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1. INTRODUCCION
La resistencia antimicrobiana es hoy uno de los mayores retos para la salud publica

global, reduciendo constantemente las opciones de tratamiento contra infecciones
bacterianas y fungicas. A medida que los patégenos desarrollan mecanismos de
resistencia, la efectividad de los antimicrobianos disminuye, comprometiendo
nuestra capacidad para tratar tanto infecciones comunes como complejas (OMS,
2020). En este contexto, la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos es crucial,
con un interés creciente en compuestos naturales de plantas con propiedades

medicinales (Gupta et al. 2019).

Entre las plantas con potencial terapéutico se encuentra Cascabela thevetioides, de
la familia Apocynaceae. Tradicionalmente utilizada en medicina, esta planta es de
interés cientifico debido a sus posibles propiedades biol6gicas, incluidas sus
capacidades antimicrobianas (Silva M. et al., 2018). Sin embargo, se requiere una
investigacion rigurosa para evaluar su potencial frente a diversos patdégenos

bacterianos y fungicos (Kumar et al. 2017).

El objetivo de este proyecto es explorar y caracterizar la actividad antimicrobiana de
Cascabela thevetioides. Para ello, se disefi6 un estudio que incluye la extraccion de
compuestos bioactivos y su evaluacién frente a microorganismos de relevancia
clinica. Las bacterias seleccionadas, tales como Escherichia coli y Pseudomona
aeruginosa (Gram negativas), asi como Enterococcus faecalis y Staphylococcus
aureus (Gram positivas), son patdgenos que presentan serios desafios debido a su
creciente resistencia a multiples antibiéticos (Gonzalez et al., 2021). Estas bacterias
causan una amplia variedad de infecciones, desde urinarias y respiratorias hasta

infecciones en la piel y tejidos blandos (Healthline, 2021).

Ademas, se evalud la actividad de Cascabela thevetioides frente a hongos del
género Candida, como C. albicans, C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis. Estos
hongos son responsables de infecciones oportunistas, especialmente en personas
inmunocomprometidas, donde la resistencia a los tratamientos convencionales es

una creciente preocupacion en entornos hospitalarios (Hernandez et al., 2020).
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Los resultados de esta investigacién pueden revelar la capacidad de los extractos
de Cascabela thevetioides para inhibir el crecimiento de bacterias y hongos
patogenos (Pérez et al., 2019). Estos hallazgos podrian no solo ampliar el
conocimiento sobre el potencial antimicrobiano de esta planta, sino también
impulsar el desarrollo de nuevas terapias que ofrezcan alternativas efectivas contra

la resistencia antimicrobiana (World J. 2022).

2. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de Cascabela thevetioides
Cascabela thevetioides, conocida comunmente como “codo de fraile” o “palo

mulato”, es una planta de la familia Apocynaceae, nativa de las regiones tropicales
de México, Centroamérica y Sudamérica. Este arbusto ornamental, que puede
alcanzar entre 3 y 6 metros de altura, ha sido valorado en la medicina tradicional
por sus propiedades terapéuticas, utilizadas para aliviar dolor de muelas, sordera,

afecciones de la piel y como desparasitante (Balderas-Lopez et al., 2019).

A pesar de su toxicidad, las plantas medicinales despiertan un interés creciente
como fuentes potenciales de nuevos compuestos antimicrobianos. En este
contexto, Cascabela thevetioides podria poseer propiedades antimicrobianas aun
no exploradas que podrian resultar utiles en el tratamiento de infecciones
bacterianas y fangicas.

2.2. Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana es un fenbmeno en el cual los microorganismos, ya
sean bacterias 0 hongos, desarrollan la capacidad de sobrevivir a los efectos de los
medicamentos disefiados para eliminarlos (World Health Organization. 2023). Este
problema ha cobrado importancia a nivel mundial debido al incremento en la
incidencia de infecciones resistentes a los tratamientos convencionales. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) advierte que la resistencia antimicrobiana
podria causar hasta 10 millones de muertes anuales para el afio 2050, si no se
toman medidas urgentes (World Health Organization. 2023).
El proceso de resistencia puede ser inherente, es decir, que algunas bacterias son
naturalmente resistentes a ciertos antibiéticos. Sin embargo, en muchos casos, la

resistencia se desarrolla como resultado del uso indebido o excesivo de
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antimicrobianos, lo que promueve la seleccion de cepas resistentes (Gupta et al.
2019). Esta situacidén ha generado una crisis global, pues las opciones terapéuticas
para tratar infecciones graves se estan agotando rapidamente. Las plantas
medicinales, con sus multiples compuestos bioactivos, se han convertido en una de
las alternativas méas exploradas en la busqueda de nuevas estrategias
antimicrobianas (Silva, et al. 2021).

2.3. Infecciones fungicas mas importantes

Las infecciones causadas por hongos patégenos son un problema de salud publica
significativo, especialmente en personas con sistemas inmunitarios debilitados,
como pacientes oncolégicos, receptores de trasplantes o personas con VIH. El
género Candida incluye una variedad de especies de levaduras que son patdégenos
oportunistas importantes en humanos. Estas levaduras pueden colonizar la piel, las
mucosas Y el tracto gastrointestinal, causando infecciones que van desde leves
hasta potencialmente mortales, especialmente en individuos
inmunocomprometidos. Las infecciones por Candida, conocidas como candidiasis,
pueden presentarse en diversas formas, como candidiasis oral o vulvovaginal.
(Perfect, et al. 2019)

e Candida albicans: Es la especie mas comun de Candida y responsable de la
mayoria de las infecciones fungicas. C. albicans es parte del microbiota
normal de la piel, la boca, el tracto gastrointestinal y la vagina, pero bajo
condiciones de inmunosupresion o alteraciones del equilibrio microbiano,
puede volverse patdgena. Esta levadura tiene la capacidad de formar hifas,
lo que contribuye a su virulencia. Las infecciones comunes incluyen
candidiasis oral, candidiasis vaginal y candidemia en casos mas graves
(Williams, et al. 2018).

e Candida glabrata: Se diferencia de C. albicans en su resistencia inherente a
ciertos antifingicos, como los azoles, lo que la convierte en un desafio en el
tratamiento. Aunque no es tan comun como C. albicans, su incidencia ha
aumentado, especialmente en pacientes hospitalizados o]
inmunocomprometidos. C. glabrata es responsable principalmente de

infecciones del tracto urinario y candidemia (Vazquez, et al. 2020).
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Candida krusei: Presenta una alta resistencia a los azoles, particularmente al
fluconazol, lo que limita las opciones de tratamiento. Es menos frecuente que
C. albicans, pero es una causa importante de infecciones en pacientes con
cancer o que han recibido trasplantes. La candidemia por C. krusei tiene una
tasa de mortalidad considerable, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos (Ben-Ami, et al. 2021).

Candida tropicalis: Se encuentra con neoplasias hematoldgicas y es un
patdgeno relevante en entornos hospitalarios. C. tropicalis es conocida por
su capacidad de formar biofilms, lo que dificulta su erradicacion y contribuye
a la resistencia a los antifungicos. Es una de las principales causas de

candidiasis invasiva en América Latina (Wang, et al. 2020).

2.4. Infecciones bacterianas importantes
Las infecciones bacterianas siguen siendo una de las principales causas de

morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Algunas bacterias han desarrollado

resistencia a multiples clases de antibidticos, lo que ha complicado su tratamiento

en entornos hospitalarios y comunitarios. A continuacion, se describen algunas de

las bacterias mas relevantes desde el punto de vista clinico:

Escherichia coli (Gram -): Esta bacteria es una de las principales causantes
de infecciones del tracto urinario. Ademas, algunas cepas, como E. coli
productora de toxina shiga, pueden causar cuadros graves de diarrea y colitis
hemorragica. La resistencia a antibidticos como las fluoroquinolonas y los
beta-lactdmicos ha aumentado en los ultimos afios, lo que ha limitado las
opciones de tratamiento (Kaper, et al. 2019).

Pseudomona aeruginosa (Gram -): P. aeruginosa es un patdgeno oportunista
gue causa infecciones respiratorias, urinarias y en heridas, particularmente
en pacientes hospitalizados o inmunocomprometidos. Su capacidad para
formar biopeliculas y resistir multiples antibidticos la convierte en uno de los
patdgenos mas dificiles de tratar. Las cepas resistentes a carbapenémicos
son especialmente preocupantes debido a las pocas opciones terapéuticas
disponibles (Mulcahy, et al. 2019).
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e Enterococcus faecalis (Gram +): Este patdgeno es una de las principales
causas de infecciones nosocomiales, incluyendo infecciones del tracto
urinario, bacteriemia y endocarditis. La resistencia a la vancomicina (VRE)
ha aumentado significativamente, lo que ha complicado el tratamiento de las
infecciones por E. faecalis (Arias, et al. 2019).

e Staphylococcus aureus (Gram +): Es uno de los patdgenos mas comunes en
infecciones de la piel, huesos, pulmones y valvulas cardiacas. La aparicion
de cepas resistentes a la meticilina (MRSA) ha provocado serios problemas
en hospitales, ya que estas infecciones son dificiles de tratar y pueden ser
mortales si no se manejan adecuadamente (Chambers, et al. 2019).

