas especies animales,
ademas, estas infecciones aumentan significativamente los costos del tratamiento,
algunos de los microbios resistentes a los medicamentos mas amenazantes son;

Slamonella spp., Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, etc.

Algunas bacterias como la Salmonella spp., para sobrevivir al mecanismo de accién
de los antibidticos han desarrollado diversos mecanismos de resistencia como: 1)
cuando el antibiotico entra a la bacteria ésta lo expulsa antes de que ejerza algun
efecto; 2) el antibidtico entra pero la bacteria lo modifica o lo destruye con sus
enzimas; 3) la bacteria modifica el sitio de unidn del antibiético, por lo que no puede
actuar y 4) se presenta una modificacion en la permeabilidad de la membrana

bacteriana.

Una posible solucién a la problematica de la resistencia es la busqueda de nuevos
antimicrobianos tanto de fuentes convencionales como de fuentes no

convencionales.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo general

Determinar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de la alcachofa
(Cynara scolymus) sobre Salmonella entérica ATCC® 13076™'y su efecto en el

crecimiento de Lactobacillus spp
1.3.2. Objetivo especifico
Obtener el extracto etanolico de la alcachofa (Cynara scolymus).

Realizar procedimiento de reanimacion de Salmonella entérica ATCC® 13076™

y Lactobacillus spp.

Establecer la actividad antimicrobiana in vitro mediante la técnica de Kirby-Bauer

del extracto etandlico de la alcachofa sobre Salmonella entérica ATCC® 13076™

Medir el crecimiento de Lactobacillus spp. mediante la adicion del extracto

etandlico de la alcachofa a distintas concentraciones.

Realizar el ensayo de cromatografia del extracto etandlico de la alcachofa



1.4. HIPOTESIS

HO: No existe actividad antimicrobiana del extracto etandlico de alcachofa sobre
Salmonella entérica ATCC® 13076™ con halos > 8 mm y su efecto no favorece

en el crecimiento del Lactobacillus spp.

HI: Existe actividad antimicrobiana del extracto etandlico de alcachofa sobre
Salmonella entérica ATCC® 13076™ con halos > 8 mm y su efecto favorece en el

crecimiento del Lactobacillus spp.



CAPITULO II.
2. MARCO TEORICO
2.1.  Salmonella spp

Las enterobacterias son un grupo de microbios considerablemente importante desde
el punto de vista clinico, dentro del cual se encuentran las especies de Salmonella,
siendo reconocidas como las de mayor relevancia a Salmonella entérica y
Salmonella bongori, por su potencial zoonético, ademas algunas especies son
moviles y otras no, son considerados anaerobios facultativos cuyas caracteristicas
microscopicas las identifican como bacilos Gram negativos (Knodler & Elfenbein,
2019).

2.1.1. Reservorios

Este microorganismo es reconocido como perteneciente a la flora saprofita de los
mesofilos que habitan los intestinos tanto de animales como de humanos, se
considera inofensiva hasta cuando ocurre una disbiosis en la microbiota del
huésped, lo que ocasiona un cuadro de gastroenteritis de gravedad variable, la
resistencia de esta bacteria de igual forma es variable y dependera de las
caracteristicas individuales de la especie, pudiendo provocar cuadros clinicos como
subclinicos, ademéas posee una gran capacidad de sobrevivir en diversos nichos
durante al menos nueve meses o inclusive mas en el medio ambiente como el suelo,
agua, materia organica de origen fecal, alimentos contaminados, materias primas
altamente degradables como piensos, harinas de sangre, pescado y huesos, etc.
Aunque existen casos especiales en donde los vectores suelen comportarse como

reservorios de este patégeno (Walch et al., 2021).
2.1.2. Clasificacion de salmonellas spp

Existen 6 subespecies de Salmonella entérica identificadas, dentro de las cuales
estan; S. entérica, subsp. salamae, subsp. arizonae, subsp. diariazonae, subsp.
houtenae y subsp. Indica, considerando que Salmonella entérica subespecie
entérica a su vez se puede dividir en serovares con diferencias patogénicas Unicas
y con diferenciacidn entre sus factores de virulencia y la respuesta que provocan en
el huésped (Lamas et al., 2018).



La serotipificacion de este microorganismo se fundamenta en la presencia y
caracterizacion de los diversos antigenos encontrados en diferentes estructuras
microbianas, teniendo en cuenta que la mayoria de estos poseen el antigeno
termoestable O, asi como ciertas endotoxinas altamente inmundgenas como los
LPS que se encuentran en la membrana externa de la bacteria, incluyendo también
proteinas del flagelo o también denominado antigeno H termolébil, dentro de este
procedimiento la enterobacteria en cuestion también posee el antigeno
polisacaridos capsulares denominado Vi termolabil, sin embargo, la
serotipificacion antigénica cada vez esta siendo mas descontinuada y resulta ser
menos sensible frente a la identificacion molecular y secuenciacion de &cidos

nucleicos (Ferrari et al., 2019).

A comparacién de los analisis moleculares, La serotipificacion de Salmonella
resulta sumamente eficiente y répida para la identificacion especifica de algunos
serotipos como Salmonella Typhi, asociada a los cuadros patolégicos méas graves,
que clinicamente se denomina fiebre tifoidea, cuyos sintomas variaran en
dependencia de la respuesta del huésped, incluyendo desde dolores de cabeza,
abdomen agudo, hipertermia de 40°C, erupciones cuténeas, desorientacion
espacial, etc. Siendo estos signos y sintomas observables tanto en humanos como
en animales (Garcia et al., 2019).

Ademas, la serotipificacion permite el reconocimiento y caracterizacion de un
segundo serotipo clinicamente importante de esta especie bacteriana, la cual es
Salmonella enteritidis la cual suele ser cominmente encontrada en alimentos
contaminados para consumo de animales y humanos, y es responsable de gran parte
de los casos de gastroenteritis, y en casos cronicos inclusive la infeccion puede
extrapolarse de forma sistémica, como sepsis, peritonitis, osteomielitis, itu, etc., los
principales signos y sintomas de mayor percepcion son la fiebre, diarrea, dolor
abdominal, etc. (Garcia et al., 2019).

2.1.3. Patogeniay patogenicidad

La patogenia de la salmonelosis, en la mayoria de los casos depende estrictamente
de la subespecie y del huésped, aunque también existe influencia de los factores de

virulencia propios de cada especie bacteriana, asi como la respuesta inmune del



huésped como, por ejemplo, S. Typhi suele provocar enfermedad gastroentérica en
humanos, S. Choleraesuis en cerdos, cronificandose siempre que exista un
compromiso inmunoldgico, en el ganado vacuno S. Dublin tiene la capacidad de
causar gastroenteritis hemorragica en rumiantes jovenes, enteritis en adultos

incluyendo mastitis en hembras lactantes inmunodeficientes (Quesada et al., 2016).

Dependiendo de la agudeza del caso, y la translocacion de la infeccion a nivel
sistémico, puede ocurrir desde abortos en animales prefiados, asi como enteritis de
tipo hemorragica en animales jovenes en un amplio abanico de especies, incluyendo
el humano, la transmision de esta enteropatia infecciosa se da por via fecal-oral, sin
embargo, la adquisicion de la enfermedad también puede deberse a través de las

membranas mucosas 0 Vvias respiratorias superiores (Pefia et al., 2014).
2.1.4. Colonizacién del tracto intestinal y enfermedad entérica

Para que ocurra la enfermedad entérica deben suceder una serie de acontecimientos
de forma consecutiva, considerando que Salmonella spp. deben llegar colonizar el
intestino delgado distal o la porcion proximal del colon, siempre y cuando la
disbiosis ocasione una disminucién considerable de la poblacion de bacterias acido-
lacticas profilacticas consideradas habitantes normales en esta parte del tracto
gastrointestinal, ademéas de que esto propicia a una mayor disponibilidad de los
sitios de union en el epitelio intestinal para los microorganismos patdégenos
provocando asi una respuesta de tipo inflamatorio en el huésped que desencadena
una cascada de acontecimientos que provocan los signos y sintomas antes

mencionados (Velasco et al., 2019).

Existen una serie de factores que contribuyen para el desarrollo de salmonelosis,
asi como también influyen para aumentar la susceptibilidad del huésped a la
patogenia de la bacteria en cuestion, entre estos se destacan la terapia mal con
agentes antibioticos, dieta que no cumple con los requerimientos nutricionales
minimos para mantener la homeostasis, estrés oxidativo, disminucion del
peristaltismo, disminucién en el consumo de agua, inmunodeficiencia, alimentos
contaminados, etc., en conjunto contribuyen para que Salmonella spp. se una de
preferentemente a los foliculos linfaticos del epitelio intestinal o a células

epiteliales aisladas en el lumen del epitelio intestinal (Costa et al., 2021).



En el intestino delgado existen porciones de tejido epitelial adyacente que recubren
las placas de Peyer las cuales estan recubiertos por foliculos especializados, los
cuales son un area susceptible para la difusion de Salmonella spp. hacia los
enterocitos y células de la cripta, donde inicia la interaccion patogénica (Velasco et
al., 2019).

Los principales factores de virulencia que desencadena Salmonella spp. son las
adhesinas fimbriales las cuales actuan como mediadores primordiales entre el
contacto de este patdgeno con los enterocitos y las células de las criptas intestinales,
este es el primer paso para el reconocimiento del patégeno por parte de las células
inmunitarias locales, lo que desencadena una respuesta de tipo inflamatorio, que a
su vez origina los signos patognomédnicos de salmonelosis, incluyendo signos

sistémicos (Velasco et al., 2019).

La transgresion del epitelio intestinal inicia tras la adhesion de la bacteria a este, sin
embargo, este proceso patologico solamente se limita de forma local en el intestino
grueso o en la porcién distal del intestino delgado, las cepas mas virulentas son
aquellas que por su conjugacion y transcripcion de genes de virulencia logran una
infeccion mas sistémica cuya capacidad es denominada islas de patogenicidad de
Salmonella spp. hasta la fecha se han logrado identificar 17 diferentes islas de
patogenicidad, sin embargo, su papel en el desarrollo de la enfermedad
gastroentérica aun no esta definido exactamente. Siendo reconocido que los genes
SPI1 son los principales involucrados en la invasion del tracto digestivo, resistencia
a los mecanismos defensivos del huésped y el establecimiento de la infeccion en el
epitelio y los tejidos linfoides del intestino, en tanto que los genes SPI2 se
encuentran vinculados para evadir las defensas celulares y originar la fase

patogénica de tipo sistémica de la infeccion (Lustosa et al., 2021).

Las células epiteliales poseen un sistema secretor de tipo 11, el cual actua de forma
especializada en la secrecion de proteinas permitiendo asi que ciertas proteinas
efectoras bacterianas sean translocadas en respuesta al contacto con los aparatos
fimbriales de las bacterias. A nivel celular esto provoca un arrugamiento de la
membrana que es acompafiada de la endocitosis, activacion de factores de

transcripcion e internalizacion de estas bacterias, donde se replican en las vesiculas



mientras se traslada hasta la porcion basal y luego hacia la lamina propia debajo del
epitelio cilindrico (Bilbao et al., 2019).

La patogénesis se ve inducida por la liberacion de quimiocinas proinflamatorias y
prostaglandinas por parte de las células epiteliales que se encuentran invadidas por
Salmonella, las cuales dan la sefializacion para la migracién de polimorfonucleares
hacia el foco de la infeccion, al mismo tiempo Salmonella libera ciertos factores de
virulencia que les permiten inhibir la respuesta inmunitaria del huésped lo que
exacerba su patogenia y provoca una masiva migracion de neutréfilos hacia el

epitelio intestinal (Carvajal et al., 2019).

Las células inmunitarias de tipo polimorfonuclear, especificamente los neutrofilos
son los que se vinculan en mayor medida ante una activacion y sefializacion
antigénica por parte de Salmonell spp., este tipo de células juegan un papel
importante en la patogénesis de la diarrea inducida por dicha bacteria, sin embargo,
se debe tener en cuenta que esta interaccion esta mediada por el LPS (endotoxina),
el que exacerba la inflamacion y contribuye a la evasion de la respuesta de los

neutrofilos (Carvajal et al., 2019).

