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1. RESUMEN

El célera es una enfermedad emergente, causada por la especie Vibrio cholerae, que
ha ocasionado numerosas muertes durante las siete epidemias mundiales registradas.
El objetivo fue evaluar la actividad antibacteriana de extractos de plantas medicinales
en tres cepas de Vibrio cholerae: NO O1, O1 Ogawa y O1 Inaba, aisladas del estado
Hidalgo, para contribuir al conocimiento de las propiedades medicinales de las
plantas. Se seleccionaron plantas basandose en estudios etnobotanicos previos para
tratar enfermedades gastrointestinales: Guazuma ulmifolia, Lippia graveolens,
Zingiber officinale, Persea americana, Poliomintha longiflora, Psidium guajava y
Tabebuia rosea. De las plantas se obtuvieron extractos etandlicos que se emplearon
en las pruebas antibacterianas de sembrado por estria y antibiogramas de difusion en
agar, a diferentes concentraciones, con un testigo negativo etanol y uno positivo con
tetraciclina. Se preparé un extracto acuoso de P. longiflora, para filmar y tomar
imagenes fijas de su actividad antibacteriana in vivo Se midié la velocidad de
movimiento, el namero total de bacterias, el porcentaje de bacterias inméviles,
bacterias en fisidbn binaria y tamafio. Con el método de estria se observo que las
plantas con actividad inhibitoria fueron L. graveolens, P. americana, P. longiflora 'y T.
rosea. En los antibiogramas, la planta que presenté mayor actividad fue P. longiflora,
la segunda planta con mas actividad fue L. graveolens, seguida de T. rosea y de P.
americana. En los videos e imagenes fijas se observé que el extracto de P. longiflora
tiene efecto inhibitorio en el crecimiento de las cepas de estudio. Se evidencia en este
estudio, que en la flora de Hidalgo existe un potencial para contribuir a resolver la

problematica del colera, una enfermedad de interés mundial.



2. INTRODUCCION

COLERA
2.1. DEFINICION

El colera es una infeccion intestinal aguda causada por V. cholerae, bacteria Gram
negativa, incluida en la familia Vibrionaceae (Gammaproteobacteria), en la cual se
agrupan especies moviles con un flagelo y oxidasa positiva. V. cholerae es una de
las especies con mayor importancia clinica y epidemioldgica. Los vibrios son
bacterias individuales, con forma de bacilos curvos, heterétrofas, anaerobias

facultativas (Madigan, 2004).

2.2. CLASIFICACION DE Vibrio cholerae

En 1953 Gardner y Venkatraman proporcionaron la primera clasificacion de V.
cholerae basdndose en caracteristicas del antigeno somético (O) y le asignaron el
serogrupo O1 al agente causal del célera, dicha enfermedad aparecié en México
desde 1978, con un brote a lo largo de la costa sur de México y siguid

presentandose afios después (Ibarra et al., 1999).

La especie de V. cholerae esta conformada por 190 serogrupos de los cuales,
sélo el O1 y 0139 son los causantes del colera epidemioldgico en el mundo. El
serogrupo O1 se compone de tres serotipos: Inaba, Ogawa e Hikojima. Otros
serogrupos se consideran no epidemiolégicos como es el caso de NO O1 y NO
139. Los vibriones que no se aglutinan cuando estan expuestos al antisuero del

serogrupo 01 son denominados V. cholerae NO O1 (Borroto, 1997).



Las cepas de V. cholerae que producen una enterotoxina son las causantes del
célera epidemiolégico, a diferencia de las que no la producen se designan cepas
no epidemiolégicas, las cuales pueden causar diarreas. Los vibrios coléricos no
epidemiolégicos son capaces de causar enfermedades diarreicas agudas tan
severas como el célera, al presentar genes de virulencia. Su enteropatogenicidad
parece ser de naturaleza multifactorial y asociada a hemolisinas, neuraminidasa,
enterotoxinas termolabiles y enterotoxinas termoestables. Algunas especies del
género Vibrio, como V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus, V.
furnissii, V. fluvialis, V. mimicus y V. metschnikovii, entre otros, también pueden
presentar genes de virulencia y causar enfermedades diarréicas tan graves como

el célera (Ibarra et al., 1999).