2.5. Farmacos de referencia

En el contexto del presente estudio sobre la actividad antimicrobiana de Cascabela
thevetioides, es fundamental establecer una comparacién con farmacos de
referencia que han demostrado eficacia clinica en el control de diversas infecciones
bacterianas y flungicas. Entre los agentes antimicrobianos seleccionados para este
fin se encuentran el ciprofloxacino, el fluconazol y el itraconazol, tres compuestos
ampliamente utilizados en la practica médica. Estos farmacos, representativos de
las clases de antibidticos y antifingicos, actian mediante mecanismos de accién
especificos que alteran procesos celulares esenciales en los patdgenos, lo que les
confiere una alta efectividad en el tratamiento de infecciones comunes y
oportunistas. A continuacién, se detalla su mecanismo de accién, espectro de
actividad y relevancia clinica, con el objetivo de proporcionar un marco de

comparacion solido para los resultados obtenidos en el presente estudio.
2.5.1. Ciprofloxacino

El ciprofloxacino es un antibiético de amplio espectro que pertenece a la clase de
las fluoroquinolonas. Este farmaco actla inhibiendo el ADN girasa y la
topoisomerasa IV, dos enzimas bacterianas esenciales en el proceso de replicacion
y transcripcion del ADN. La inhibicion de estas enzimas provoca el bloqueo de la
replicacion bacteriana, lo que conduce a la muerte celular. El ciprofloxacino es eficaz
contra una amplia gama de bacterias gramnegativas, como Escherichia coli,

Pseudomona aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, y algunas grampositivas como
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Staphylococcus aureus. Sin embargo, tiene menor actividad frente a bacterias

anaerobias y algunas especies de Streptococcus (Hooper et al. 2015).

El ciprofloxacino es ampliamente utilizado en infecciones del tracto urinario,
infecciones respiratorias, infecciones gastrointestinales y algunas infecciones
cutaneas. Su versatilidad lo convierte en una opcién terapéutica popular para
combatir infecciones dificiles, especialmente en el contexto de bacterias resistentes
a otros antibioticos. Una de las caracteristicas importantes del ciprofloxacino es su
capacidad de penetrar en los tejidos y fluidos corporales, lo que le permite ser eficaz
en infecciones dificiles de alcanzar, como las infecciones Gseas o articulares
(Mandell et al. 2002).

No obstante, su uso prolongado o inapropiado puede llevar a la aparicion de
resistencia bacteriana, lo que ha limitado su eficacia en algunos contextos clinicos.
Las bacterias pueden desarrollar resistencia al ciprofloxacino mediante mutaciones
en los genes que codifican para la ADN girasa o mediante la adquisicion de bombas

de eflujo que expulsan el farmaco de la célula bacteriana (Hooper et al. 2015).
2.5.2. Fluconazol

El fluconazol es un antifiingico triazélico utilizado principalmente en el tratamiento
de infecciones por hongos, incluyendo Candida spp., Cryptococcus neoformans y
algunas especies de dermatofitos. Su mecanismo de accion se basa en la inhibicion
de la enzima 14-alfa-desmetilasa, la cual es clave en la biosintesis del ergosterol,
un componente fundamental de la membrana celular fangica. Al inhibir la sintesis
de ergosterol, el fluconazol altera la permeabilidad de la membrana celular, lo que

lleva a la muerte del hongo (Rex et al. 1990).

El fluconazol tiene buena absorcién oral y excelente penetracion en el sistema
nervioso central, lo que lo convierte en una opcion eficaz para tratar meningitis
criptococica, una de las infecciones mas severas en pacientes
inmunocomprometidos, como aquellos con VIH/SIDA. Ademas, es ampliamente
utilizado para el tratamiento de candidiasis oral, vaginal y sistémica (Pappas et al.,
2009).
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Aunque es un antifangico eficaz y bien tolerado, el uso prolongado o inadecuado de
fluconazol puede favorecer la aparicion de resistencia. Las cepas de Candida
albicans han desarrollado mecanismos de resistencia, tales como la mutacion del
enzima objetivo (14-alfa-desmetilasa) ya que las cepas pueden mutar el gen que
codifica la enzima, de manera que el farmaco ya no puede unirse eficientemente a
ella, volviendose menos efectivo. O el aumento en la expresion de bombas de flujo
que expulsan el farmaco de la célula fungica, al aumentar la expresion de estas
bombas, el hongo puede eliminar el farmaco antes de que haga efecto, evitando asi
su accion letal (Prasad et al. 2014)

También existen otras especies de Candida, como Candida glabrata y Candida
krusei, que presentan resistencia intrinseca al fluconazol, lo que ha llevado a la
necesidad de utilizar otros agentes antifingicos en estos casos (Pappas et al.,
2009).

2.5.3. ltraconazol

El itraconazol es otro antifungico triazélico ampliamente utilizado en el tratamiento
de infecciones micéticas sistémicas y superficiales. Al igual que el fluconazol, su
mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la enzima 14-alfa-desmetilasa,
gue interfiere con la sintesis de ergosterol en la membrana celular del hongo. Sin
embargo, el itraconazol tiene un espectro de actividad mas amplio que el fluconazol,
siendo efectivo no solo contra Candida spp., sino también contra hongos
filamentosos como Aspergillus spp., lo que lo hace util en el tratamiento de
aspergilosis invasiva y otras infecciones fungicas mas raras pero severas (Perfect
et al. 1999).

El itraconazol también es eficaz en el tratamiento de onicomicosis, infecciones
dérmicas, y algunas infecciones pulmonares cronicas causadas por hongos
dimérficos como Histoplasma y Blastomyces. A diferencia del fluconazol, el
itraconazol tiene una biodisponibilidad mas compleja y se absorbe mejor con
alimentos grasos. Sin embargo, su uso prolongado puede estar asociado con
efectos secundarios como hepatotoxicidad, y debe ser monitoreado

cuidadosamente, especialmente en pacientes con insuficiencia hepatica o aquellos
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que toman multiples medicamentos debido a sus interacciones farmacol6gicas
(Perfect et al. 1999).

La resistencia al itraconazol es menos comun que la resistencia al fluconazol, pero
puede ocurrir, especialmente en infecciones prolongadas o recurrentes por
especies de hongos menos comunes 0 en pacientes inmunodeprimidos. También
se han reportado casos de resistencia cruzada entre los distintos antifingicos
triazolicos, lo que puede limitar las opciones terapéuticas en algunos contextos
(Odds et al. 2001).

2.6. Importancia de las plantas medicinales contra la resistencia antimicrobiana
El uso de plantas medicinales ha sido una practica extendida durante milenios en
todo el mundo. Sin embargo, en las ultimas décadas, el interés por las plantas como
fuente de nuevos agentes antimicrobianos ha crecido significativamente, debido al
aumento de la resistencia bacteriana y fangica. Numerosos estudios han
demostrado que muchas plantas contienen compuestos con actividad
antimicrobiana, lo que ha llevado a la investigacion intensiva de sus extractos como
posibles tratamientos alternativos.
Cascabela thevetioides, en particular, presenta un alto interés debido a su uso
tradicional en diversas culturas, pero su potencial terapéutico no ha sido explorado.
Estudios preliminares sugieren que podria contener compuestos bioactivos con
actividad antimicrobiana. La evaluacion de su actividad frente a bacterias y hongos
patbgenos podria proporcionar una nueva alternativa en la lucha contra la

resistencia antimicrobiana.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La resistencia antimicrobiana se ha convertido en una de las mayores amenazas

para la salud publica a nivel global. Cada afio, millones de personas se ven
afectadas por infecciones bacterianas y fangicas dificiles de tratar debido a la
creciente resistencia de los microorganismos a los tratamientos convencionales.
Esta resistencia reduce considerablemente las opciones terapéuticas, lo cual
incrementa la mortalidad, prolonga el curso de las enfermedades y genera altos

costos tanto para los sistemas de salud como para los pacientes. La ineficacia de
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los antibidticos y antifungicos disponibles impulsa la urgente necesidad de explorar

nuevas alternativas para combatir estas infecciones.

En este contexto, la busqueda de nuevas fuentes de agentes antimicrobianos se
vuelve prioritaria. Las plantas medicinales, conocidas por su uso tradicional y por su
contenido de metabolitos bioactivos, representan una fuente prometedora de
nuevos compuestos. Entre ellas, Cascabela thevetioides, una planta empleada en
la medicina tradicional con diversos fines terapéuticos surge como una candidata
potencial para ofrecer soluciones frente a la crisis de resistencia antimicrobiana. Sin
embargo, pese a su uso tradicional, la investigacion cientifica exhaustiva sobre sus
propiedades antimicrobianas es aun limitada, por lo que es esencial evaluar de

manera sistematica su actividad contra patégenos bacterianos y fungicos.

El estudio de Cascabela thevetioides no solo permitiria ampliar el conocimiento
sobre sus propiedades medicinales, sino que también podria contribuir al desarrollo
de nuevas alternativas terapéuticas. Dichas alternativas serian cruciales en la lucha
contra patégenos resistentes a los medicamentos, como bacterias multirresistentes
y hongos patégenos. Por tanto, es fundamental investigar el potencial
antimicrobiano de esta planta, tanto en términos de identificacibn de compuestos
activos como en la evaluacién de su eficacia para inhibir o eliminar bacterias y

hongos que presentan resistencia a los tratamientos actuales.