La fagocitosis ocurre de forma mas activa en la lamina propia del intestino,
desempefiando dicho proceso los neutréfilos y los macréfagos, cuyos productos de
la fagocitosis como los radicales libres y sustancias toxicas pueden ocasionar
efectos oxidativos, sin embargo, se ven minimizados por efecto de la catalasa
bacteriana y la superoxido dismutasa, lo que reduce al minimo el impacto de la

respuesta de las células mencionadas (Serrano et al., 2022).

De forma maés sistémica las cepas de Salmonell spp., suelen regionalizarse en los
ganglios linfaticos locales y placas de peyer, donde se internalizan en los
macrofagos residentes, los cuales mantienen limitada al tubo digestivo la infeccion,
solamente aquellas cepas que logran resistir el procesos de lisis fagocitaria suelen
migrar hacia otros d6rganos como el higado y el bazo donde invaden a los
macrofagos de dichos érganos y los circulantes lo que propicia a la generalizacion

de la infeccion y al desencadenamiento de la sepsis. (Mejia et al., 2019).

La invasion intracelular de ciertos tipos de células inmunitarias por parte de

Salmonell spp., es prescindible para evadir la respuesta multimodal del huésped, lo
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que facilita la diseminacion hacia otros tejidos, en este vinculo se encuentra
enlazado ciertos genes que codifican la funcion de algunos factores de virulencia
como el caso del gen SP12 el cual codifica la funcion de un TTSS que le permite a
esta bacteria ser imperceptible por parte de la células inmunitarias invadidas
contribuyendo asi en la patogénesis intracelular y provocando una autolisis de la
célulainvadida, tras la replicacion de una proteina de virulencia (Mejia et al., 2019).

A nivel de los nodulos linfaticos mesentéricos se encuentra la mayor cantidad de
conglomerados bacterianos, antes de que ocurra la generalizacion de la bacteria y
la sepsis como tal, esta bacteria cuando se establece de forma sistémica ocasiona
que exista una eliminacion del hierro por parte de las proteinas de unién al hierro
en el huésped ocasionando asi una reduccién en la biodisponibilidad de este
elemento requerido para potencializar la respuesta inmune del portador asi como

entre otros procesos fisioldgicos relevantes (Mejia et al., 2019).

Tras la inhibicion de la respuesta inmunoldgica de huésped ocurre la cronificacion
del cuadro endotoxémico con una variabilidad patogénica dependiente de algunos
serotipos que son comunmente mas invasivos que otros, por ejemplo, en cuadros
sépticos las especies mayormente reconocidas son S. Typhi, S. Dublin y S.

Typhimurium
2.1.5. Diagnostico de laboratorio
2.1.5.1.  Aislamiento

Dentro de los procesos microbioldgicos de rutina para el aislamiento e
identificacion de Salmonella spp., debemos saber que las especies asociadas a
cerdos y aves son mucho més exigentes que la colectividad de otros serotipos,
incluyendo los zoonoticos, y es importante tomar en consideracion que estas cepas
exigentes no toleran de forma adecuada el caldo selenita, o también el caldo con
tetrationato, lo cual puede ser un orientativo para el aislamiento inicial y la
presuntiva identificacion de la cepa, sin embargo, en el agar verde brillante se puede
obtener un patrén de crecimiento estable de S. Choleraesuis siempre y cuando se
trate del medio modificado que permita su crecimiento y reconocimiento (Ramirez
etal., 2019).

11



2.15.1.1. Muestras de agua, ambientales y de alimentos

Al tratarse de un microorganismo altamente contaminante, puede encontrarse
contaminando agua, materias primas utilizadas para la elaboracion de los alimentos
que consumen tanto animales como humanos. Para el aislamiento e identificacion
de Salmonella spp., de forma rutinaria se utiliza medios selectivos y diferenciales,
como el Agar MacConkey el cual permite diferenciar a esta especie bacteriana
debido a su incapacidad de fermentar la lactosa presente en este medio de cultivo,
ademas se puede utilizar Rappaport-Vassiliadis, SS Agar, XLD Agarm etc.,
siguiendo las recomendaciones e instructivo de los fabricantes de los medios de
cultivo y respetando los procesos de incubacion de 18 a 24 horas. La temperatura
de pre-enriquecimiento debe oscilar entre 35 °C y 37 °C, que es la temperatura

Optima de crecimiento de Salmonella spp (Jaimes et al., 2022).

o Muestras de agua. Esta bacteria puede contaminar afluentes de agua y
reservorios destinados al consumo de animales y humanos, para lo cual se realiza
su aislamiento e identificacion a partir de muestras de agua, inicialmente se debe
enriquecer la muestra de agua agregando 100mL de agua presuntivamente
contaminada en una cantidad de caldo peptonado a una doble concentracidn, este
se debe incubar por 48 horas y subsembrar en medios solidos especificos y
diferenciales, si existe un considerable grado de turbidez en la muestra de agua, se
debera tamizar en una micromembrana estéril con un poro de 0.45u de diametro, y
esta membrana se colocara en un medio de cultivo sélido e incubara por 24 horas a
37°C, este analisis permite realizar el conteo de UFC/cd 100mL de muestra de agua
(Montoya et al., 2022).

o Muestras de alimentos: son altas las probabilidades de que las materias
primas y los alimentos procesados se encuentren contaminados también por este
microorganismo, el diagnostico oportuno de Simonella spp., puede ser realizado de
manera rapida utilizando el agar verde brillante o medio XLD, considerando que se
debe tomar 1 gramo de alimento y colocar en 9mL de caldo enriquecido con sales
biliares, y cloruro de sodio para inhibir el crecimiento de flora acompafante, luego
se subcultiva en los medios de cultivo diferenciales y especificos antes
mencionados, en muchos paises es posible que se requiera el cumplimiento

obligatorio de ciertos protocolos estandarizados (Borges & Weber, 2022).
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2.1.5.2.  ldentificacion
2.1.5.2.1. Morfologia colonial en medios selectivos/indicadores

Las caracteristicas metabolicas de la Salmonella spp., permite diferenciarla de otras
enterobacterias, esta especie bacteriana al no ser fermentadora de la lactosa en el
Agar MacConkey, se originan colonias pequefias, circulares, de color &mbar pélido,
que no suelen cambiar de apariencia el medio de cultivo, sin embargo, los estudios
moleculares han definido que S. Typhimurium y S. entérica subespecie arizonae
tienen capacidad fermentativa de la lactosa, lo que originaria variaciones en los
medios donde dicho carbohidrato es la principal fuente de carbono (Diep et al.,
2019).

Las variaciones en los otros medios de cultivo dependeran de los componentes que
cada medio de cultivo contenga, y las reacciones y metabolitos secundarios
producto de la nutricién microbiana, por ejemplo, en el agar verde brillante las
colonias de Salmonella spp se observan de una coloracion roja, asi mismo en el
agar XLD, gran parte de las especies de Salmonella como producto de su nutricién
producen sulfuro de hidrogeno, el cual reaccion y origina colonias negruzcas con
un centre oscuro. Asi mismo en la prueba de identificacion de utilizacién de
carbohidratos, con la fermentacion de 3 azucares denominado como triple sugar
iron, donde se observa una reaccién mixta con evidencia de un pico de flauta rojo
(alcalino), porcion media amarilla (4cida) y en ocasiones la produccién de acido
sulfhidrico (H2S) (Diep et al., 2019).

2.1.5.2.2. Serotipificacion de Salmonella

La serotipificacion es un procedimiento microbiolégico que permite discernir entre
los tipos de salmonelas en funcién a las estructuras y sustancias antigénicas que
poseen, para este procedimiento se debe tener en cuenta un cultivo previo en agar
inclinado o nutriagar, ya que los medios selectivos y diferenciales no suelen

categorizarse como Optimos para la tipificacion (Borges & Weber, 2022).

Los principales antigenos reconocidos en la serotipificacién de Salmonella spp.,
son; el antigeno O somatico, H flagelar, los que se identifican, en funcion al grado
de aglutinacion, aunque algunas cepas como S. Dublin poseen un antigeno capsular

Vi (virulencia) que enmascaran otros antigenos (Ramirez et al., 2019).
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El procedimiento inicia con la colocacion de una proporcion de bacterias cultivadas
previamente, sobre un portaobjetos y en una gota de solucién salina 0.85%, se
emulsiona con los reactivos correspondientes y se observa la aglutinacion al afadir
una gota de antisuero, homogenizando bien en un lapso de 2 a 3 minutos se observa
la aglutinacion de las colonias hacia la parte externa de la gota (Montoya et al.,
2022).

2.1.5.2.3. Diagnostico Molecular y Métodos de Tipificacion

La variedad genética de las Salmonella spp., es muy amplia y las técnicas
moleculares también son varias las que pueden ser utilizadas para el diagnostico a
partir de muestras clinicas y de alimentos, en términos generales la mayoria de estos
procesos se basan en el desarrollo de PCR incluyendo las diferentes maneras de
transcripcion, que permite observar la divergencia entre cepas y especies (Santos et
al., 2020).

El empleo de la reaccion en cadena a la polimerasa con la transcripcion multiplex
de &cidos nucleicos y el mapeo de diferentes genes permite detectar una diversidad
amplia de microorganismo encontrados en las muestras clinicas y en las muestras

de productos contaminados por Salmonella spp. (Shang et al., 2021).

La identificacién especifica de Salmonella spp., puede realizarse mediante
diferenciacion bioquimica, fenotipica, serotipificacion y analisis molecular, donde
se utilizan métodos como la digestion con endonucleasas de restriccion,
amplificacion de genes y nucle6tidos especificos de forma aleatorizada (RAPD-
PCR) o secuenciada (secuencia multilocus) ya que son de los métodos mas
sensibles y especificos (Shang et al., 2021).

2.15.2.4. Resistencia antimicrobiana

Salmonella spp. posee diversos niveles de resistencia, incluyendo cepas
multirresistente a cuatro o mas agentes antimicrobianos, dentro de las cuales S.
Typhimurium la cual presenta la mayor divergencia en genes de resistencia y fue la
primera especie de esta bacteria a la cual se le identific6 como multirresistente en
Reino Unido en la década de 1960 en pruebas de susceptibilidad rutinarias
(McMillan et al., 2020).

14



En el ganado bovino la principal especie de este patdgeno asociado con cuadros
entéricos es Salmonella Typhimurium la misma que es caracterizada como
resistente a las aminopenicilinas como la ampicilina, a los aminoglucésidos como
la estreptomicina, también se puede manifestar resistentes a las sulfonamidas,
tetraciclinas y furazolidona, aproximadamente para 1994, gran parte de los aislados
de S. Typhimurium se presentaban como multirresistentes en un 62% de las pruebas
de susceptibilidad (McMillan et al., 2020).

S. Typhimurium aislada de diferentes nichos también puede presentar diversidad en
su comportamiento de resistencia a los antimicrobianos, como ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclina. En contraste su
resistencia puede variar en dependencia de la fuente de aislamiento, la region, la

prevalencia, los genes asociados a la resistencia, etc. (Castro et al., 2020).
2.2.  Lactobacillus spp.
2.2.1. Clasificacion taxon6mica

El género Lactobacillus fue descrito por primera vez en 1901 por Beijerinck, quien
lo caracteriz6 como una bacteria gram positiva productora de acido lactico, el cual
se diferenciaba de otros por ser anaerobio facultativo con capacidad de formar
esporas, estas caracteristicas permitieron dividirlo en el filo Firmicutes, clase
Bacilli, orden; Lactobacillales, familia; Lactobacillaceae, de los cuales se pueden
observar y diferenciar tres géneros definidos, Lactobacillus, Paralactobacillus y
Pediococcus, incluyendo Leuconostocaceae, clasificando a los géneros Convivina,
Fructobacillus, Leuconostoc, Oenococcus y Weissella (Dashtbanei & Keshtmand,
2023).