2.3. HABITAT E INTERACCIONES DE Vibrio cholerae

La cepa de V. cholerae, responde a diferentes condiciones de estrés ambiental en
reservorios acuaticos, con bajas temperaturas y baja disponibilidad de nutrientes,
adopta un estado viable que le permite realizar funciones metabdlicas y formar
colonias sin que se pueda cultivar, al ser favorables las condiciones ambientales el

estado cambia a cultivable (Borroto, 1997).

V. cholerae O1 toxigénico es una bacteria anaerobio facultativa, que en presencia
de oxigeno respira y en ausencia de éste es capaz de fermentar. Encuentra las
condiciones Optimas para su supervivencia y crecimiento en ambientes acuaticos,
calidos, moderadamente salinos, con un pH neutro o levemente alcalino y ricos en

nutrientes, puede crecer en medios que contienen carbohidratos, particularmente



glucosa, asi como nitrégeno, azufre, fésforo y sodio, adhiriéndose a sedimentos
para obtener estos nutrientes. El sodio (Na+), es un requerimiento absoluto para
su crecimiento, incluso puede sobrevivir en ausencia de otros nutrientes y crecer

mas rapido (Borroto, 1997).

La adherencia a las superficies de plantas macrdfilas acuaticas, zooplancton y
fitoplancton, le permite sobrevivir, durante periodos interepidémicos sin perder su
toxicidad, gracias a las asociaciones simbidticas que mantienen con otras
especies, contribuyen al caracter endémico del colera, incluso en ecosistemas con

agua dulce (Borroto, 1997).

2.4. MORTALIDAD

La bacteria V. cholerae ha causado siete pandemias en el mundo, de las cuales
cinco han afectado a México, primer caso de célera en el pais fue durante la
segunda pandemia presentandose en Saltillo, Coahuila (1833), la tercer pandemia
afectd a Yucatan (1854); la cuarta y quinta pandemia afectaron a Oaxaca (1883) y
la séptima pandemia en San Miguel Totolmaloya, Estado de México el 13 de junio
de 1991 con 19 personas afectadas y O defunciones. La primera y sexta
pandemia, no afectaron a México. Actualmente en México, el SINAVE (Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica) reporté un caso de coélera en el estado de

Sinaloa, en 2012 (SINAVE, 2012).

La Organizacion Panamericana de la Salud reportd, de 1990 a 2006, un total de 1,
277, 870 casos de célera en América, de los cuales México tuvo 45, 583 casos

(OPS, 2006). En el 2009, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), report6 para



el continente africano 217 333 casos de cOlera; en Asia, 1 902; Europa 17;
América 17 y en Oceania 1957, con un total de 221, 226 casos confirmados y 4,
946 muertes (WHO, 2010). En Haiti en 2010 se presenté una epidemia que fue
causada por dos serogrupos de V. cholerae O1 y 0139 que causé la muerte de 7,
000 personas (Kupferschmind, 2012). El brote se extendié a varios paises del
continente americano como Republica Dominicana, Venezuela y Estados Unidos
(NOM-016-SSA2-2012). En julio de 2012 se reportaron en Cuba 170 casos

confirmados de célera.

2.5. TRATAMIENTO

El tratamiento para el cdlera, actualmente, consta de una reposicion
hidroelectrolitica. Si la enfermedad se agrava y el paciente presenta una
deshidratacion severa, se aplican dos tratamientos de antibiéticos; el primero de
eritromicina 12.5 mg/kg cada seis horas o azitromicina 20 mg/kg en dosis Unica,
sin superar 1 g y el segundo de ciprofloxacino, suspension o tabletas, 20 mg/kg en
dosis Unica o doxiciclina, suspension o tabletas, 2-4 mg/kg en dosis Unica, los
cuales son utilizados de manera general para tratar enfermedades causadas por

bacterias (Sanchez, 2011).

2.6. PLANTAS MEDICINALES

Las plantas medicinales son aquellas especies a las que se les atribuye un efecto
curativo sobre las enfermedades (Estrada, 1995). Las plantas pueden tener

efectos téxicos y terapéuticos sobre los humanos y los compuestos secundarios



dentro de éstas, son los responsables de la actividad biologica (Ricker y Daly,

1998).