4. JUSTIFICACION
La creciente resistencia a los antibiéticos y antifingicos convencionales representa

un desafio critico para la salud publica a nivel mundial. Patégenos que antes eran
facilmente tratables ahora muestran una resistencia notable a los medicamentos
disponibles, lo que pone en riesgo la eficacia de los tratamientos y contribuye a un
aumento en la morbilidad y mortalidad asociada a infecciones bacterianas y
fungicas. Esta situacion no solo eleva los costos de atencion sanitaria, sino que
también prolonga la duracién de las enfermedades y puede desencadenar brotes
de infecciones resistentes dificiles de contener y tratar. Frente a esta crisis de
resistencia antimicrobiana, se hace urgente la busqueda de nuevas fuentes de

agentes terapéuticos eficaces.
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Las plantas medicinales han sido durante siglos una fuente importante de
compuestos bioactivos, y su exploracion cientifica sigue siendo esencial en la
busqueda de tratamientos innovadores. Cascabela thevetioides, una planta con
antecedentes de uso tradicional para diversos fines medicinales emerge como una
posible fuente de compuestos antimicrobianos que aun no han sido suficientemente
estudiados. Evaluar la actividad antimicrobiana de esta planta podria contribuir de
manera significativa al descubrimiento de nuevos agentes capaces de inhibir o
eliminar bacterias y hongos patdgenos, especialmente aquellos resistentes a los

tratamientos convencionales.

Este tipo de investigacion es particularmente relevante en el contexto actual, donde
la resistencia antimicrobiana se ha convertido en un problema de alcance global.
Identificar nuevas fuentes de agentes antimicrobianos derivados de plantas como
Cascabela thevetioides podria abrir el camino hacia el desarrollo de terapias mas
eficaces y seguras. Ademas, la exploracion de plantas con potencial terapéutico
fomenta la diversificacion de los tratamientos, lo cual es crucial para enfrentar la
resistencia emergente y reducir la dependencia de los antibiéticos tradicionales. En
consecuencia, esta evaluacion no solo contribuiria al avance cientifico en el campo
de la farmacologia, sino que también tendria implicaciones directas en la mejora de
las opciones de tratamiento para infecciones resistentes, fortaleciendo asi la

respuesta global a la crisis de resistencia antimicrobiana.

5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad antimicrobiana de Cascabela thevetioides, investigando su

eficacia en el control de bacterias y hongos patdégenos, con el fin de determinar su
potencial como agente terapéutico en el tratamiento de infecciones causadas por

estos microorganismos.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar la capacidad inhibitoria del extracto metanolico de Cascabela

thevetioides frente al crecimiento de bacterias patdgenas seleccionadas y

levaduras, evaluando su potencial como agente antimicrobiano.
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e Investigar la actividad antifangica y antibacteriana del extracto de
diclorometano de Cascabela thevetioides contra especies de hongos
comunmente implicadas en infecciones humanas y bacterias patégenas, con

el fin de identificar su eficacia en el control de estos patégenos.

7. METODOLOGIA

7.1. Preparacion del ensayo
Para evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos de Cascabela thevetioides,

se utilizaron placas de 96 pozos de fondo redondo, las cuales permiten realizar
pruebas de micro dilucibn que son adecuadas para determinar la actividad
antimicrobiana en muestras de volumen reducido. El procedimiento consiste en lo

siguiente:

« Enlacolumnal de cada placa, se afladen 40 puL de caldo y 60 pL de solucion

salina.

e« En la columna 2, se afladen 40 pL de caldo, 10 pL de cepa y 50 pL de

solucién salina.

« Delacolumna 3 ala 8, se afiaden 40 pL de caldo, 10 pL de cepa ajustada a
10° UFC/mL y 50 uL del extracto o farmaco en las siguientes diluciones
seriadas: para los extractos, concentraciones de 2500, 1250, 625, 312.5,
156.2 y 78.12 pg/mL; para los farmacos de itraconazol y fluconazol,
concentraciones de 16, 8, 4, 2, 1 y 0.5 ug/mL; y para el ciprofloxacino,

concentraciones de 64, 32, 16, 8,4y 2 pg/mL.
Obteniendo un volumen total de 100 pL por cada pozo.

Este disefio experimental permitié evaluar la concentracion minima inhibitoria (CMI)
del extracto vegetal, asi como su comparacién frente a los controles positivos de

referencia.

7.2. Preparacion del inoculo
7.2.1. Enterobacterias

Cada enterobacteria seleccionada, es decir, Escherichia coli (gram negativa),

Pseudomona aeruginosa (gram negativa), Enterococcus faecalis (gram positiva) y
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Staphylococcus aureus (gram positiva) fueron cultivadas en condiciones
controladas para asegurar su viabilidad y cantidad adecuada para las pruebas. Se
utilizo caldo BHI como medio de cultivo debido a su capacidad de promover el

crecimiento de bacterias Grampositivas y Gramnegativas.
El proceso fue el siguiente:

e Enun volumen de 8 mL de caldo BHI, se inocularon 500 pL de cada una de
las cepas, previamente conservadas a -80°C.

e Las cepas se incubaron a 37°C durante 24 horas para favorecer su
crecimiento.

e Posteriormente, se sembraron en medios de agar MacConkey, sal y manitol,
pseudomona y sangre respectivamente para su observacion. La tincion Gram
y la observacion microscépica aseguro que las caracteristicas morfologicas

fueron las adecuadas.

Cada cepa bacteriana se ajusté a una turbidez equivalente a 0.5 en la escala de
McFarland, lo cual corresponde aproximadamente a 1.5 x 10® UFC/mL. Esos
ensayos necesitan concentraciones mas pequefias de UFC, para alcanzar la
concentracion de trabajo deseada (10° UFC/mL), se realiz6 una dilucién 1:1000 en

solucién salina estéril.
7.2.2. Levaduras

Para las levaduras, las cuales son Candida albicans, Candida glabrata, Candida
krusei y Céandida tropicalis, el procedimiento fue similar, pero se utilizé caldo de

dextrosa Sabouraud, el cual es un medio especifico para el crecimiento de hongos.
El procedimiento fue:

« En8mL de caldo de dextrosa Sabouraud, se inocularon 500 puL de cada cepa
congelada.

e Las cepas se incubaron a 37°C durante 24 horas.

« Las colonias resultantes se observaron mediante tincién y microscopia para

confirmar la viabilidad y pureza de las levaduras.
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Al igual que en el caso de las bacterias, cada cepa se ajusté a 0.5 en la escala de
McFarland y se diluyo en una proporcion 1:1000, logrando una concentracion final
de 10° UFC/mL.

7.3. Preparacion de los controles positivos

7.3.1 Antifungicos

Para evaluar la eficacia del extracto de Cascabela thevetioides frente a hongos, se

utilizaron como controles positivos los siguientes antifiungicos de referencia:

e Fluconazol: Se utilizo una solucion inyectable de 2000 pg/mL, que se diluyo
en solucion salina estéril hasta alcanzar una concentracion final de 16 pg/mL.
e |traconazol: Se empleo una capsula con pellets de 5000 pug/mL, que se diluyo

en solucion salina hasta alcanzar una concentracion final de 16 pg/mL.

Estas concentraciones se seleccionaron en funcion de datos reportados en la
literatura cientifica, donde la MIC para Candidas oscila entre 0.5y 2 pug/mL como se

muestra en la tabla 1.

MIC de levaduras (ug/mL)
C. albicans | C. glabrata | C. krusei |C. tropicalis
Fluconazol 0.53 1.95 0.97 0.97
Itraconazol 0.75 2 0.51 0.13
Tablal. Concentracién minima inhibitoria de levaduras

7.3.2. Antibioticos
Para las bacterias, se utilizé Ciprofloxacino como control positivo:

e Se empleo una solucién inyectable de 2000 pg/mL, que se diluyo en solucién
salina hasta obtener una concentracion de 64 ug/mL, en concordancia con
estudios previos que situan la MIC para enterobacterias en un rango de 2 a

16 pg/mL como se muestra en la tabla 2.

MIC de enterobacterias (ug/mL)
S.aureus |P.aeruginosa | E.coli | E.faecalis
Ciprofloxacino 3.42 54 16 2.1

Tabla 2. Concentracién minima inhibitoria de enterobacterias
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7.4. Preparacion de los extractos
Se trabajo con dos tipos de extractos de Cascabela thevetioides:

1. Extracto metandlico a 10 pg/mL.
2. Extracto de diclorometano a 10 pg/mL.

Ambos extractos se obtuvieron utilizando un matraz bola, y posteriormente se
diluyeron con dimetilsulfoxido (DMSO) y solucion salina. Se afadio 0.05 mL de
DMSO y 0.95 mL de solucion salina para obtener una concentracién final de 5000
pHg/mL en un volumen total de 1 mL. Los extractos se almacenaron en tubos

Eppendorf y se prepararon diluciones seriadas.