Hasta la actualidad el término genérico Lactobacilli, sigue siendo Gtil para definir
a todas las bacterias que cumplan con el perfil de Lactobacillaceae desde el punto
de vista la filogenética microbiana agrupa a este tipo de microorganismos en clados
con propiedades metabolicas Unicas y compartidas, este tipo de bacterias abarca
muchas especies adaptadas a diversos procesos bioldgicos como; Lactobacillus
delbrueckii , Lactobacillus iners , Lactobacillus crispatus , Lactobacillus jensensii
, Lactobacillus johnsonii y Lactobacillus acidophilus o invertebrados como;
Lactobacillus apis y Lactobacillus bombicola (Zheng et al., 2020).
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El blast de diferenciacion permite observar alrededor de més de 315 especies
pertenecientes a este tipo de bacterias, la identificacion y clasificacion molecular
de estas se a basado en la transcripcion y secuenciacion de forma alineada de
proteinas en 114 genes centrales considerando una sola copia, tomando la referencia
del &rbol de méxima divergencia por RAXML lo que describi6 aproximadamente a
224 especies de Lactobacillus y Pediococcus tomando de referencia la secuencia
del genoma disponible en la base de datos NCBI del 2020 (Duar et al., 2017)

Dentro de sus caracteristicas microscopicas se reconocen como Gram positivos,
ademas son organotréficos, tolerantes a los medios &cidos, algunas especies no
forman esporas, se caracterizan por producir acido lactico producto de la
fermentacion de carbohidratos de la matriz nutricional en donde se desarrollan, su
falta de patogenicidad y toxicidad, adaptacion al ambiente digestivo, control de la
eubiosis intestinal y homeostasis general del huésped, lo hacen de los

microorganismos mas Utiles para procesos bioldgicos (Zheng et al., 2020).

Figura 1.

Arbol filogenético del genoma central de lactobacillaceae.
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2.2.2. Beneficios de los lactobacillus

Los beneficios de este grupo de microorganismos son numerosos y diversos, para
la salud de los animales y humanos especificamente para la salud intestinal, se ha
visto evidencia cientifica que este microorganismo y la produccion de acido lactico
disminuye el impacto de la intolerancia a la lactosa por parte del huésped, a su vez
apoye a la respuesta inmunitaria mediada por células, regulacién del metabolismo
lipidico y transportacion de triglicéridos, reduccion del impacto de enfermedades
cronicas intestinales de caracter inflamatorio, diarreas, disbiosis intestinales,
patogénesis de microorganismos entéricos, disminucion de la mutabilidad y

proliferacion de células tumorales, etc. (Jeong et al., 2022)

El grupo de los lactobacilos se encuentra entre los microorganismos mas Utiles en
la industria alimentaria debido a su funcionalidad, falta general de patogenicidad y
toxicidad, adaptacién al tracto gastrointestinal y contribucion al equilibrio
microbiano Los componentes de construccion de la pared celular otorgan algunas
propiedades beneficiosas especiales a los lactobacilos, como la capacidad de

adsorber macromoléculas especificas, incluidas algunas toxinas (Jeong et al., 2022)

El desarrollo tecnolégico ha llevado a que Lacobacillus spp. sea el principal
involucrado en el desarrollo y establecimiento de procesos homofermentativos y
heterofermentativos, como procedimientos de conservacion de materias primas por
largos periodos de tiempo, esto basandose en el principio de la acidificacién para
inhibicién de mohos, levaduras y otras bacterias patégenas involucradas en la
degradacion y pudricion de las fuentes alimenticias, desde el punto de vista
cientifico se ha definido la capacidad de esta bacteria en biotransformar la materia
organica en productos asimilables que pueden ser utilizados con diversos fines
(Xiao et al., 2020).

Se demuestra que los lactobacilos vivos y muertos estan involucrados en diferentes
procesos de promocion de la salud, incluida la descontaminacion de los alimentos
al absorber los elementos toxicos en sus paredes celulares, se puede postular que en
estos procesos estd involucrada mas adsorcion fisica que metabolismo de unién
covalente quimica. Se observo que la capacidad de los lactobacilos muertos en los
procesos de descontaminacion es tan importante, ya que la viabilidad de las
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bacterias puede estar relacionada con la reduccion de las condiciones de pH mas
bajas en el estdbmago (Xiao et al., 2020).

2.2.2.1.  Efecto prebiotico de los lactobacillus spp.

La definicion mas reciente es “microorganismos vivos, que cuando se consumen en
cantidades adecuadas, confieren un efecto sobre la salud del huésped”, los
probidticos ya se estan utilizando para tratar o prevenir enfermedades, afecciones y
sindromes humanos, también se ha demostrado que tienen un efecto positivo en la
neuroinflamaciéon y el dolor, asi como en las infecciones por enfermedades

estacionales (Teame et al., 2020).

Tienen un efecto multifacético, incluido un papel protector en el intestino, compiten
con los patdgenos para producir efectos antimicrobianos directos e indirectamente
mejoran la funcién de barrera intestinal, también modulan los sistemas inmunitarios
de las mucosas locales y sistémicos del huésped e inducen inhibidores de la
produccion de citoquinas proinflamatorias. Muchos mecanismos se ven afectados

en funcion de la especificidad de la bacteria (Eslami et al., 2019).

Muchos Lactobacillus tienen una larga historia de uso en alimentos. Esto se debe
a que Lactobacillus es una bacteria productora de acido lactico y tiene un estado
"generalmente reconocido como seguro”. Actualmente, existe un interés creciente

en su uso como suplemento dietético para humanos y animales (Jeong et al., 2022).

Lactobacillus spp. podria mejorar condiciones tales como enfermedades
gastrointestinales, alergias y enfermedades hepéaticas a través de varios
mecanismos, como la produccion de metabolitos que pueden inhibir directamente
a los patégenos, exhibiendo efectos inmunomoduladores y cambiando el microbiota
intestinal (Lopez & Aguilera, 2020).

Muchas cepas de Lactobacillus inhiben el crecimiento de patdgenos con actividad
antimicrobiana L. paracasei, L. fermentum y L. rhamnosus mostraron actividad
antimicrobiana contra C. albicans, una levadura patdégena oportunista. Cuando
estos Lactobacillus se coincubaron con C. albicans, el crecimiento micelio de C.
albicans se retrasé y se inhibio la formacién de biopeliculas. Ademas, la expresion
de genes especificos del biofilm se redujo en el patégeno, Lactobacillus cepas

exhibieron una actividad antagénica contra microorganismos patdgenos, C.
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albicans (ATCC 44831), Enterococcus faecium (ATCC 51558), Enterobacter
cloacae , E. coli (ATCC 29181), Helicobacter pylori (ATCC 43579), Listeria
monocytogenes , Propionibacterium acnes (ATCC 6919 ), Shigella sonnei (ATCC
25931), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) y Vibrio parahaemolyticus, y
la actividad dependia de la cepa Este efecto inhibitorio sobre los microorganismos
patdgenos esta relacionado con diversas bacteriocinas, a través de metabolitos
producidos por Lactobacillus spp (Eslami et al., 2019).

2.2.2.2.  Relacion de los prebioticos con los probidticos

Dentro de la flora saprofita de los intestinos se encuentra implicada la actividad
antipatogénica que poseen algunas bacterias benéficas como los bacilos
productores de acido lactico, los mismos que se ven beneficiados por la actividad
estimulante de ciertas sustancias prebiodticas, sin embargo, estas sustancias
denominadas prebidticas se encuentran sujetas a biodegradacion enzimaética por
accion de jugos estomacales, secrecion biliar a nivel hepatico y jugos digestivos
secretados por el pancreas, esto limita su disponibilidad ocasionando que la
proporcion de estas sustancias que llegan al colon que es el lugar de preferencia de
las bacterias que se benefician de la bioactividad sea menor, esto en términos
generales impediria su utilizacion y por ende el desarrollo més eficiente de estos
microorganismos (Sotoudegan et al., 2019).

Los reportes cientificos donde se ha establecido la accidén de estas sustancias
prebidticas son numerosos, siendo la inulina uno de los méas estudiados y
destacados. Un estudio relevante de caracter in vitro reporta que la inulina a una
concentracion del 2.5% promueve la viabilidad y la resistencia a las sales biliares
de Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, ademas provoco un aumento en la
duracion de fase logaritmica del crecimiento de este microorganismo, concluyendo
que este biocomponente puede reducir de forma significativa el impacto de las
disbiosis bacterianas a nivel intestinal, ademas de que abre una ventana muy amplia

para sus usos Y beneficios en la industria farmacéutica (Napoli, et al., 2023).
2.3. Mecanismos de Resistencia Antimicrobiana (RAM)

Algunos microorganismos poseen resistencia al mecanismo de accion de algunos

agentes farmacologicos de tipo antibidtico o su molécula activa, son innumerables
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las formas en que una bacteria puede inhibir la interaccion de dicho farmaco, entre
ellas se puede reconocer que dentro de los mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos esta la modificacion del sitio de union o sitio objetivo donde actia
el farmaco por parte de las bacterias inhabilitando la accion litica que posee el
agente medicamentosos en cuestion causando ineficacia terapéutica y reduccion en
los indices de curacion y agravamiento del cuadro patolégico en particular
(Pulingam et al., 2022).

La divergencia genética de caracter evolutivo en las bacterias a provocado la
aparicion de nuevas determinantes con mecanismos de resistencia a los antibiéticos,
los mismos que pueden ser producto de modificaciones intrinsecas o por
adquisicion de donantes genéticos a partir de plasmidos o una combinacion de los
dos, dando como producto una estirpe bacteriana con bajas tasas de lisis celular que
originan cuadros patoldgicos inespecificos dificiles de tratar, lo negativo de esto es
que es altamente transmisible y replicable a nivel de diversos entornos de gran
difusion, un claro ejemplo es lo que ocurre en los ambientes nosocomiales donde
se propaga en diversas intensidades la resistencia a los antibidticos en diversidad

de especimenes bacterianos (Pulingam et al., 2022).

La modificacion de la permeabilidad de la membrana celular bacteriana es un
importante mecanismo de resistir a la interaccion con un antibidtico, algunos
microorganismos bacterianos han desarrollado la capacidad de permitir el ingreso
de moléculas hacia su citosol y organelos de forma selectiva, impidiendo el ingreso
del antibidtico o limitando sus microconcentraciones necesarias para originar una

lisis o interrupcion de proceso vitales (Abushaheen et al., 2020).

La diferenciacion de Gram y su estudio microbiologico ha permitido establecer que
la membrana celular de las bacterias categorizadas como Gram negativas presenta
un grado de permeabilidad menor a comparacion de su homonimo Gram positivas
especialmente por las conformacion de una membrana externa que le facilita la
selectividad de moléculas, se sabe que este tipo de bacterias son mucho mas
resistentes a ciertos componentes y moléculas antimicrobianas, interviniendo a
nivel de membrana en gran medida las porinas, las cuales permiten difunden

solamente moléculas de caracter hidrofilico a través de esta (Mancuso et al., 2022).
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El ingreso de ciertas moléculas al citosol bacteriano a través de la membrana celular
bacteriana depende en gran medida de la actividad de las porinas, existen
modificaciones de estas que provocan un ingreso selectivo de particulas, en algunos
microorganismos bacterianos como Pseudomonas aerugenosa la modificacion de
estas estructuras tienen regulacion genética, donde se ve relacionado la expresion
del gen porina OprD, que provoca limitacion en el ingreso de imipenem hacia el
citosol y su biosintesis para inhibir la regulacion y estructuracion de la membrana

celular bacteriana (Mancuso et al., 2022).