Se seleccionaron estas concentraciones porque, a diferencia de los antibioticos
convencionales, los extractos de plantas no ofrecen el mismo nivel de especificidad
ni potencia. Su composicién variable y la baja concentracién de sus compuestos
activos hacen necesario utilizar dosis mas altas para alcanzar un efecto

antimicrobiano similar.

7.5. Procedimiento experimental en placas
El ensayo se realiz6 utilizando placas de 96 pozos y se hizo por triplicado. Para las

pruebas con enterobacterias, se utilizaron tres placas, mientras que para las
levaduras se emplearon seis placas debido a la prueba con dos antifiingicos
diferentes.

Cada placa albergo:

e 10 pL de cepa microbiana (bacteria o levadura) ajustada a 10° UFC/mL.

e 50 pL del extracto o farmaco en diluciones seriadas.

e 40 pL de caldo BHI (bacterias) o caldo de dextrosa Sabouraud (levaduras).
Con un volumen final de 100 pL
Se establecieron los siguientes controles:

« Control negativo: En la columna 1 de cada placa, se afadira 40 yL de caldo
y 60 pL de solucioén salina.
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Control positivo de cepa: En la columna 2, se afiadiran 40 pL de caldo, 10 pL

de cepa y 50 uL de solucion salina.

Prueba experimental: De la columna 3 a la 8, se afadiran 40 pL de caldo, 10
pL de cepa ajustada a 10° UFC/mL y 50 pL del extracto o farmaco en las
siguientes diluciones seriadas: para los extractos, concentraciones de 2500,
1250, 625, 312.5, 156.2 y 78.12 ug/mL; para los farmacos de itraconazol y
fluconazol, concentraciones de 16, 8, 4, 2, 1 y 0.5 pg/mL; y para el

ciprofloxacino, concentraciones de 64, 32, 16, 8, 4y 2 pg/mL.

7.6. Evaluacion del crecimiento microbiano
Después de 24 horas de incubacion a 37°C, se evaluo el crecimiento microbiano en

las placas mediante dos métodos:

8.

Observacion Visual de Turbidez: La evaluacién inicial del crecimiento se
realizd visualmente, observando la turbidez generada en los pozos. La
turbidez se debe al aumento de la densidad celular en cada pozo, lo que
indica la presencia y grado de crecimiento microbiano. Un crecimiento activo
se reflejard en una mayor opacidad del pozo, mientras que la inhibicién del
crecimiento se vera como una disminucion de la turbidez o claridad del
medio.

Lectura en Lector de Placas ELISA: Ademas de la observacion visual, se
realizé una lectura cuantitativa en un lector de placas ELISA que permitira
cuantificar la turbidez y detectar la inhibiciéon del crecimiento bacteriano o

fangico.

RESULTADOS

8.1. Caracteristicas morfolégicas
En el presente estudio, se analizaron las caracteristicas morfoldgicas de diversas

cepas bacterianas y fungicas de importancia clinica, incluyendo Escherichia coli,

Pseudomona aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y varias

especies del género Candida. El objetivo fue describir las estructuras celulares y

patrones de crecimiento de estos microorganismos mediante técnicas de cultivo y

tincién, como la tinciéon de Gram.
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8.1.1. Enterobacterias

Los resultados obtenidos, apoyados con imagenes microscépicas, proporcionan

una vision detallada de las particularidades morfolégicas de cada una de las cepas.
e Escherichia coli (Gram -)

En la figura 1 se observa la cepa E. coli sembrada en agar MacConkey, presento
colonias de tamafio mediano, con una coloracion rosada que indica fermentacion
de lactosa. En la figura 2 bajo el microscopio, se observan células en forma de

bacilos, con una forma alargada, y su tinciéon de Gram resulté negativa.

Figura 1. Colonias de E. coli en agar MacConkey

Figura 2. Colonias de E. coli bajo microscopio
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e Pseudomona aeruginosa (Gram -)

En la figura 3 se observa P. aeruginosa cultivada en agar especifico para esta
especie, mostrd colonias grandes con bordes irregulares y una distintiva coloracién
verdeazulada, resultado de la produccion de pigmentos. En la figura 4 al ser

observada bajo el microscopio, sus células en forma de bacilos confirmaron su

caracter Gram negativo.

Figura 3. Colonias de P. aeruginosa en agar especifico

Figura 4. Colonias de P. aeruginosa bajo microscopio

Pagina 18 de 45



e Enterococcus faecalis (Gram +)

En la figura 5 se observa E. faecalis sembrado en agar sangre, produjo colonias
pequefias, circulares y blancas, sin hemodlisis visible (hemdlisis gamma).
Morfologicamente, al microscopio, en la figura 6 se observaron cocos Gram

positivos en cadenas cortas.

Figura 5. Colonias de E. faecalis en agar sangre

Figura 6. Colonias de E. faecalis bajo microscopio
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e Staphylococcus aureus (Gram +)

En la figura 7 se observa S. auerus crecido en agar sal y manitol, formd colonias
redondas. Ademas, debido a su capacidad de fermentar el manitol, se observo un
cambio de color en el medio a amarillo. Microscépicamente, en la figura 8 se

identificaron cocos en racimos, caracteristicos de esta especie Gram positiva.
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Figura 8. Colonias de S. auerus bajo microscopio
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8.1.2. Levaduras

Aligual que las enterobacterias, los resultados obtenidos de las levaduras apoyados
con imagenes microscopicas, proporcionan una vision detallada de las

caracteristicas morfologicas de cada una de las cepas.
e Candida albicans

En la figura 9 se observa C. albicans crecida en agar Sabouraud, la cual formo
colonias redondas y cremosas, de color blanco. Estas caracteristicas son tipicas de
esta especie en dicho medio de cultivo. Microscopicamente, en la figura 10 se
identificaron levaduras en gemacion y la presencia de pseudohifas, o que coincide

con su comportamiento morfolégico habitual.

Figura 9. Colonias de C. albicans en agar dextrosa Sabouraud

Figura 10. Colonias de C. albicans bajo microscopio con tincion de Gram
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e Candida glabrata

En la figura 11 se presenta C. glabrata en agar Sabouraud, con colonias mas
pequefias y de apariencia cremosa. A diferencia de otras especies del mismo
género, no se observaron pseudohifas al microscopio, como se puede apreciar en

la figura 12, donde solo se observan levaduras en forma redondeada.

Figura 11. Colonias de C. glabrata en agar dextrosa Sabouraud
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Figura 12. Colonias de C. glabrata bajo microscopio con tincion de Gram
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e Candida krusei

En la figura 13 se muestra el crecimiento de C. krusei en agar Sabouraud, donde se
formaron colonias secas y rugosas, de color blanquecino. Al realizar la observacion
microscopica, en la figura 14 se notaron levaduras de forma alargada con poca

formacion de pseudohifas, caracteristicas distintivas de esta especie.

Figura 14. Colonias de C. krusei bajo microscopio con tincion de Gram
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e Candida tropicalis

En la figura 15 se visualiza el crecimiento de C. tropicalis en el mismo medio de
cultivo, con colonias lisas, cremosas y de color blanco a beige. Microscopicamente,
en la figura 16 se observo una abundante formacion de pseudohifas y levaduras en

gemacion, confirmando las propiedades morfolégicas tipicas de esta especie.

Figura 16. Colonias de C. tropicalis bajo microscopio con tincién de Gram
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8.2. Lectura en lector de placas ELISA
De acuerdo con la metodologia utilizada, el experimento se distribuyd en las placas

de pozos segun lo indicado en la tabla 3. Para el grupo de enterobacterias, las

condiciones experimentales se organizaron de la siguiente manera:

« Control negativo: En la columna 1 de cada placa, se afiadieron 40 pL de caldo
y 60 pL de solucion salina, sin presencia de cepas bacterianas, para evaluar

la ausencia de actividad antimicrobiana.

« Control positivo de cepa: En la columna 2, se afadieron 40 pL de caldo, 10
uL de la cepa bacteriana y 50 pL de solucion salina, con el fin de verificar el

crecimiento normal de la bacteria sin interferencia de compuestos externos.

o Prueba experimental: Desde la columna 3 hasta la columna 8, se afiadieron
40 uL de caldo, 10 pL de la cepa y 50 pL del extracto o farmaco a ensayar,
aplicando distintas diluciones para evaluar el efecto inhibitorio en las cepas

bacterianas.

Este disefio experimental permiti6 evaluar la actividad antimicrobiana del extracto o

farmaco frente a diferentes cepas de bacterias en concentraciones decrecientes.

Enterobacterias
1 2 3 | 4 | s [ e | 7 | 8
Control - Control + Prueba experiemental (diluciones)
A -
et _— 64 ug/mL | 32 ug/mL | 16 pg/mL | 8 pg/mL 4 ug/mL 2 ug/mL
B - Extracto ‘ 3125 156.2 78.12
DIM 2500 pg/mL | 1250 ug/mL | 625 pg/mL ug/mL ug/mL ug/mL
C-
Giprofioxacing b, aenuginosa 64 pg/mL | 32 pg/mL | 16 yg/mL | 8 pg/mL 4 pg/mL 2 pg/mL
D-E '
XTACo | ido BHI+ 2500 pg/mL | 1250 pg/mL | 625 pgimL. | 3122 156.2 78.12
D/IM . pg/mL pg/mL ug/mL
E. Solucion
Creimes salina. c el 64 pg/mL | 32 pg/mL | 16 uyg/mL | 8 pg/mL 4 ug/mL 2 ug/mL
F - Extracto ' 3125 156.2 78.12
DIM 2500 pg/mL | 1250 ug/mL | 625 pg/mL ug/mL ug/mL ug/mL
G-
Ciprofioxacing  trocals 64 pg/mL | 32 yg/mL | 16 ug/mL | 8 ug/mL 4 pg/mL 2 pg/mL
H - Extracto ' 312.5 156.2 78.12
DIM 2500 pg/mL | 1250 pg/mL | 625 ug/mL ug/mL ugimL ug/mL

Tabla 3. Disposicién de las concentraciones en los pozos para ensayo de

sensibilidad en enterobacterias
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8.2.1 Extracto de diclorometano en enterobacterias

Ver cada tabla de los resultados obtenidos mediante el lector de placas ELISA de

cada repeticion en anexos.

Durante el desarrollo del experimento, se utilizd extracto de diclorometano como
agente experimental, y ciprofloxacino fue empleado como farmaco de referencia

para evaluar su actividad antimicrobiana.

En las placas de pozos el extracto de diclorometano no presenté ningun efecto
inhibitorio significativo sobre las enterobacterias evaluadas, ya que no se observo
reduccion en el crecimiento bacteriano en las distintas concentraciones. En
contraste, el ciprofloxacino mostrd una notable actividad antimicrobiana, reduciendo

el crecimiento bacteriano de manera evidente.

A continuacion, en la tabla 4 se presentan los resultados cuantitativos promedio
obtenidos para cada cepa en las tres placas que se realizaron, donde se observan
las diferencias significativas en la absorbancia entre los pozos tratados con
ciprofloxacino y aquellos tratados con el extracto de diclorometano. Estos resultados
confirman que el farmaco de referencia fue eficaz en inhibir el crecimiento de las

enterobacterias, mientras que el extracto no mostré actividad comparable.

Promedio de las 3 placas
Ciprofloxacino | Extracto D
S. aureus [ 0.083[ 0.423
P.
aeruginosa 0.093 0.754
E. coli 0.071 0.520
E. faecalis F 0.071F 0.512

Tabla 4. Promedio de absorbancia obtenido en las tres placas para cada cepa

En las mediciones de absorbancia obtenidas se observo que, a mayor absorbancia,
correspondia un mayor crecimiento de las bacterias, indicando menor inhibicién; por
el contrario, a menor absorbancia, el crecimiento disminuia, evidenciando un mayor

efecto inhibitorio. Los resultados obtenidos fueron consistentes, mostrando que el
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extracto de diclorometano no present6 ningun efecto inhibitorio significativo sobre
las enterobacterias, mientras que el ciprofloxacino demostré un claro efecto

antimicrobiano en todas las pruebas.
8.2.2 Extracto de diclorometano en levaduras

De igual forma, para las levaduras se utiliz extracto de diclorometano como agente
experimental, y fluconazol e itraconazol como farmacos de referencia para evaluar
su actividad. El experimento se distribuyd de la misma manera con la Unica
diferencia de las diluciones del farmaco, las condiciones experimentales se

organizaron de la siguiente manera

e Control negativo: En la columna 1 de cada placa, se afiadieron 40 pL de caldo
y 60 pL de solucion salina, sin presencia de cepas.

e Control positivo de cepa: En la columna 2, se afiadieron 40 yL de caldo, 10
UL de la cepa de levaduras y 50 pL de solucion salina.

e Prueba experimental: Desde la columna 3 hasta la columna 8, se afiadieron
40 pL de caldo, 10 pL de la cepa y 50 pL del extracto o farmaco a ensayar,

aplicando distintas diluciones para evaluar el efecto inhibitorio.

En la tabla 5 se muestra el orden de distribucion.

Levaduras
1 2 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8
Control - Control + Prueba experiemental (diluciones)

A ) 16 pg/mL 8 pg/mL 14 pg/mL 2 pg/mL 1pg/mk | 0.5 pg/mL

/ ltraconazol .
C. albicans

B - Extracto 3125 156.2 78.12
i 2500 g/mL| 1250 ug/m. | 625 ugimL. | /7 Ll ugimL

C - Fluconazol

/ ltraconazol 16 pg/mL 8 pg/mL 14 pg/mL 2 pg/mL 1 pg/mL | 0.5 pg/mL

C. glabrata
D - Extracto Caldo 3125 156.2 78.12
D/M dextrosa S. + ZAND - R g 2 L pg/mL pg/mL pg/mL
E - Fluconazol| Solucién
| ltraconazol salina, © frusel 16 pg/mL 8 pg/mL 14 ug/mL 2 pg/mL 1 pg/mL | 0.5 pg/mL
F - Extracto ’ 3125 156.2 78.12
DIM 2500 pg/mL | 1250 pg/mL | 625 pg/mL ug/mlL ug/mlL ug/mlL
G - Fluconazol 16pg/ml | 8pugiml | 14pg/ml | 2pg/ml | 1pg/iml | 0.5 pg/ml
/ ltraconazol - Hgim Hg/m Hgim Hg/m Hg/m 2 hgm
C. tropicalis
H - Extracto 3125 156.2 78.12

DIM 2500 pg/mL | 1250 pg/mL | 625 pg/mL

pg/mL pg/mL pg/mL
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Tabla 5. Disposicion de las concentraciones en los pozos para ensayo de

sensibilidad en levaduras

El extracto de diclorometano no presentd ningun efecto inhibitorio significativo sobre
las levaduras evaluadas, ya que en la placa de pozos no se observo reduccion en
el crecimiento a las diferentes concentraciones probadas. En contraste, el
fluconazol demostré una clara actividad antifangica, reduciendo de manera evidente

el crecimiento de las levaduras.

En la tabla 6 se presentan los resultados promedio obtenidos, donde se observan
diferencias significativas en la absorbancia entre los pozos tratados con fluconazol

y aquellos tratados con el extracto de diclorometano.

Promedio de las 3 placas
Fluconazol | Extracto D
C. albicans 0.076 0.359
C. glabrata 0.087 0.224
C. krusei 0.083 0.275
C. tropicalis 0.085 0.223

Tabla 6. Promedio de absorbancia obtenido en las tres placas para cada cepa

De la misma manera se utilizo itraconazol como segundo farmaco de referencia para

evaluar la actividad antifungica.

El extracto de diclorometano tampoco mostré ninguna actividad inhibidora
apreciable contra las levaduras analizadas. En cambio, el itraconazol demostré ser
altamente efectivo, logrando una notable supresion en el desarrollo de las

levaduras.

Los resultados promedio presentados en la tabla 7, obtenidos muestran diferencias
significativas en las mediciones de absorbancia entre los pozos que recibieron
tratamiento con itraconazol y aquellos tratados con el extracto de diclorometano. Es
importante destacar que todos los ensayos fueron realizados por triplicado,

garantizando la fiabilidad de los datos obtenidos
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Promedio de las 3 placas
ltraconazol | Extracto D
C. albicans 0.085 0.374
C. glabrata 0.076 0.314
C. krusei 0.075 0.298
C. tropicalis 0.071 0.269

Tabla 7. Promedio de absorbancia obtenido en las tres placas para cada cepa

Las mediciones de absorbancia mostradas en las tablas 6 y 7 permitieron evaluar
el grado de crecimiento de las levaduras, observandose que a mayor absorbancia
correspondia un mayor crecimiento, lo que refleja una menor inhibicién. Por el
contrario, una menor absorbancia se asocidé con un crecimiento reducido, lo que
evidencié una mayor inhibicién del crecimiento. Los resultados fueron consistentes
en cada prueba, mostrando que el extracto no presentd un efecto inhibitorio
significativo, mientras que fluconazol e itraconazol demostraron una actividad

antimicética clara y reproducible en todas las pruebas.

8.2.3 Extracto metanolico en enterobacterias

A lo largo de la fase experimental, se empled el extracto metandlico como segundo
agente experimental manteniendo al ciprofloxacino como farmaco de referencia
para comparar la actividad antimicrobiana. La metodologia utilizada, asi como el
orden de distribucion de los pozos en las placas se mantuvieron constantes en todos

los ensayos, garantizando la reproducibilidad de los resultados.

Los resultados obtenidos en la placa de pozos indicaron que el extracto metandlico
no ejercid ningun efecto inhibitorio sobre las enterobacterias evaluadas, ya que no
se observd disminucibn en el crecimiento bacteriano a las diferentes
concentraciones. A diferencia del ciprofloxacino que exhibi6 una destacada

actividad antimicrobiana, logrando una reduccion evidente del crecimiento.
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Los datos promedio presentados en la tabla 8 obtenidos, revelaron una diferencia
notable en los valores de absorbancia entre los pozos tratados con ciprofloxacino y
aguellos con el extracto metanolico. Estos resultados confirman que el farmaco de
referencia fue efectivo en inhibir el crecimiento de las enterobacterias, mientras que

el extracto no mostré una actividad comparable

Promedio de las 3 placas
Ciprofloxacino | Extracto M
S. aureus 0.079 0.475
P.
aeruginosa 0.084 0.697
E. coli 0.078 0.532
E. faecalis 0.081 0.535

Tabla 8. Promedio de absorbancia obtenido en las tres placas para cada cepa

Los datos conseguidos fueron uniformes, evidenciando que el extracto metandlico
no mostré un efecto inhibitorio relevante sobre las enterobacterias. En contraste, el
ciprofloxacino exhibié una marcada actividad antimicrobiana en todas las pruebas
realizadas. Como se observa en la tabla 8, las mediciones de absorbancia
permitieron evaluar el nivel de crecimiento bacteriano, observandose que valores
bajos de absorbancia indicaron una inhibicion del crecimiento, mientras que valores
altos reflejaron un mayor crecimiento bacteriano. Estos resultados confirmaron la
efectividad de ciprofloxacino en reducir el crecimiento de las bacterias en cambio

con el extracto utilizado.