Las bombas de E-flujo son mecanismos de resistencia que le permiten a la bacteria
inhibir por completo la interaccion con el antibidtico mediante el ingreso y no
difusion del mismo, ya que lo expulsa de forma intacta, la patogénesis de una
especie de bacterias, su resistencia asi como su supervivencia en algunas ocasiones
dependen del ensamblaje de las bombas de expulsién activa que son las
responsables de iniciar una respuesta adaptativa que le permite modificar y
recodificar genes relacionas a la funcionalidad de estas estructuras colaborando

confieren mayores resistencia (Darby et al., 2023).

La mutacion de los lugares en donde acttan los antibiéticos sin modificacién de su
funcionalidad es otro de los mecanismos de resistencia desarrollado, el gen que
codifica las dianas esta presente en multiples copias y la mutacién en cualquiera
seguida de la recombinacion homologa de alta frecuencia puede producir

rapidamente una poblacidn que tenga un alelo mutante Darby et al., 2023).

Otra tactica para adquirir la mutacion de organulos o plasmidos es la adquisicion
de un gen homélogo al objetivo real, ademas, los cambios bioquimicos también
pueden modificar los 6rganos bacterianos o también Ilamados sitios de accidn
antibidtica, lo que da como resultado una interaccion farmaco extinta en las

bacterias patogenas (Uddin et al., 2021).
2.4.  Fitoterapia

La necesidad de terapias antibacterianas novedosas y efectivas ha llevado al
surgimiento de las investigaciones dirigidas a encontrar productos de origen natural
como antimicrobianos efectivos. Entre los productos naturales, los aceites

esenciales, los extractos alcohdlicos e hidroalcohdlicos tienen importancia debido
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a sus fuertes potenciales antimicrobianos y su uso frecuente de manera tradicional
y empirica para la prevencion y el control de infecciones microbianas, se pueden
extraer de diferentes partes de determinadas plantas, como hojas, raices, flores,

capullos, frutos, tallos, semillas y maderas (Yu et al., 2020).
2.5.  Extractos vegetales
2.5.1. Aceites esenciales

Son considerados como metabolitos secundarios y son conocidos por sus
propiedades bioldgicas antibacterianas, antifungicas, antivirales e insecticidas.
Dichos activos vitales han convertido a los aceites esenciales en una fuente
importante para las industrias farmacéuticas, las propiedades biolégicas clave de
los aceites esenciales se deben a la presencia de terpenos y fenilpropenoides como
componentes principales. Los aceites esenciales se consideran un reservorio de
potentes agentes antimicrobianos o de reversion de la resistencia a los

medicamentos contra los microbios mortales (Garcia & Solis , 2021).
2.5.2. Actividad antimicrobiana de los extractos vegetales

Los extractos vegetales comprenden la mezcla de un sinnimero de metabolitos de
bajo peso molecular secundarios de plantas o material vegetal, a menudo son

liquidos aromaticos naturales y voléatiles (Badke et al., 2019).

Quimicamente, los aldehidos y fenoles aromaticos y alifaticos, los terpenos y sus
derivados oxigenados, los terpenoides, suelen ser los principales componentes
encontrados en extractos vegetales, seguidos de los fenilpropanoides y los
compuestos bencenoides en términos de abundancia, ademas, los derivados de
hidrocarburos alifaticos de cadena corta son otra clase de compuestos volatiles que
los constituyen (Badke et al., 2019).

2.5.2.1. Alteracion de la pared celular bacteriana

La permeabilidad de la membrana es crucial para regular y mantener el flujo de
entrada y las concentraciones intracelulares de antimicrobianos y, por lo tanto, los
compuestos de la pared celular bacteriana son objetivos clave de los agentes

antimicrobianos (Garcia & Solis , 2021).
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En presencia de agentes antibacterianos, las bacterias tienden a alterar la sintesis de
acidos grasos y proteinas de membrana, lo que da como resultado una
permeabilidad reformada de la membrana frente a los antibidticos. La organizacion
de las membranas celulares es ain mas dinamica y compleja en los microbios Gram

negativos y son los principales determinantes de su resistencia superior.

Debido a la naturaleza lipofilica, los aceites esenciales y sus componentes
principales afectan la proporcién y los aspectos estructurales de los acidos grasos
insaturados que contienen. Por lo tanto, las células bacterianas a menudo no logran
controlar la fuga de moléculas y iones criticos cuando se tratan con aceites
esenciales (Darby et al., 2023).

2.5.2.2. Bombas de Expulsion

Se ha informado que muchas plantas medicinales con potencial antimicrobiano
contienen inhibidores y algunos de los inhibidores de origen vegetal incluyen
catecol, resveratrol, gingerol, capsaicina, etc., en la misma linea, algunos
componentes principales se han evaluado como una entidad potencial para bloquear

en varios microbios patogenos (Yu et al., 2020).
2.6.  Alcachofa (Cynara scolymus)

La alcachofa (Cynara scolymus) es una planta de la familia de las asteraceas. Es la
variedad no espinosa del cardo salvaje y sus frutos son muy apreciados en la cocina
mediterranea, ademas del empleo culinario de los frutos, las hojas se utilizan en
farmacia por sus propiedades terapéuticas. Es hepatoprotectora, colerética,
colagoga, hipocolesterolemiante y coadyuvante en las dietas destinadas a controlar
el peso, como nutriente resulta muy adecuada para evitar los excesos de la dieta

pobre en verduras y fibra y excesivamente rica en grasas (Salem et al., 2015).
2.6.1. Historia

La alcachofa se remonta a la antigliedad, en diversas representaciones del Antiguo
Egipto aparecen con frecuencia unas a modo de pifias, con las hojas o brécteas

empizarradas, que parecen ser las cabezas de la planta (Villazana et al., 2021).

Los autores sostienen que la alcachofa se digiere con facilidad, aumentan el apetito,

dan templado mantenimiento, abren toda suerte de opilacién y provocan la diuresis,
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mientras que las alcachofas aguzan el apetito, dan sed, engendran humores
corruptibles, alteran el higado (Villazana et al., 2021).

2.6.2. Descripcion

La alcachofa es una planta herbacea, cultivada en muchos lugares del mundo, que
es muy abundante en el mediterrdneo donde pocas veces esta asilvestrada. Es
perenne, de hasta dos metros de altura, sus hojas son pinnadolobuladas, de méas de

60 cm de longitud, con Iébulos sin espinas (Aguirre et al., 2019).

Las hojas tienen color verde claro y, sobre todo en la cara inferior, estan cubiertas
de unas hebras blancas, muy finas, que se forman a modo de telarafias y que
empalidecen ain mas el color de las hojas, el color caracteristico de las hojas da
nombre a la alcachofa. Las hojas radicales, en roseta, se recogen en primavera. Las
hojas de alcachofa pueden prensarse para producir un zumo que, concentrado y

purificado, se destina a la preparacion de extractos (Monllor, 2021).

2.6.3. Taxonomia

Tabla 1.

Taxonomia de la alcachofa.
Reino Plantae
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Cynara
Especie scolymus
Nombre cientifico Cynara scolymus

Nota. Tomado de (Terrnova, 2002).

2.6.4. Principios medicinales de la alcachofa
2.6.4.1. Accion colerética

La alcachofa tiene propiedades coleréticas y colagogas, es decir, estimula la
produccidn de bilis en el higado y facilita posteriormente su vaciado en la vesicula

biliar, lo que favorece la digestion de las grasas, la bilis, formada por sales biliares
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y colesterol, es secretada por los hepatocitos y se almacena en la vesicula biliar, se
excreta tras la ingestion de alimentos para metabolizarlos y digerirlos por accion de
la bilis, las grasas provenientes de los alimentos oleaginosos y de las frituras son
emulsificadas (fragmentadas en pequefias moléculas), transformandose en
microgotas que son degradadas por las lipasas pancredticas e intestinales, quedando
aptas para ser degradadas a nivel del pancreas (Parra et al., 2022).

2.6.4.2. Accidn hepatoprotectora

El extracto de hojas de alcachofa es un protector hepatico, debido a la accion
captadora de los radicales libres que producen la oxidacion celular, en pruebas
experimentales se ha constatado que la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad resulta inhibida como consecuencia de la administracion del extracto de
hojas de alcachofa, a pesar de ello, y de sus cualidades antitdxicas, no esta
comprobado que la alcachofa favorezca la regeneracion de las células hepéticas,
como es el caso del cardo, pero si es recomendable su empleo en caso de
insuficiencia hepatica y hepatitis (Alvarado & Reyes, 2021).

2.6.4.3. Actividad antimicrobiana

Un antimicrobiano es toda sustancia, que en bajas concentraciones, es capaz de
actuar sobre los microorganismos, inhibiendo su crecimiento o destruyéndolos, sin

provocar toxicidad (Aguirre et al., 2019).

Las de origen vegetal incluyen compuestos como polifenoles provenientes de
cortezas, tallos, hojas, flores, acidos organicos presentes en frutos y fitoalexinas
producidas en plantas, los compuestos que tienen actividad antimicrobiana son

derivados simples y complejos del fenol (Villazana et al., 2021).
2.6.4.3.1. Compuestos volatiles

La alcachofa tiene principalmente como principios activos algunos acidos fenélicos
como el acido cafeico, &cido clorogénico, &cido cafeilquinico, y el &cido
dicafeilquinico, la cinarina, uno de los mas representativos, es el acido 1,3-O-
dicafeilquinico o el 1,5-O-dicafeilquinico. También posee flavonoides derivados de

la luteolina; inulina, &cidos alcoholes como el acido malico, lactico, fumaérico;
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aceites esenciales, fitoesteroles, triterpenos, taninos, lactonas sesquiterpénicas

amargas como la cinaropicrina (Arias, 2022).

Los compuestos fendlicos mas representativos en las alcachofas son el &cido
cafeico (&cido 3,4- dihidroxicindmico), el acido clorogénico (&cido 3-
Cafeilquinico), la cinarina, el cinarésido, la isorhoifolina, y la narirutina. La hoja
de alcachofa, sus principios activos, posee propiedades diuréticas, coleréticas,

hepatoestimulantes; disminuye los niveles de lipidos (Andreo et al., 2021).
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CAPITULO III.

3. MARCO METODOLOGICO
3.1.  Ubicacion de la investigacion
. Localizacion del experimento.

La presente experimentacion se desarrollo en el Laboratorio General de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias Recursos Naturales y del Ambiente, en la seccién de
microbiologia, los andlisis de la cinética de crecimiento de Lactobacillus y
cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-MS), se desarroll6 en el
Laboratorio de alta complejidad, Investigacion y Vinculacion de la Universidad
Estatal de Bolivar, el mismo que se encuentran ubicados en el cantén Guaranda, en

el sector Laguacoto | y Laguacoto Il respectivamente.

o Situacion geografica y edafoclimatica.

Pardmetros Geograficos de Guaranda

Altitud 2608.00 msnm
Latitud -1.614378°
Longitud -78.998339°
Temperatura maxima 19°C
Temperatura minima 10°C
Temperatura media anual 14°C
Precipitacién media anual 1619 mm?®
Humedad relativa (%) 72%

Nota. Tomado de INAMHI, (2019).

° Zona de vida.

De acuerdo con la sistematizacion de zonas de vida publicados por Leslie
Holdridge, el canton Guaranda corresponde a la formacion Bosque Humedo
Montano Bajo (B.h.m.b) (Holdridge, 1967).
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3.2.  Metodologia

3.2.1. Material en estudio

o Extracto etanolico de la alcachofa

. Salmonella entérica ATCC® 13076™

o Lactobacillus spp.

3.2.2. Factores en estudio

Factor A: Extracto etanolico de la alcachofa
Factor B: Salmonella entérica ATCC® 13076™
Factor C: Crecimiento de Lactobacullus spp.
3.2.3. Tratamientos

Tabla 2.
Tratamientos en estudio de la interaccion de los factores A x B.