8.2.4 Extracto metanolico en levaduras

Asi mismo, en las levaduras también se utilizo el extracto metanolico como agente
experimental, y fluconazol e itraconazol como farmacos de referencia para evaluar

su actividad antifungica.

Igualmente, los resultados obtenidos en la placa de pozos confirmaron que el

extracto metanolico no presentd ningun efecto inhibitorio sobre las levaduras
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evaluadas, ya que no se observo reduccion en el crecimiento. En contraste, el
fluconazol demostré una clara actividad antifangica, reduciendo de manera evidente

el crecimiento de las levaduras.

En la tabla 9 se presentan los resultados cuantitativos promedio obtenidos, donde
se observan diferencias significativas en la absorbancia entre los pozos tratados

con fluconazol y aquellos tratados con el extracto metanolico.

Promedio de las 3 placas
Fluconazol | Extracto M
C. albicans 0.084 0.323
C. glabrata 0.082 0.336
C. krusei 0.082 0.388
C. tropicalis 0.082 0.328

Tabla 9. Promedio de absorbancia obtenido en las tres placas para cada cepa

En esa misma linea, los resultados obtenidos con itraconazol en la placa de pozos
mostraron que el farmaco tiene una clara actividad antifungica, reduciendo el
crecimiento de las levaduras a comparacion del extracto metanolico que no presenta

ningun efecto inhibitorio, ya que no se observa reduccién en el crecimiento.

En la tabla 10 se presentan los resultados cuantitativos promedio obtenidos.

Promedio de las 3 placas
ltraconazol Extracto M
C. albicans 0.089 0.388
C. glabrata 0.079 0.340
C. krusei 0.085 0.330
C. tropicalis 0.076 0.298

Tabla 10. Promedio de absorbancia obtenido en las tres placas para cada cepa
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Los resultados mostraron uniformidad, revelando que el extracto metandlico no tuvo
un impacto inhibitorio considerable sobre las levaduras. Por otro lado, tanto el
itraconazol como el fluconazol demostraron una potente accion antifiungica en todas
las evaluaciones realizadas. Al igual que en los resultados previos, las mediciones
de absorbancia permitieron observar el grado de crecimiento de las levaduras en
funcién de la actividad de cada tratamiento. Absorbancias bajas indicaron una
mayor inhibicion de las cepas de levadura, lo que se tradujo en un menor
crecimiento; en contraste, absorbancias elevadas reflejan un crecimiento mas alto,
sugiriendo una menor inhibicidn. Esta relacion entre los valores de absorbancia y el
nivel de crecimiento fue consistente en todas las pruebas, evidenciando el claro

efecto inhibitorio de itraconazol y fluconazol en comparacién con el extracto.

9. DISCUSION
En este estudio, se evalu6 la actividad antimicrobiana de los extractos de Cascabela

thevetioides frente a diversas cepas de bacterias y hongos, usando ciprofloxacino,
fluconazol e itraconazol como farmacos de referencia. Los resultados obtenidos
permitieron comparar la eficacia de los extractos en relacion con estos farmacos,
destacando tanto la ausencia de efectos inhibitorios en los extractos como la
destacada actividad de los farmacos de referencia. Este resultado es consistente
con investigaciones previas, como las realizadas por Singh et al. (2020) y Lopez-
Garcia et al. (2021), quienes también observaron una mayor efectividad de los
farmacos de referencia frente a extractos vegetales en estudios de actividad

antimicrobiana.

Un aspecto relevante en la evaluacion fue la turbidez en las muestras tratadas con
extractos y farmacos, dado que la turbidez refleja la densidad celular y sirve como
indicador del crecimiento bacteriano o fungico. En los pozos tratadas con
ciprofloxacino, fluconazol e itraconazol, la turbidez fue significativamente menor, lo
gue confirmé la eficacia de estos farmacos al inhibir el crecimiento de las cepas
bacterianas y fungicas. En contraste, los pozos tratados con los extractos

metandlico y de diclorometano no presentaron una reduccion en la turbidez, lo cual
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sugiere que estos extractos no lograron inhibir el crecimiento bacteriano ni fangico
a las concentraciones utilizadas, coincidiendo con las observaciones de estudios
similares que analizaron la falta de accidn antimicrobiana de extractos vegetales en

condiciones in vitro (Ahmad et al., 2019).

La falta de actividad inhibitoria significativa en los extractos de Cascabela
thevetioides podria atribuirse a distintos factores. Primero, es posible que los
compuestos bioactivos presentes en el extracto no sean eficaces contra las cepas
evaluadas o que las concentraciones empleadas no hayan alcanzado un nivel
suficiente para lograr un efecto antimicrobiano observable. Singh et al. (2020)
plantean una teoria similar en la que sugieren que la eficacia limitada de ciertos
extractos vegetales puede estar vinculada a la baja concentracién de compuestos
activos o0 a la complejidad de estos, que limita su biodisponibilidad y accion
antimicrobiana efectiva. Ademas, es posible que las bacterias y hongos evaluados
cuenten con mecanismos de resistencia naturales que neutralizan la accion de los
compuestos del extracto, lo que resalta la necesidad de un analisis mas profundo
sobre la composicidon quimica del extracto y sus posibles variaciones bioactivas
(Khan et al., 2018).

Por otra parte, los resultados obtenidos con los farmacos de referencia fueron
consistentes y confirmaron su eficacia antimicrobiana. EI ciprofloxacino,
ampliamente conocido por su espectro bactericida, demostré una potente actividad
inhibidora contra las enterobacterias, logrando una reduccion significativa en el
crecimiento bacteriano en todas las concentraciones evaluadas, con una
concentracion minima inhibitoria (MIC) que oscilé entre 2 y 16 pg/mL, lo cual es
consistente con estudios previos que establecen estos rangos de MIC para
enterobacterias (Jones et al., 2021). Asimismo, tanto fluconazol como itraconazol
mostraron una actividad antifangica significativa contra las levaduras evaluadas,
logrando inhibir uniformemente su crecimiento a concentraciones de 0.5 a 2 pg/mL,
lo cual es consistente con la MIC reportada en otros estudios sobre Candidas
(Ahmad et al., 2019).
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La notable eficacia de los farmacos de referencia respalda su uso en el tratamiento
de infecciones bacterianas y fungicas, demostrando su capacidad para inhibir el
crecimiento microbiano de manera efectiva. En contraste, los extractos de
Cascabela thevetioides no presentaron una actividad comparable, lo cual sugiere
gue, aunque esta planta puede contener compuestos con potencial antimicrobiano,
en este estudio no se logro extraer o concentrar tales compuestos de forma efectiva.
Estos hallazgos coinciden con el estudio de Lépez-Garcia et al. 2021, quienes
también concluyeron que la efectividad de los extractos vegetales depende en gran
medida de su proceso de extraccion y concentracion de compuestos bioactivos.

10.CONCLUSION
En resumen, los resultados obtenidos permiten afirmar que los extractos de

Cascabela thevetioides no presentan un efecto inhibitorio significativo contra las
bacterias y hongos evaluados bajo las condiciones experimentales de este estudio.
Esto sugiere que los compuestos activos presentes en los extractos de esta planta,
en las concentraciones y métodos aplicados, no son suficientes para inhibir el
crecimiento de los microorganismos patdgenos estudiados. Sin embargo, podrian
existir otros factores, como variaciones en los métodos de extraccion, concentracion
de los extractos o condiciones experimentales, que pudieran influir en los resultados

obtenidos.

En contraste, los farmacos de referencia utilizados, es decir, ciprofloxacino,
fluconazol e itraconazol demostraron una eficacia considerable en la inhibicion del
crecimiento de las cepas bacterianas y flngicas, respectivamente. Estos resultados
confirman su efectividad ampliamente documentada y su utilidad en el tratamiento
de infecciones bacterianas y micoticas. En este sentido, los hallazgos de este
estudio destacan la importancia de seguir investigando alternativas terapéuticas
basadas en productos naturales, pero también subrayan la relevancia de los
farmacos convencionales que han demostrado ser altamente efectivos y confiables

en contextos clinicos.
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Asi, aunque los extractos de Cascabela thevetioides no mostraron actividad
antimicrobiana significativa en este ensayo, el estudio contribuye a la comprension
de su potencial y limita los efectos observados bajo estas condiciones. Los
resultados obtenidos reiteran la utilidad de los farmacos de referencia en el
tratamiento antimicrobiano y respaldan la exploracion continua de plantas

medicinales como posible fuente de nuevos agentes terapéuticos.
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ANEXOS

A continuacion, se presentan las lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA
correspondientes a la actividad antimicrobiana de los extractos y de los farmacos

de referencia: ciprofloxacino, fluconazol e itraconazol.

Extracto diclorometano en enterobacterias, placa 1

1 3 4 5 6 7 8
A - Ciprofloxacino 0.041 0.398 0.069 0.072 0.074 0.079 0.081 0.084
B - Extracto 0.038 0.458 0.438 0.421 0.402 0.391 0.378 0.348
C - Ciprofloxacino 0.040 0.744 0.063 0.067 0.069 0.071 0.073 0.079
D - Extracto 0.039 0.731 0.741 0.715 0.702 0.699 0.688 0.654
E - Ciprofloxacino 0.042 0.565 0.046 0.048 0.051 0.053 0.054 0.056
F - Extracto 0.043 0.561 0.562 0.559 0.498 0.498 0.476 0.444
G - Ciprofloxacino 0.037 0.423 0.043 0.054 0.057 0.066 0.068 0.075
H - Extracto 0.045 0.488 0.441 0.452 0.335 0.312 0.311 0.299
Tabla 11. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 1,
mostrando la actividad antimicrobiana del extracto de diclorometano y
ciprofloxacino.
Extracto diclorometano en enterobacterias, placa 2
1 3 4 5 6 7 8
A - Ciprofloxacino 0.036 0.435 0.071 0.077 0.075 0.085 0.087 0.132
B - Extracto 0.045 0.541 0.469 0.436 0.418 0.389 0.385 0.341
C - Ciprofloxacino 0.045 0.906 0.147 0.132 0.116 0.113 0.132 0.147
D - Extracto 0.039 0.965 0.906 0.889 0.851 0.835 0.812 0.805
E - Ciprofloxacino 0.041 0.473 0.059 0.061 0.064 0.072 0.096 0.102
F - Extracto 0.055 0.568 0.528 0.501 0.489 0.464 0.425 0.411
G - Ciprofloxacino 0.050 0.688 0.057 0.062 0.071 0.078 0.085 0.099
H - Extracto 0.059 0.739 0.728 0.699 0.632 0.616 0.574 0.542

Tabla 12. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 2,

mostrando la actividad antimicrobiana del extracto de diclorometano y

ciprofloxacino.
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Extracto diclorometano en enterobacterias, placa 3

1 3 4 5 6 7
A - Ciprofloxacino 0.039 0.500 0.071 0.076 0.082 0.088 0.092 0.101
B - Extracto 0.037 0.571 0.538 0.502 0.477 0.462 0.422 0.401
C - Ciprofloxacino 0.041 0.766 0.067 0.069 0.073 0.078 0.083 0.089
D - Extracto 0.033 0.802 0.792 0.757 0.733 0.701 0.688 0.602
E - Ciprofloxacino 0.035 0.648 0.061 0.079 0.085 0.091 0.099 0.105
F - Extracto 0.035 0.667 0.659 0.631 0.604 0.578 0.533 0.501
G - Ciprofloxacino 0.043 0.561 0.059 0.065 0.078 0.082 0.086 0.094
H - Extracto 0.053 0.607 0.578 0.564 0.570 0.567 0.506 0.488
Tabla 13. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 3,
mostrando la actividad antimicrobiana del extracto de diclorometano y
ciprofloxacino.
Extracto diclorometano en levaduras, placa 1
1 2 3 4 5 6 7
A - Fluconazol 0.044 0.396 0.075 0.088 0.061 0.087 0.0104 0.011
B - Extracto 0.047 0.359 0.315 0.301 0.258 0.235 0.288 0.239
C - Fluconazol 0.053 0.276 0.079 0.083 0.086 0.086 0.102 0.107
D - Extracto 0.048 0.279 0.318 0.238 0.192 0.226 0.226 0.215
E - Fluconazol 0.046 0.291 0.059 0.066 0.083 0.088 0.095 0.101
F - Extracto 0.056 0.263 0.352 0.301 0.245 0.222 0.197 0.199
G - Fluconazol 0.055 0.211 0.071 0.083 0.099 0.105 0.101 0.111
H - Extracto 0.053 0.233 0.263 0.211 0.195 0.154 0.150 0.149
Tabla 14. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 1,
mostrando la actividad antimicrobiana del extracto de diclorometano y fluconazol.
Extracto diclorometano en levaduras, placa 2
1 2 3 4 5 6 7
A - Fluconazol 0.044 0.387 0.062 0.076 0.088 0.097 0.115 0.126
B - Extracto 0.043 0.458 0.461 0.447 0.439 0.441 0.432 0.422
C - Fluconazol 0.045 0.286 0.068 0.066 0.074 0.082 0.099 0.101
D - Extracto 0.051 0.307 0.299 0.267 0.209 0.227 0.224 0.225
E - Fluconazol 0.050 0.235 0.071 0.077 0.081 0.086 0.088 0.088
F - Extracto 0.044 0.306 0.301 0.298 0.288 0.285 0.279 0.280
G - Fluconazol 0.055 0.191 0.068 0.071 0.070 0.075 0.081 0.088
H - Extracto 0.041 0.258 0.268 0.224 0.218 0.214 0.222 0.129

Tabla 15. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 2,

mostrando la actividad antimicrobiana del extracto de diclorometano y fluconazol.
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Extracto diclorometano en levaduras, placa 3

3 4 5 6 7
A - Fluconazol 0.045 0.316 0.063 0.070 0.077 0.082 0.088 0.096
B - Extracto 0.044 0.402 0.413 0.381 0.377 0.371 0.355 0.361
C - Fluconazol 0.044 0.279 0.071 0.082 0.075 0.091 0.099 0.114
D - Extracto 0.048 0.244 0.243 0.237 0.229 0.0216 0.214 0.221
E - Fluconazol 0.058 0.247 0.061 0.067 0.086 0.091 0.097 0.100
F - Extracto 0.053 0.299 0.301 0.291 0.288 0.276 0.279 0.272
G - Fluconazol 0.054 0.225 0.060 0.071 0.084 0.093 0.098 0.102
H - Extracto 0.039 0.301 0.287 0.281 0.269 0.264 0.257 0.261

Tabla 16. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 3,
mostrando la actividad antimicrobiana del extracto de diclorometano y fluconazol.
Extracto diclorometano en levaduras, placa 1

3 4 5 6 7
A - ltraconazol 0.036 0.399 0.072 0.079 0.091 0.094 0.101 0.099
B - Extracto 0.038 0.437 0.412 0.425 0.431 0.419 0.402 0.412
C - Itraconazol 0.035 0.296 0.071 0.077 0.083 0.088 0.094 0.098
D - Extracto 0.032 0.361 0.354 0.359 0.347 0.338 0.324 0.321
E - ltraconazol 0.036 0.304 0.069 0.076 0.079 0.081 0.084 0.091
F - Extracto 0.041 0.381 0.369 0.364 0.361 0.275 0.276 0.222
G - Itraconazol 0.031 0.256 0.058 0.061 0.066 0.070 0.074 0.079
H - Extracto 0.042 0.301 0.287 0.274 0.277 0.265 0.261 0.244

Tabla 17. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 1,
mostrando la actividad antimicrobiana del extracto de diclorometano e itraconazol.
Extracto diclorometano en levaduras, placa 2

3 4 5 6 7
A - ltraconazol 0.053 0.421 0.063 0.067 0.074 0.076 0.087 0.096
B - Extracto 0.048 0.389 0.356 0.359 0.345 0.341 0.333 0.289
C - Itraconazol 0.049 0.287 0.059 0.061 0.064 0.067 0.072 0.077
D - Extracto 0.053 0.317 0.318 0.311 0.306 0.298 0.297 0.294
E - Itraconazol 0.051 0.299 0.064 0.068 0.073 0.075 0.082 0.081
F - Extracto 0.054 0.318 0.306 0.302 0.287 0.282 0.277 0.281
G - Itraconazol 0.038 0.276 0.058 0.064 0.069 0.078 0.086 0.097
H - Extracto 0.033 0.297 0.279 0.264 0.265 0.258 0.251 0.249

Tabla 18. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 2,

mostrando la actividad antimicrobiana del extracto de diclorometano e itraconazol.
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Extracto diclorometano en levaduras, placa 3