Tratamientos Descripcion

Discos de antibioticos de enrofloxacina de 5ug + Salmonella

TO
entérica ATCC® 13076 ™

- Extracto etandlico de la alcachofa al 100% + Salmonella
entérica ATCC® 13076 ™

- Extracto etanolico de la alcachofa al 50% + Salmonella
entérica ATCC® 13076 ™

T3 Extracto etandlico de la alcachofa al 30% + Salmonella
entérica ATCC® 13076 ™

T4 Disco impregnado de cloruro de sodio + Salmonella entérica

ATCC® 13076™

Nota. Los antibiogramas se realizaron mediante la técnicas difusion en discos.
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Tabla 3.
Tratamientos en estudio de la interaccién de los factores A x C.

Tratamientos Descripcion

1 Extracto etandlico de la alcachofa al 1% + Lactobacillus spp

en caldo MRS

- Extracto etandlico de la alcachofa al 5% + Lactobacillus spp
en caldo MRS

T3 Extracto etandlico de la alcachofa al 10% + Lactobacillus spp
en caldo MRS

T4 Extracto etandlico de la alcachofa al 15% + Lactobacillus spp
en caldo MRS

T Extracto etandlico de la alcachofa al 20% + Lactobacillus spp
en caldo MRS

TO Lactobacillus spp en caldo MRS

Tabla 4.

Caracteristicas numéricas del disefio.

o Actividad Cinética de

Caracteristicas o ] o
antimicrobiana crecimiento

Numero de tratamientos 5 6
NuUmero de repeticiones 5 5
Tamarnio de la unidad experimental 100 pL 100 pL
Numero de aislados 1 1 (11 mediciones)
Numero total de analisis 25 330
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3.2.4. Tipo de disefio experimental o estadistico

o Disefio completamente al azar, se desarrollé con el siguiente modelo;
Yij = ptaiteij.

Tabla 5.

Tabla de ANOVA de la interaccion de dos factores.

Fuente de variacion G. L Férmula G.L
Tratamiento t-1 4
Error t(r-1) 20
Total rt (-1) 24

3.2.5. Manejo de la investigacion
o Preparacion del material vegetal:

Se realiz6 la compra de las bellotas de alcachofa (Cynara scolymus) del mercado
10 de Noviembre de la cuidad de Guaranda, la misma que se proces6 deshojando
las bellotas a las cuales se les realizé un lavado con agua destilada estéril y se dejo
secar por un tiempo de 24 horas a temperatura ambiente, trascurrido este periodo
se pico las hojas, juntamente con la porcion mas pulposa de la alcachofa, en
particulas pequefias menores a 1 cm, posteriormente esto se registro el peso del
producto obtenido.

. Obtencion del extracto etanolico:

Se dividié y pesé 100 gramos de material vegetal picado de la alcachofa, el cual se
dej6 macerar con 100 mL de etanol al 96% por 3 dias, el cual se agitd dos veces por
dia, una vez trascurrio este tiempo, se sometieron los macerados a filtracion con un
circuito de vacio, donde se tamizé con papel Whatman nimero 1 y se obtuvo el
extracto etandlico al 100%, para su posterior dilucion llegando a las
concentraciones del 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 50% y 100%, propuestas en la

investigacion.
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o Reanimacion de las cepas bacterianas:

La reanimacion de Salmonella entérica ATCC® 13076™, se realiz6 siguiendo las
indicaciones del fabricante, considerando que este procedimiento se desarrollé en
un caldo nutritivo a base de extracto de caseina pancreética peptonada en un matraz
de cierre hermético, de manera consecutiva se realizo la reanimacion de
Lactobacillus spp., para lo cual, en primera instancia se apartd los crioviales que
almacenan las cepas, y se incubaron por 1 hora para activar metabolicamente las
colonias bacterianas, luego se tomaron 100 pL y se depositara en 10 mL de caldo
Man, Rogosa y Sharpe (MRS) para lactobacillus spp., este caldo selectivo
solamente permitid el crecimiento de dicha bacteria, los caldos inoculados de
manera rutinaria se incubaron por 24 horas a 37° C, una vez obtenidos los cultivos
reanimados, se transfirio a cultivos en placa con agar solido (Agar tripticasa soja),
de igual manera se incubd por 24 horas a 37° C, posterior a este tiempo se subcultivo
en placas petri con medio solido para obtener un cultivo axénico listo para realizar
los procedimiento de actividad antimicrobianas y medir la curva de crecimientos

respectivamente.
o Actividad antimicrobiana:

La actividad antimicrobiana se desarrolld siguiendo los lineamientos postulados en
el método de Kirby-Bauer o difusion de disco, con la ayuda de un hisopo estéril se
inoculd sobre la superficie del agar, aproximadamente una poblacion de bacterias
de 1x108UFC/mL como criterio de siembra de esa cantidad de unidades formadoras
de colonias se realizd la escala de turbidez 0.5 de MacFarland de cada cepa
respectivamente, posteriormente se impregnaron los discos de 6 mm de diametro
con el extracto y se situaron suficientemente separados entre si, a continuacion se

incubo por 24 horas a 37° C.
. Medicion de los halos de inhibicién:

Luego de 24 horas se tomo las medidas reales de los halos de inhibicion, para lo
cual con la ayuda de un calibrador pie de rey milimétrico se midio de extremo a
extremo del espectro de inhibicion, de dicho valor que se le quito el valor de 6 el
cual corresponde a los milimetros contemplados por el tamafio del disco de papel

utilizado. Como resultado se obtuvo el valor del halo de inhibicion neto.
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o Susceptibilidad bacteriana;

Los resultados del antibiograma del extracto etandlico de la alcachofa fueron
comparados con la escala de sensibilidad establecidos por Duraffourd et al. (1987)
y los resultados del tratamiento de enrofloxacina fueron comparado con los puntos
de corte establecidos por el CLSI (2024) estipulado en el documento M100-ED34,

en las siguientes tablas se establecen las medidas de los diametros;

Tabla 6.

Escala de sensibilidad propuesta por Duraffourd et al (1987) para un fitofarmaco
mediante la técnica de difusion de disco.

Escala Medida del halo de inhibicion (mm)
Actividad nula (-) <8
Sensible > 8 <14
Muy sensible >14 <20
Sumamente sensible >20

Tabla 7.

Criterios interpretativos y puntos de interrupcién del diametro de zona (mm) de
inhibicion establecida por el CLSI para Salmonella frente a fluoroguinolonas

Antibiético Sensible Intermediamente Resistente

Ciproflaxacina > 31 mm 21 mm — 30 mm <20 mm

Nota. Los puntos de interrupcion de ciproflaxacina (5ug) son utilizados para evaluar la
susceptibilidad antimicrobiana de Samonella (incluidas las entéricas) frente a las fluoroquinolonas,

° Estimacion de la curva de crecimiento:

Este procedimiento requirié la aplicacion del ensayo de espectofotometria,
mediante el cual se obtuvo la cantidad de absorbancia (ABS%) que presentaron

cada uno de los cultivos de Lactobacillus spp. este procedimiento de medicién
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inicié la manofactura del medio de cultivo en caldo (MRS-lactobacilli) el mismo
que se esterilizo, y empacé 5 mL en tubos de ensayo de tapa rosca estériles, el
espectrofotometro utilizado fue un Nanodrop al cual se le incluyé 200uL de muestra
en el lugar de la medicion, antes de realizar las mediciones consecutivas, se calibro
colocando 200pL de medio de cultivo sin indculo el cual permiti6 calibrar el rango
cero, y partir del cual se basaron todas las mediciones, las mediciones mediante
espectrofotometria se realizaron cada 2 horas hasta cumplirse las 24 horas de
incubacion, ademas, se referenciaron las lecturas obtenidas mediante el disefio de

un grafico progresivo.
o Identificacidn de los compuestos volatiles del extracto:

La identificacion de los compuestos volatiles se realizo mediante cromatografia de
gases con espectrometria de masas (GC-MS), en primera instancia para su medicion
se remitid 10 mL de muestra en un frasco de color &mbar, la misma que se tamizo
en millipore con un filtro de 0.45u para retener todas las impurezas que contenga
el extracto de alcachofa de un tiempo de macerado de 72 horas, se utiliz6 un equipo
cromatografo (GC-AGILENT TECHNOLOGIES 7890 A), el cual incorpord un
detector (AGILENT TECHNOLOGIES 5977A MSD) con una columna de
inyeccion HP-SMS (30m x 0.250mm x 0.25um), los compuestos fueron
identificados con la Libreria NIST14. L. (National Institute of Standards and
Technology), y se establecio el siguiente método cromatografico;

o Temperatura del inyector: 250°C.

o Gas portador: Helio a un flujo de 0.8 mL/min.

o Volumen de inyeccion: 0.6 uL en inyeccion Splitless.

o Programa térmico: Temperatura del horno 60 °C durante 3 minutos, se

incrementé de 60 °C a 100 °C a razén de 15 °C/min; finalmente la
temperatura se elevd de 100 °C a 250 °C a razon de 3 °C/min durante 5

minutos.
o Temperatura del detector: 300 °C.

o Tiempo total de corrida: 61.67 minutos
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3.2.6. Meétodos de evaluacion (variables respuesta)

Analisis de varianza de la susceptibilidad antimicrobiana: variable de
tipo dependiente, que evalud el efecto de los tratamientos frente a
Salmonella entérica ATCC 13076 en el antibiograma, en especifico de los
que fueron inhibidos o resistieron al efecto antimicrobiano del extracto
etanolico de la alcachofa en concentraciones del 100%, 50% y 30%,

tomando como evidencia la medicion de los halos en el medio de cultivo.

Escala de sensibilidad antimicrobiana: variable de tipo dependiente, que
se evalud y registro los datos del antibiograma, los mismo que fueron
comparado con la escala de sensibilidad propuesta por Duraffourd et al.
(1897) para un fitofarmaco y por el CLSI (2024) para enrofloxacina.

Porcentaje (%) inhibitorio relativo : pardmetro de medicién dependiente
que permitio establecer la capacidad del extracto etandlico de la alcachofa
en para inhibir a Salmonella enteritidis ATCC® 13076™, considerando el
criterio de interpretacion de Ramirez & Diaz (2007) que mencionan que la
actividad antimicrobiana de los extractos se considera alta cuando el
porcentaje de inhibicion y es > 70%, intermedia entre el 50% -70% Yy baja
cuando es < 50%, los halos de inhibicion se registro, se efectué mediante el
calculo matematico con la ayuda de la siguiente ecuacién descrita por Pabén
et al. (2013).

DT - DC-
DC+

% de inhibicion =
Donde:
DT: Diametro del halo de inhibicién de cada tratamiento
DC-: Diametro del halo de inhibicion del control negativo

DC+: Diametro del halo de inhibicién del control positivo

Cinética de crecimiento: paramétrica de tipo dependiente, que consistid en
medir el crecimiento de Lactobacillus, en base a un caldo de cultivo
inoculado de dicha bacteria, a los cuales se le incorpord el extracto etanélico
de la alcachofa en concentraciones del 1% (T1), 5% (T2), 10% (T3), 15%
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(T4), 20% (T5) y un cultivo sin suplementacién (T0) en el medio de cultivo
de cada cepa, la mediciones se realizé en base al porcentaje de absorbancia
en cada cultivo con un intervalos de tiempo de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 14, 16, 18,
20, 22, y 24 horas, mediante espectrofotometria con una longitud de onda
de 625 nm.

o Estudio de los compuestos volatiles: paramétrica de tipo dependiente la
cual se midid6 mediante la aplicacion de cromatografia gases con
espectrometria de masas (GC-MS), para la identificacion de los compuestos
volatiles que contiene el extracto etandlico de la alcachofa, los mismo que

fueron identificados con la ayuda de la Libreria NIST 14 L.
3.2.7. Andlisis de datos

Los resultados obtenidos de las pruebas de susceptibilidad de la interaccion del
extracto etanolico de la alcachofa en concentraciones del 100%, 50% y 30%, como
fuente de inhibicion de Salmonella enteritidis ATCC® 13076TM, y su efecto en la
curva de crecimiento de Lactobacillus spp. a una concentracion del 1%, 5%, 10%,
15% y 20% se analizaron mediante el paquete estadisticos SAS 9.4 y SPSS version

25, para observar diferencias estadisticas en los diferentes tratamientos.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

4.1.  Analisis de varianza de la susceptibilidad de Salmonella entérica ATCC

13076 frente a extracto etanolico de alcachofa (Cynara scolymus).

Tabla 8.

Analisis de varianza de la actividad antimicrobiana del extracto etanélico de la
alcachofa frente a Salmonella entérica ATCC 13076.

Fuente de variacion  GL SC CM F.vValor Pro.F Sig.
Tratamientos 4 673.360 168.34 255.06 <.0001 **
Error 20 13.200 0.6600 Coeficiente de

variacion: 6.36%
Total 24 686.56

Nota. Diferencias estadisticas altamente significativas (**).

Los resultados del antibiograma mediante la prueba de Fisher expresaron
diferencias estadisticas altamente significativas (P. <0.01) entre los tratamientos en
estudio, es decir que las diferentes dosis del extracto etanolico de la alcachofa
(Cynara scolymus) propiciaron diferente efecto inhibitorio sobre Salmonella
entérica ATCC 13076.

Tabla 9.
Comparacion de los promedios de los tratamientos en estudio.

Tratamientos Promedio Duncan agrupacion
0 (Enrofloxacina) 21.00 A

1 (100% del extracto) 15.80 B

2 (50% del extracto) 11.40 C

3 (30% del extracto) 9.60 D

4 (testigo negativo) 6.00 E

Por medio de Duncan al 5% se determind que los promedios de las zonas de

inhibicién de los tratamientos en estudio expresaron diferencias estadisticas,
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reconociendo que el mayor promedio lo expreso el TO (enrofloxacina) con 21
milimetros, siguiéndole los extractos de la alcachofa a T1 (100%), T2 (50%) y T3
(30%) con 15.80, 11,40 y 9,60 milimetros respectivamente.

Figura 2.

Diagrama de cajas y bigotes del antibiograma del extracto etandlico de la
alcachofa frente a Salmonella entérica ATCC 13076.
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TEATAMIENTOS

Shallan et al., (2020) en su investigacion sobre la actividad antimicrobiana in vitro
de las bracetas y receptaculos de alcachofa (Cynaraa scolymus) frente a Salmonella
entérica SA19992307, encontraron que el extracto etandlico de 72 horas de bracetas
y receptaculos al 100% obtuvo valores de 11.3 +£0.76 milimetros y 10.0 +1.04
milimetros respectivamente, responsabilizando a diversos compuestos organicos
dichos resultados, estratificando que en las bracetas existia una concentraciéon de
16.04 mg de catequina y en los receptaculos 11.55 mg p-hidroxibenzoico, tomando

en cuenta un total de 15 compuestos fendlicos responsables de dichos resultados.

Comparativamente son valores similares a los que se encontraron en la presente
investigacion, considerando que, el extracto etanolico al 100% (T1), expreso
valores superiores a los reportados por los autores citados, atribuyendo dichas
diferencias a la actividad antimicrobiana que poseen los siguientes compuestos
volatiles encontrados en mayor porcentaje; Timol, m-Cymene, Linalool y

Pyranone, mediante cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-MS).
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4.1.1. Andlisis de la escala de sensibilidad antimicrobiana del extracto
etanolico de la alcachofa (Cynara scolymus) frente a Salmonella entérica
ATCC 13076.

Tabla 10.

Anélisis de susceptibilidad antimicrobiana del extracto etandlico de la alcachofa
frente a S. entérica ATCC 13076.

Punto de corto T1: 100% T2: 50% T3: 30%

Actividad nula (-) - - -
Sensible (+) - 100% 100%
Muy sensible (++) 100% - -

Sumamente sensible (+++) - - -

De acuerdo con la escala de sensibilidad descrita por Duraffourd et al. (1897) se
pudo determinar que el tratamiento T1 (100% del extracto) en el antibiograma
frente a Salmonella entérica ATCC 13076 manifestd que en el 100% de los analisis
se evidenciaron halos entre > 14 mm < 20 mm (muy sensible), no obstante, los
tratamientos T2 (50%) y T3 (30%) fueron suficientes para inhibir el crecimiento de

la bacteria en estudio, ya que reportaron halos entre > 8 mm < 14 mm (sensible).

Figura 1.

Anélisis de susceptibilidad antimicrobiana del extracto etandlico de la alcachofa
frente a S. entérica ATCC 13076.
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Jamshidi et al, (2021) en su investigacion sobre la evaluacion de la actividad
antimicrobiana del extracto de la alcachofa (Cynara scolymus) frente a Salmonella
entérica ATCC 13076, y su estudio de los biocompuestos antimicrobianos
responsables por cromatografia, encontraron a una concentracion de 30% halos de
inhibicion de 21 milimetros en promedio, categorizando que dicha bacteria es muy
sensible a dicha concentracion, responsabilizando los hallazgos al &cido 1,5-
dicafeoilquinico. Comparativamente son valores superiores a los encontrados en la
presente investigacion, debido a las diferencias en la metodologia del
procesamiento de la muestra, también es relevante considerar los factores

ambientales y agricolas de investigacion a investigacion

4.1.2. Andlisis de sensibilidad antimicrobiana de Salmonella entérica ATCC

13076 frente a enrofloxacina.

Tabla 11.

Resultados del antibiograma de Salmonella entérica ATCC 13076 subsp. entérica
serovar Enteritidis, frente a Enrofloxacina de 5ug

Punto de corte

Repeticion . .Z.Or.]f"1 de . . i
inhibicion (mm) Sensible  Intermediamente Resistente
1 20 - - X
2 23 - X -
3 20 - - X
4 21 - X -
5 21 - X -
X 21 0 3 2

Nota. X: promedio

De acuerdo con los resultados del antibiograma en las pruebas de susceptibilidad
de Salmonella entérica ATCC 13076 subsp. entérica serovar Enteritidis frente a
enrofloxacina mediante difusién de discos se determind que dicha bacteria en
estudio posee resistencia y resistencia intermedia en especial a la enrofloxacina de
5ug. al acotejar con los puntos de cortes establecidos por el CLSI (2024) en el
documento M-100.
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Ragab et al. (2020) mencionan que los extractos de plantas naturales es una forma
alternativa segura y aceptable que reemplaza los antibi6ticos sin riesgo de
transmision de resistencia a los antimicrobianos a humanos o animales. Asi mismo
Santos et al. (2019) sugieren usar una combinacion de un antibidtico y un extracto
vegetal, ya que se podria maximizar los componentes bioactivos antimicrobianos
del extracto vegetal y reducir la dosis requerida del antimicrobiano. Sin embargo,
los resultados del antibiograma del extracto vegetal versus a la enrofloxacina
sugieren que el extracto etandlico de la alcachofa (Cynara scolymus) puede inhibir
mejor el crecimiento bacteriano de Salmonella entérica ATCC 13076, de forma in
vitro, estableciéndose como una alternativa para mitigar la generacion y trasmision

de mecanismos de resistencia.

4.1.3. Porcentaje inhibitorio relativo de los tratamientos propuestos
frente a Salmonella entérica ATCC 13076.

Tabla 12.

Resultado del porcentaje inhibitorio de los tratamientos planteados frente a
Salmonella entérica ATCC 13076.

Tratamientos Porcentaje inhibitorio
T1 (100% del extracto etanolico de alcachofa) 75.24%
T2 (50% del extracto etandlico de alcachofa) 54.29%
T3 (30% del extracto etandlico de alcachofa) 45.71%

Mediante el porcentaje inhibitorio relativo de las diferentes concentraciones del
extracto etanolico de alcachofa, se evidencio que el T1 obtuvo un 75.24% de
inhibicién, el cual permitié evidenciar que dicha concentracion posee una alta
actividad antibacteriana, siguiéndole el T2 el mismo que obtuvo un 54.29% de
inhibicion, permitiendo inferir que dicha concentracion tiene una actividad

antibacteriana intermedia y finalmente el T3 obtuvo un 45.71% de inhibicion,
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interpretando que esta concentracion posee una baja actividad antibacteriana contra
Salmonella entérica ATCC 13076.

Figura 3.

Porcentaje inhibitorio de los extractos etandlicos de la alcachofa frente a
Salmonella entérica ATCC 13076.

100,00%

50,00% 7524% 54,29% 45,71%
0,00%

T1 (100% del extracto T2 (50% del extracto T3 (30% del extracto
etanolico de alcachofa)  etandlico de alcachofa)  etandlico de alcachofa)

Shallan et al., (2020) reportaron la actividad antimicrobiana in vitro de las bracetas
y receptaculos de alcachofa frente a Salmonella entérica, quienes obtuvieron un
porcentaje inhibitorio del 45.56% (11.3/24.8). Comparativamente se difiere de lo
citado debido a que en las concentraciones del 100% y 50% el porcentaje inhibitorio
fue mayor, sin embargo, los hallazgos en la concentracion del 30% en dicho

parametro se asemejan a los de la investigacion citada.

4.1.4. Andlisis estadistico de la cinética de crecimiento de Lactobacillus
sp mediante la suplementacion con extracto etandlico de la

alcachofa.

Tabla 13.

Andlisis estadisticos de la absorbancia de los tratamientos sobre la cinética de
crecimiento de Lactobacillus sp mediante espectrofotometria.

Medicion  T1 T2 T3 T4 T5 TO Pr.F Cv

0 0.018° 0.028Y 0.036° 0.053" 0.061* 0.013" <.0001 9.36%
0.028° 0.038¢ 0.061° 0.080° 0.101* 0.021"7 <.0001 5.28%
0.046° 0.055¢ 0.070° 0.099° 0.108* 0.041° <.0001 6.45%
0.059¢ 0.074¢ 0.079° 0.107° 0.114* 0.056° <.0001 4.42%
0.096% 0.104¢ 0.115° 0.145"* 0.160° 0.089° <.0001 5.44%
10 0.137¢ 0.171¢ 0.193° 0.221° 0.251* 0.107" <.0001 3.19%
14 0.148° 0.172¢ 0.205° 0.227° 0.258* 0.148° <.0001 2.54%
16 0.163® 0.191¢ 0.213° 0.229® 0.265° 0.196° <.0001 2.44%
18 0.191® 0.203%® 0.221° 0.237° 0.283* 0.211% <.0001 519%
20 0.155% 0.187¢ 0.190° 0.232°® 0.314* 0.208° <.0001 4.35%
22 0.150¢ 0.179° 0.186° 0.205* 0.299° 0.207° <.0001 2.60%

co o B~ DN
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24 0.136" 0.151° 0.159¢ 0.191° 0.294*° 0.205" <.0001 2.98%

Nota. <.001: diferencias estadisticas altamente significativas (**). Medias cubiertas por la misma
letra (resaltadas de color celeste) no son significativamente diferente.

Mediante el analisis estadistico de la prueba de F, podemos determinar que existid
diferencias estadisticas altamente significativas (**) entre las concentraciones del
extracto sobre la cinética de crecimiento de Lactobacillus sp, es decir que entre
mayor sea la concentracion del extracto etanolico de la alcachofa se optimiza el
crecimiento de dicha bacteria probidtica. Mediante el andlisis de Duncan al 5%
como comparativa de los promedios, podemos determinar que el T5 obtuvo la
mayor absorbancia durante las primeras 24 horas, 1o que es correlacionado con
mayor poblacién bacteriana, siguiéndole el T4, el que expresé mayor absorbancia
hasta las 20 horas después de la inoculacion, posteriormente se observo una caida

en dicha medicién.

Al comparar los promedios del T3, T2 y T1 versus TO, podemos observar que
después de 4 horas de incubacion el promedio de tratamiento testigo (TO) era
estadisticamente igual al T1, adicionalmente a las 14, 16 y 18 expresaron igualdad
entre los promedios del T2 y T3, a su vez se pudo observar que a las 22 horas de
incubacion los promedios entre el TO y el T4 fueron estadisticamente igual,
Finalmente el tratamiento testigo no logré compartir promedios entre el T5 por un

lapso de 24 horas de incubacion.