1 2 3 4 5 6 7
A - ltraconazol 0.065 0.408 0.073 0.079 0.086 0.091 0.097 0.104
B - Extracto 0.059 0.398 0.384 0.379 0.366 0.361 0.357 0.359
C - Itraconazol 0.061 0.297 0.067 0.065 0.073 0.077 0.084 0.088
D - Extracto 0.055 0.315 0.311 0.306 0.297 0.295 0.291 0.284
E - Itraconazol 0.053 0.267 0.062 0.065 0.069 0.074 0.078 0.085
F - Extracto 0.045 0.321 0.311 0.309 0.295 0.286 0.279 0.281
G - Itraconazol 0.048 0.275 0.054 0.059 0.066 0.072 0.083 0.091
H - Extracto 0.053 0.301 0.298 0.295 0.284 0.272 0.265 0.261
Tabla 19. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 3,
mostrando la actividad antimicrobiana del extracto de diclorometano e itraconazol.
Extracto metanolico en enterobacterias, placa 1
3 4 5 6 7
A - Ciprofloxacino 0.045 0.405 0.062 0.068 0.075 0.079 0.084 0.089
B - Extracto 0.053 0.497 0.486 0.481 0.475 0.469 0.465 0.462
C - Ciprofloxacino 0.051 0.661 0.064 0.067 0.071 0.073 0.077 0.083
D - Extracto 0.046 0.613 0.604 0.489 0.578 0.564 0.569 0.555
E - Ciprofloxacino 0.049 0.534 0.057 0.059 0.064 0.067 0.076 0.082
F - Extracto 0.046 0.584 0.571 0.564 0.556 0.547 0.542 0.532
G - Ciprofloxacino 0.053 0.489 0.064 0.072 0.085 0.094 0.101 0.111
H - Extracto 0.06 0.506 0.510 0.489 0.476 0.469 0.475 0.461
Tabla 20. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 1,
mostrando la actividad antimicrobiana del extracto metandlico y ciprofloxacino.
Extracto metanolico en enterobacterias, placa 2
3 4 5 6 7
A - Ciprofloxacino 0.045 0.471 0.058 0.064 0.071 0.086 0.093 0.105
B - Extracto 0.044 0.534 0.529 0.518 0.503 0.489 0.485 0.481
C - Ciprofloxacino 0.051 0.832 0.075 0.083 0.094 0.105 0.112 0.122
D - Extracto 0.049 0.799 0.781 0.779 0.773 0.768 0.762 0.765
E - Ciprofloxacino 0.052 0.501 0.072 0.079 0.085 0.093 0.099 0.102
F - Extracto 0.048 0.534 0.529 0.512 0.501 0.498 0.485 0.481
G - Ciprofloxacino 0.047 0.589 0.056 0.064 0.074 0.079 0.086 0.103
H - Extracto 0.051 0.603 0.589 0.576 0.569 0.541 0.535 0.555

Tabla 21. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 2,

mostrando la actividad antimicrobiana del extracto metanolico y ciprofloxacino.

Pagina 41 de 45




Extracto metanolico en enterobacterias, placa 3

3 4 5 6 7 8
A - Ciprofloxacino 0.039 0.500 0.064 0.068 0.075 0.087 0.096 0.099
B - Extracto 0.043 0.489 0.477 0.465 0.459 0.447 0.436 0.431
C - Ciprofloxacino 0.041 0.811 0.069 0.074 0.079 0.085 0.091 0.096
D - Extracto 0.037 0.785 0.781 0.774 0.764 0.752 0.746 0.738
E - Ciprofloxacino 0.038 0.614 0.057 0.066 0.072 0.085 0.096 0.098
F - Extracto 0.042 0.566 0.558 0.552 0.546 0.541 0.533 0.529
G - Ciprofloxacino 0.033 0.516 0.061 0.066 0.079 0.084 0.088 0.091
H - Extracto 0.054 0.584 0.579 0.571 0.568 0.562 0.558 0.551

Tabla 22. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 3,
mostrando la actividad antimicrobiana del extracto metandlico y ciprofloxacino.
Extracto metanolico en levaduras, placa 2

1 2 3 4 5 6 8
A - Fluconazol 0.041 0.269 0.069 0.072 0.078 0.086 0.092 0.096
B - Extracto 0.038 0.326 0.315 0.301 0.298 0.286 0.283 0.285
C - Fluconazol 0.041 0.368 0.061 0.066 0.071 0.079 0.084 0.093
D - Extracto 0.043 0.384 0.374 0.366 0.354 0.351 0.344 0.332
E - Fluconazol 0.042 0.506 0.065 0.071 0.076 0.082 0.088 0.096
F - Extracto 0.04 0.531 0.512 0.501 0.489 0.482 0.476 0.466
G - Fluconazol 0.044 0.344 0.061 0.075 0.086 0.094 0.099 0.106
H - Extracto 0.042 0.399 0.387 0.375 0.369 0.354 0.348 0.341

Tabla 23. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 1,
mostrando la actividad antimicrobiana del extracto metandlico y fluconazol.
Extracto metanolico en levaduras, placa 1

1 2 3 4 5 6 7 8
A - Fluconazol 0.039 0.284 0.079 0.085 0.092 0.097 0.103 0.111
B - Extracto 0.033 0.343 0.336 0.329 0.322 0.315 0.311 0.302
C - Fluconazol 0.041 0.397 0.072 0.078 0.082 0.088 0.095 0.101
D - Extracto 0.043 0.427 0.415 0.402 0.398 0.387 0.382 0.376
E - Fluconazol 0.036 0.481 0.067 0.074 0.079 0.085 0.091 0.098
F - Extracto 0.043 0.431 0.426 0.411 0.403 0.389 0.386 0.374
G - Fluconazol 0.041 0.312 0.059 0.064 0.069 0.072 0.077 0.085
H - Extracto 0.038 0.364 0.356 0.342 0.339 0.331 0.328 0.321

Tabla 24. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 2,

mostrando la actividad antimicrobiana del extracto metandlico y fluconazol.
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Extracto metanolico en levaduras, placa 3
1 2 3 4 5 6 7 8
A - Fluconazol 0.040 0.305 0.057 0.064 0.069 0.076 0.085 0.096
B - Extracto 0.043 0.384 0.366 0.361 0.358 0.351 0.347 0.349
C - Fluconazol 0.041 0.300 0.069 0.074 0.082 0.089 0.094 0.102
D - Extracto 0.042 0.296 0.281 0.275 0.266 0.258 0.251 0.244
E - Fluconazol 0.041 0.273 0.069 0.075 0.083 0.088 0.094 0.101
F - Extracto 0.037 0.301 0.301 0.294 0.281 0.276 0.263 0.258
G - Fluconazol 0.045 0.067 0.064 0.071 0.083 0.091 0.103 0.111
H - Extracto 0.041 0.299 0.301 0.294 0.291 0.286 0.274 0.269
Tabla 25. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 3,
mostrandota dbtividdgxﬁélctiblllﬁélé)ri.bil%bl%n(.ig\i/alaﬁFég_yLﬁrédélftdlIl.,)iiLU y-ftuconazot:
1 2 3 4 5 6 7 8
A - ltraconazol 0.037 0.402 0.071 0.075 0.086 0.094 0.101 0.122
B - Extracto 0.036 0.468 0.457 0.446 0.431 0.428 0.419 0.402
C - Itraconazol 0.033 0.304 0.065 0.069 0.074 0.078 0.086 0.093
D - Extracto 0.037 0.397 0.391 0.387 0.374 0.368 0.352 0.361
E - Itraconazol 0.039 0.315 0.071 0.083 0.094 0.101 0.111 0.123
F - Extracto 0.043 0.399 0.379 0.371 0.368 0.357 0.346 0.331
G - ltraconazol 0.041 0.276 0.059 0.062 0.068 0.074 0.077 0.086
H - Extracto 0.038 0.312 0.301 0.299 0.294 0.286 0.274 0.271
Tabla 26. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 1,
mostrando la actividad antimicrobiana del extracto metandlico e itraconazol.
Extracto metanolico en levaduras, placa 2
1 2 3 4 5 6 7
A - ltraconazol 0.041 0.416 0.065 0.069 0.078 0.086 0.095 0.100
B - Extracto 0.042 0.398 0.387 0.376 0.369 0.354 0.351 0.348
C - ltraconazol 0.055 0.294 0.064 0.069 0.077 0.086 0.094 0.099
D - Extracto 0.044 0.324 0.325 0.316 0.302 0.298 0.285 0.273
E - Itraconazol 0.035 0.302 0.068 0.072 0.078 0.083 0.089 0.094
F - Extracto 0.031 0.345 0.341 0.339 0.324 0.319 0.311 0.309
G - Itraconazol 0.036 0.297 0.059 0.065 0.070 0.079 0.087 0.098
H - Extracto 0.043 0.322 0.320 0.316 0.304 0.304 0.298 0.299

Tabla 27. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 2,

mostrando la actividad antimicrobiana del extracto metandélico e itraconazol.
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Extracto metanolico en levaduras, placa 3

1 3 4 5 7 8
A - ltraconazol 0.036 0.415 0.075 0.083 0.089 0.096 0.105 0.104
B - Extracto 0.055 0.401 0.399 0.385 0.371 0.365 0.358 0.342
C - ltraconazol 0.350 0.311 0.068 0.071 0.075 0.079 0.086 0.093
D - Extracto 0.370 0.365 0.361 0.358 0.354 0.346 0.335 0.332
E - ltraconazol 0.250 0.288 0.063 0.066 0.071 0.079 0.086 0.094
F - Extracto 0.033 0.322 0.321 0.316 0.311 0.302 0.301 0.288
G - ltraconazol 0.039 0.298 0.065 0.069 0.076 0.082 0.093 0.101
H - Extracto 0.035 0.345 0.332 0.321 0.314 0.300 0.267 0.271

Tabla 28. Lecturas obtenidas en el lector de placas ELISA de la placa 3,

mostrando la actividad antimicrobiana del extracto metandlico e itraconazol.
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