Olas (2024) sobre su analisis de la versatilidad de la alcachofa (Cynara scolymus)
menciona que uno de los componentes importante de la Cynara scolymus es la
inulina, el cual tiene un efecto prebiotico y estimula el crecimiento de Lactobacillus
y Bifidobacterium, también contiene sesquiterpenos, cariofileno, triterpenos de

hidroxilo, luteolina.

Asi mismo Napoli et al. (2023) en su estudio sobre las propiedades benéficas para
la salud, mencionan que la inulina de cadena larga de la alcachofa potencializo el
crecimiento de Lactobacillus paracasei, ademas menciona la gran cantidad de
compuesto fendlico le atribuyen el efecto antioxidante y mejora la salud y
viabilidad de microorganismos probidticos. De tal modo, se concuerda con los

resultados de los autores citados anteriormente, ya que se observd un notable
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crecimiento de la bacteria en estudio en relacion con el testigo. Es decir que la
alcachofa promueve el crecimiento de bacterias benéficas.
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4.1.5. Cinética de crecimiento de Lactobacillus sp., suplementado con diferentes concentraciones del extracto etandlico de alcachofa.

Figura 4.

Cinetica de crecimiento de Lactobacillus sp., suplementado con el extracto etanolico de alcachofa en el medio de cultivo.
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Mediante espectrofotometria se logro evidenciar que Lactobacillus sp, al recibir
una suplementacion del 1% (T1), 5% (T2), 10% (T3), 15% (T4) y 20% (T5) del
extracto de la alcachofa (Cynara scolymus), se acorté su periodo de latencia,
mientras que el periodo exponencial fue alargado, es decir que en menor tiempo de
incubacion las bacterias empezaron a multiplicarse en mayor medida encontrando
mayor carga bacteriana en relacion con el testigo, la fase estacionaria se logré
después de 10 horas de incubacion versus al TO que se logré alrededor de las 16
horas, sin embargo, después de las 18 horas de incubacion se expreso la fase de
muerte o declive para los T1, T2, T3y T4, no obstante para el T5 se evidencid la
fase de muerte después de las 20 horas de incubacion.

Holgado et al. (2022) en su investigacion sobre la evaluacion del potencial
prebidtico del subproducto de la alcachofa, metodoldgicamente establecio el
crecimiento de Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium bifidum aislados de
heces, los cuales fueron suplementado con extracto de alcachofa al 100%,
encontrando que las colonias suplementadas con la alcachofa obtuvieron al menos
2 log UFC (0.90% absorbancia) versus al testigo, concluyendo que el aumento
bacteriano incrementa la produccion de acidos grasos de cadena corta, acido lactico
y la absorcion de sustrato lo que le atribuye propiedades prebiéticas a la alcachofa.

Rattanakiat et al. (2020) en su investigacion sobre la actividad prebidtica de
polisacaridos de alcachofa, en donde suplementaron medios de cultivos a una
concentracion de 0.5%, 1% y 2% y fueron estudiadas el porcentaje de absorbancia
por espectrofotometria con un longitud de onda de 600 nm durante 84 horas,
determinaron que los cultivo de Lactobacillus acidophilus suplementados con
alcachofa a las 24 horas expresaron la mayor absorbancia en relacion a los
tratamientos suplementados solo con glucosa, considerando que la concentracion
del 2% expreso valores de 0.200, lo que positivamente permitira un aumento en la
produccion de acido acético, que tiene actividad antimicrobiana y beneficios para

la salud.

Al comparar los resultados obtenidos, podemos determinar que el extracto etanélico
de alcachofa promueve el crecimiento bacteriano de Lactabacillus sp, pudiendo

considerarse como una nueva alternativa préebiotica.
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4.1.6. Estudio de los compuestos volatiles del extracto etanolico de alcachofa
mediante cromatografia de gases con espectrometria de masas.

Figura 5.

Cromatograma de los compuestos volatiles del extracto etandlico de la alcachofa
mediante cromatografia de gases- espectrometria de masa (GC-MS)
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Mediante cromatografia de gases con espectro de masa (GC-MS) se proceso el
extracto etandlico de la alcachofa macerado por 72 horas, donde se identificaron 28
compuestos volatiles de importancia, observando en la figura 5 los picos de dichos
biocomponentes, destacando con color azul los compuestos de mayor tiempo de

retencion a la hora del analisis.
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Tabla 14.

Resultados del andlisis de cromatografia de gases con espectrometria de masa
(GC-MS) de los compuestos volatiles del extracto etanolico de la alcachofa
(Cynara scolymus) macerado por 72 horas.

N° Compuesto Tiempo de retencion (min.) Area (%)
3 m-Cymene 6.831 4.58

10 Pyranone 9.300 3.99

13 Thymol 13.480 16.45

22 Palmitic acid, ethyl ester 37.681 12.14

24 Linoleic acid ethyl ester 42.706 18.8

25 Linolenic acid, ethyl ester 42.891 17.69

28 Diisooctyl phthalate 53.127 10.02

Los resultados de la cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-MS),
determind que la mayor area de los compuestos identificados lo representaron el
acido linoleico (C20H3602) y acido linolénico (C20H3402) con un 18.8% y 17.69%
respectivamente, siguiéndole el Timol (C10H140) con un 16.45%, continuando el
acido palmitico (C1sH3s02) representado por un 12.14%, posteriormente el falato
de diisooctilo (C24H304) con una area de 10.02%, m-Cymene (CioH14) con un
4.58%, Pyranone (CsH4O2) con un area de 3.99%, finalmente los otros compuestos
gue se encuentran en menor proporcion y representan el 16.15%, de los cuales se

destaca linalool, Caryophyllene, B-Selinene, Benceno, fitol, etc.

Figura 6.

Porcentaje de los compuestos volatiles de mayor area del extracto etandlico de la
alcachofa (Cynara scolymus) macerado por 72 horas.
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Chaghaby & Heba (2022), en su investigacion sobre las propiedades antioxidante,
antimicrobiana y anticancerigenas del extracto de alcachofa, analizaron los
compuestos volatiles presente en el extracto mediante GC-MS, quienes revelaron
su riqueza en fenoles, flavonoides y vitaminas, de los cuales destacan, timol, acido
cafeico, é&cido ferdlico, acido galico, &cido gentisco, licopeno, algunos
sesquiterpenos como el selinine, el cual les otorga la actividad antimicrobiana y
antioxidante, ya que obtuvo halos de inhibicion de 17 milimetros en las pruebas de
susceptibilidad contra Salmonella sp. Comparativamente son resultados similares a
los encontrados en la presente investigacion, sin embargo, se logré identificar
diferentes fitocompuestos.

Aziz et al. (2020) mencionan que los acidos grasos contribuyen tanto en procesos
benéficos como patoldgicos, ya que producen metabolitos bilégicamente activos,
incluso estan relacionados con la microbiota intestinal, sin embargo, en la
actualidad sugieren que algunos &cidos grasos poliinsaturados inhiben el
crecimiento bacteriano, ya que son toxicos y pueden bloquear la sintesis de acidos
grasos nativos mediante la inhibicion de la enoil-ACP reductasa, algunas bacterias
benéficas como los Lactobacillus han desarrollado un mecanismos de
desintoxicacion y son capaces de hidrogenar enziméaticamente los acidos grasos
poliinsaturados reduciendo el doble enlace de carbono, es decir biohidrogenacion,
lo que conlleva a producir acidos grasos saturados no téxicos como producto final

que se utiliza como un nutriente por parte de dicha bacteria.

Kankaanpad et al. (2004) en su investigacion acerca de los &cidos grasos
poliinsaturados sobre el crecimiento de lactobacilo, mencionan que las bacterias
probidticas (Lactobacillus sp) en el cultivo con varios &cidos grasos de cadena larga
favorecen la adhesion microbiana a las superficies intestinales, provocando algunos
mecanismos de accién como; fuerzas pasivas, fuerzas hidrofobicas y esteéricas,
estructuras especificas, como acidos lipoteicoicos, lectinas y polimeros
extracelulares, , ademas, de la actividad antibacteriana que tiene estos acidos grasos
de cadena larga, se evidencio que la microflora autoctona pueden reajustar el medio
de acidos grasos dentro del intestino y el delicado equilibrio de los mediadores
inflamatorios, un indicativo de que los probioticos podrian aliviar la inflamacion

intestinal al ataca de una bacteria patdgena oportunista.
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Knapp & Melly (1986) mencionan que los &cidos grasos inhiben a las bacterias
Gram negativa mediante la condensacion citoplasmética por la saturacion de los
acidos grasos de cadena larga toxicos, mientras que algunas bacterias probiéticas

tienen la capacidad de desintoxicacion y convertirlo en productos nutritivos.

Hajibonabi et al. (2023) mencionan que el timol es un compuesto fendlicos del
grupo terpenoide, el cual posee actividad antioxidante, recientemente existen
reportes sobre el aumento de leucocitos en sangre que promueve el desarrolla de la
inmunidad humoral, también, posee actividad antimicrobiana al ejercer un aumento
en la permeabilidad de la membrana celular, lo que provoca fuga de componente
fundamentales para la vida de la bacteria, provocando su autolisis.

Huang et al. (2021) investigaron las fuentes naturales y las actividades biol6gicas
Diisooctyl phthalate, que es un derivado del acido ftalico, usados por décadas en la
industria de fabricacién de plasticos, productos cosméticos y productos de cuidados
personal, sin embargo, algunos articulos revelan que fueron detectados en
diferentes partes de diversas plantas (hojas, tallos, flores, etc.), de las cuales se
destacan las Asteraceae, perteneciente la alcachofa con una relacion desde el 1% al
32%, ademas describen que Diisooctyl phthalate poseen actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram positivas (S. aureus, Bacillus subtilis) y bacterias Gram-

negativas (E. coli, K. pneumoniae).

Comparativamente podemos destacar lo positivo de los resultados obtenidos en la
presente investigacion, ya que el extracto etandlico de la alcachofa tiene
propiedades antioxidantes, antimicrobiana y nutracéticas, destacando que en su
mayor porcentaje posee acidos grasos de cadena larga (C2o) los cuales promueven
el crecimiento de Lactobacillus sp, considerados como probidticos o flora
autoctona del intestino de los mamiferos, ademas también posee propiedades
antibacteriana ya que el extracto en estudio es rico en flavonoides, terpenos,
sesquiterpenos y un derivado del acido ftalico, los cuales actdan sobre la
permeabilidad de la membrana bacteriana provocando la muerte de ciertas especies,
asi mismo se destaca que el extracto de la alcachofa se podria usarse como una
alternativa fitofarmacoldgica para mitigar la resistencia antimicrobiana y

potencializar el uso de bacterias benéficas.
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4.2. COMPROBACION DE HIPOTESIS

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad, con evidencia de las medidas de
los halos de inhibicion permitié observar que al provocar la interaccion de los
extractos etandlicos de la alcachofa en concentraciones del 100%, 50% y 30%,
como fuente de inhibicion de Salmonella enteritidis ATCC® 13076TM, las areas
de inhibicién en la totalidad de los analisis fueron mayores a 8 mm, considerando
que esta categorizacion se la hizo en base a la escala de sensibilidad propuesta por
Duraffourd et al. (1897) para un fitofarmaco, de tal modo se reporta que estas
concentraciones fueron suficientes para provocar medidas de halos mayores al

establecido para categorizar a una cepa como sensible.

Adicionalmente, la influencia del extracto etandlico de la alcachofa en bajas
concentraciones aplicadas al 1% (T1), 5% (T2), 10% (T3), 15% (T4) y 20% (T5)
infirieron sobre el crecimiento de Lactobacillus spp., determinado mediante la
técnica de espectrofotometria cada dos horas, lo que permitio graficar la curva de
crecimiento en funcion al porcentaje de absorbancia (%ABS) a partir de cultivos
inoculados con dicha bacteria, permitiendo establecer que a la concentracion del
20% las bacterias benéficas como los Lactobacillus spp., crecen de forma mas
eficiente.

Por lo tanto, se acepta la hipdtesis alterna y se rechaza la nula, la misma que se
planteo de la siguiente forma; Existe actividad antimicrobiana del extracto etandlico
de alcachofa sobre Salmonella entérica ATCC® 13076™ con halos > 8 mm y su

efecto favorece en el crecimiento del Lactobacillus spp.
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CAPITULO V.
51. CONCLUSIONES

Existio diferencias estadisticas altamente significativa (p<0.01) entre los
tratamientos planteados, debido a que el extracto etandlico de la alcachofa (Cynara
scolymus) en las concentraciones del 100% (T1), 50% (T2) y 30% (T3) expresaron
actividad antimicrobiana contra Salmonella entérica ATCC 13076, evidenciandose
halos > 8 mm, sin embargo, al analizar el porcentaje inhibitorio relativo, nos
demuestra que solo la concentracion del 100% expresé tener una alta actividad

antibacteriana.

En la cinética de crecimiento de Lactobacillus sp, existié diferencias estadisticas
altamente significativas (p<0.01) evidenciando que al incorporar una proporcién
del 1%, 5%, 10%, 15% y 20% del extracto etanodlico de la alcachofa, la fase
exponencial es alcanzada en menor tiempo de incubacién, debido a que propicia
una rapida multiplicacion bacteriana en menor tiempo, ademas se observé que la
concentracion del 20% favorece dicho crecimiento aun después de 20 horas de

incubacion.

Mediante el ensayo de cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-
MS), se determind que el extracto etanolico de la alcachofa es rico en acidos grasos
de cadena larga (linoleico y linolénico), seguido por flavonoides, terpenos,
sesquiterpenos, a los que se les atribuye la actividad antimicrobiana contra
Salmonella entérica ATCC 13076, ademas, la determinacidn de estos compuesto
permite comparar nuestro trabajo experimental con investigaciones de alto impacto
donde reportan que estos compuestos favorecen el crecimiento de bacterias

benéficas productoras de acido lactico como Lactobacillus spp.
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52. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana mediante la técnica de difusion
de disco del extracto etandlico de la alcachofa con otros géneros bacterianos

relevantes para la salud publica.

Medir el efecto antibacteriano de un cultivo de Lactobacillus sp, suplementado con
el extracto etandlico de la alcachofa.

Usar la concentracion del 100% para inhibir el crecimiento de Salmonella entérica
ATCC 13076.

Evaluar por ensayos cromatografia la cinética de produccion de &cido lactico por
parte de Lactobacillus sp, suplementados con el 20% del extracto etandlico de la

alcachofa.

Estudiar el efecto antimicrobiano de los &cidos grasos de cadena larga presente en
la alcofa sobre bacterias patdgenas (Salmonella sp. y Escherichia coli) y su

influencia sobre la cinética de crecimiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Mapa de ubicacion del experimento




Anexo 2. Resultado de la cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-
MS)
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Anexo 3. Base de datos

o Tratamientos
Repeticiones
TO: Enro.5ug T1:100% T2:50% T3:30% T4: Tes. (-)

1 20 15 11 10 0
2 23 15 12 11 0
3 20 16 12 9 0
4 21 16 11 9 0
5 21 17 11 9 0
Promedio 21 15.8 114 9.6 0

Medicion cero

Repeticion
Tratamientos Promedio
1 2 3 4 5
T1 0.018 0.019 0.020 0.017 0.018 0.018
T2 0.029 0.030 0.028 0.027 0.028 0.028
T3 0.033 0.035 0.040 0.037 0.036 0.036
T4 0.055 0.048 0.053 0.049 0.058 0.053
T5 0.064 0.058 0.060 0.065 0.060 0.061
T0 0.011 0.010 0.023 0.012 0.011 0.013

Después de 2 horas

Repeticion )
Tratamientos Promedio
1 2 3 4 5
T1 0.03 0.028 0.030 0.029 0.025 0.028
T2 0.037 0.040 0.039 0.036 0.038 0.038
T3 0.060 0.059 0.058 0.062 0.064 0.061
T4 0.080 0.077 0.081 0.079 0.081 0.080
T5 0.099 0.095 0.103 0.110 0.099 0.101

T0 0.022 0.021 0.020 0.024 0.020 0.021




Después de 4 horas

Repeticion
Tratamientos Promedio
1 2 3 4 5
T1 0.040 0.043 0.048 0.050 0.048 0.046
T2 0.058 0.055 0.050 0.050 0.060 0.055
T3 0.070 0.070 0.080 0.072 0.060 0.070
T4 0.096 0.100 0.093 0.099 0.105 0.099
T5 0.110 0.108 0.110 0.105 0.109 0.108
T0 0.039 0.040 0.043 0.045 0.038 0.041
Después de 6 horas
Repeticion
Tratamientos Promedio
1 2 3 4 )
T1 0.060 0.060 0.057 0.060 0.059 0.059
T2 0.070 0.075 0.075 0.070 0.078 0.074
T3 0.079 0.077 0.080 0.080 0.078 0.079
T4 0.100 0.115 0.109 0.108 0.105 0.107
T5 0.114 0.110 0.110 0.119 0.115 0.114
T0 0.060 0.060 0.055 0.050 0.055 0.056
Después de 8 horas
Repeticion
Tratamientos Promedio
1 2 3 4 5
T1 0.090 0.095 0.100 0.099 0.098 0.096
T2 0.110 0.100 0.100 0.100 0.110 0.104
T3 0.119 0.120 0.115 0.104 0.119 0.115
T4 0.150 0.150 0.140 0.140 0.145 0.145
T5 0.160 0.165 0.169 0.165 0.140 0.160
T0 0.090 0.089 0.090 0.089 0.088 0.089




Después de 10 horas

Repeticion
Tratamientos Promedio
1 2 3 4 5
T1 0.140 0.139 0.138 0.130 0.140 0.137
T2 0.169 0.176 0.170 0.170 0.169 0.171
T3 0.190 0.196 0.195 0.193 0.190 0.193
T4 0.210 0.230 0.230 0.225 0.210 0.221
T5 0.250 0.250 0.245 0.254 0.254 0.251
T0 0.100 0.110 0.100 0.110 0.115 0.107
Después de 14 horas
Repeticion
Tratamientos Promedio
1 2 3 4 )
T1 0.149 0.145 0.150 0.148 0.150 0.148
T2 0.170 0.178 0.170 0.171 0.170 0.172
T3 0.200 0.210 0.209 0.200 0.205 0.205
T4 0.215 0.234 0.230 0.235 0.220 0.227
T5 0.260 0.260 0.250 0.261 0.260 0.258
T0 0.150 0.149 0.145 0.149 0.145 0.148
Después de 16 horas
Repeticion
Tratamientos Promedio
1 2 3 4 5
T1 0.160 0.160 0.164 0.159 0.170 0.163
T2 0.190 0.180 0.188 0.192 0.195 0.191
T3 0.210 0.210 0.219 0.211 0.215 0.213
T4 0.215 0.235 0.232 0.235 0.230 0.229
T5 0.272 0.260 0.260 0.268 0.267 0.265
T0 0.190 0.199 0.200 0.195 0.198 0.196




Después de 18 horas

Repeticion
Tratamientos Promedio
1 2 3 4 5
T1 0.190 0.192 0.193 0.190 0.190 0.191
T2 0.200 0.205 0.200 0.210 0.200 0.203
T3 0220 0.223 0.224 0.220 0.220 0.221
T4 0.230 0.239 0.239 0.240 0.234 0.237
T5 0.300 0.290 0.299 0.239 0.289 0.283
T0 0.200 0.200 0.220 0.210 0.225 0.211
Después de 20 horas
Repeticion
Tratamientos Promedio
1 2 3 4 )
T1 0.150 0.159 0.160 0.158 0.150 0.155
T2 0.189 0.185 0.180 0.190 0.190 0.187
T3 0.190 0.190 0.189 0.190 0.190 0.190
T4 0.225 0.230 0.234 0.230 0.239 0.232
T5 0.350 0.310 0.309 0.300 0.300 0.314
T0 0.210 0.203 0.205 0.210 0.214 0.208
Después de 22 horas
Repeticion
Tratamientos Promedio
1 2 3 4 5
T1 0.145 0.150 0.155 0.152 0.146 0.150
T2 0.180 0.180 0.176 0.180 0.180 0.179
T3 0.185 0.188 0.185 0.187 0.185 0.186
T4 0.200 0.200 0.210 0.200 0.215 0.205
T5 0.300 0.300 0.301 0.300 0.295 0.299
T0 0.201 0.215 0.200 0.220 0.200 0.207




Después de 24 horas

Repeticion
Tratamientos Promedio
1 2 3 4 5
T1 0.130 0.130 0.135 0.139 0.136 0.136
T2 0.150 0.150 0.155 0.149 0.150 0.151
T3 0.150 0.160 0.167 0.170 0.150 0.159
T4 0.190 0.189 0.195 0.190 0.190 0.191
T5 0.300 0.290 0.295 0.290 0.296 0.294
T0 0.200 0.205 0.200 0.218 0.200 0.205
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Anexo 5. Glosario de términos técnicos

o Adhesina: Componente de superficie de un microbio que se une con un

receptor celular

o Agar-agar (agar): Polisacarido derivado de algas y que se utiliza como

agente de solidificacion para los medios de cultivo.
o Bacilo: Cualquier bacteria alargada.

o Cépsula bacteriana: Capa densa y bien definida de polisacarido o proteina

que rodea a una célula.

o Ciclo del citrato: Sistema de enzimas que convierten al acetato
(proveniente de la descarboxilacion del piruvato o de la foxidacion de los acidos
grasos) en CO2 con la liberacion de atomos de hidrogeno, acarreados por los

transportadores hacia la cadena respiratoria.
o Cultivo puro: Cultivo de un tipo de organismos.

o Dilucién en serie. Dilucién de una muestra en pasos sucesivos, por ejemplo

al mezclar parte de la dilucién 1/10 con 9 partes del diluyente se obtiene la 1/100.

o Extracto: preparacion de una sustancia obtenida de plantas, animales o

bacterias y usada como medicamento o en medicamentos.

o Enriquecimiento: Cultivo en medio liquido que aumenta el crecimiento de
un determinado tipo de microbios en detrimento de los otros presentes en la

muestra.

o Fase de latencia: La que transcurre entre la inoculacién y el comienzo del

crecimiento activo.

o Fase estacionaria: Etapa del desarrollo microbiano en el que cesa el
crecimiento.
o Fase exponencial: Etapa en la cual la poblacion crece segin una relacién

exponencial y las células se dividen a una velocidad constante.
o Fase logaritmica: Fase exponencial.

o Género: Grupo de especies estrechamente relacionadas.



o Gram negativa: Celula procaridtica cuya pared celular contiene
relativamente poco péptidoglucano y tiene una membrana 196 Manual de
Microbiologia Agricola, 2013 externa compuesta de lipopolisacéridos,
lipoproteinas y otras macromoléculas complejas. Aparece roja después de sometida

a la tincion de Gram.

o Liofilizacion: Conservacion de material biolégico por congelamiento

rapido y deshidratacion con alto vacio.

o Metabolismo: Conjunto de las reacciones quimicas de una celula,

catabolicas y anabdlicas.
o Pared celular: Cubierta rigida sobre la membrana citoplasmatica.

o Plasmido: Elemento genético extracromosdémico, capaz de replicacion

autonoma en el citoplasma de la célula

o Sinergismo: Resultado de la accion de dos 0 mas organismos o sustancias
que, actuando en conjunto, provocan una respuesta mayor a la suma de los efectos

que provocarian por separado.

o Tincion de Gram: Coloracidn diferencial mediante la cual se clasifican las
bacterias en Gram positivas 0 Gram negativas segun retengan o no el cristal violeta,

cuando se decolora con alcohol.

o Transposones: Elementos genéticos que pueden cambiar de localizacion en

el genoma