Desde hace mucho tiempo las personas descubrieron los usos que se le podian
dar a las plantas, han formado parte de la cultura e historia de los pueblos, y sus
conocimientos sobre éstos, han sido transmitidos a sus descendientes, sobre todo
cuando se trataba de afecciones a la salud. Se ha demostrado que las plantas
poseen propiedades para la cura de diversas enfermedades, entre las que se
encuentran las gastrointestinales, que pueden ser causadas por bacterias
patdgenas. Por esta razdén se han realizado estudios para probar la actividad

antibacteriana de las plantas medicinales (Cowan, 1999).

Las enfermedades causadas por las bacterias patdgenas son un problema vigente
para la salud. Las enfermedades gastrointestinales son uno de los principales
problemas que afectan a la poblacion humana en el mundo. Los microorganismos
pueden encontrarse en el agua, suelo y aire, por lo que su contacto con las

personas es muy frecuente (lwu et al., 1999).

3. MEDICAMENTOS

Un medicamento es toda sustancia medicinal y sus asociaciones o combinaciones
destinadas a la utilizacion en las personas o en los animales, que se presente
dotada de propiedades para prevenir, tratar, aliviar o curar enfermedades,

dolencias, sensoriales y estado mental (Proyecto de Ley, 2001).

La legislacion mexicana clasifica a los medicamentos por su naturaleza, por su

forma de preparacién, para su venta y suministro al publico. Por su naturaleza, los

6



medicamentos pueden ser homeopéticos, herbolarios y alopaticos (Gutiérrez et

al., 2008).

3.1. MEDICINA HOMEOPATICA

La homeopatia es un sistema terapéutico, que consiste en administrar sustancias
naturales hechas con plantas, animales o minerales en dosis infinitesimales, para
curar enfermedades mediante la aplicacion del "Principio de los semejantes’, el
cual estd basado en la idea de que todas las sustancias que provocan un mal,
también lo pueden curar cuando se administran en pequefias dosis (Ballester el al.

2009).

3.2. MEDICINA TRADICIONAL O HERBOLARIA

La OMS, define a la medicina tradicional como un conjunto de conocimientos,
aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias de diferentes
culturas, usados para el mantenimiento de la salud, asi como la mejora o el

tratamiento de enfermedades fisicas o mentales (OMS, 2013).

El papel que desempeiia la medicina tradicional es de gran importancia desde el
punto de vista social, economico y médico (Soto y Sousa, 1995). La legislacion
mexicana menciona que la herbolaria incluye productos elaborados con materia
vegetal o algun derivado de esta, cuyo ingrediente principal es la parte aérea o
subterranea de una planta o extractos y tinturas, asi como jugos resinas, aceites
grasos y esenciales, que son empleados para tratar diversas enfermedades

(Gutiérrez et al., 2008).



La medicina herbolaria es una practica muy extendida en el mundo, segun lo
reporta la OMS. El 64% de los habitantes recurre a las plantas medicinales en el
mundo, en especial la poblacibn de escasos recursos que no cuentan con
servicios institucionalizados de salud. La medicina tradicional abarca una amplia
variedad de terapias y practicas que varian entre los paises y regiones. En
algunos lugares se les denomina medicina alternativa o complementaria (OMS,

2013).

3.3. MEDICINA ALOPATICA

La medicina alopatica busca prevenir, tratar y curar las enfermedades mediante el
uso de drogas sintéticas realizadas a base de productos quimicos en dosis
ponderables para que el organismo se defienda, buscando medios terapéuticos

para la curacion de la enfermedad (Villalobos, 2001).

3.4. ANTIBIOTICOS

El descubrimiento de los antibidticos causo6 una revolucion en la mitad del siglo XX
sobre el tratamiento de enfermedades infecciosas. Hoy en dia se ha observado
gue las bacterias han creado resistencia a algunos de éstos, consecuencia de la
adaptacion de las bacterias. Debido a esto, las bacterias patdégenas ya no
responden a algunos antibiéticos; sin embargo, una alternativa para tratar estos
problemas es mediante el uso de plantas medicinales, lo que representa
posibilidades de innovacion de nuevos tratamientos en respuesta al incremento de

la resistencia de las bacterias (Background, 1996).



Se han realizado diversos estudios, sobre las propiedades antimicrobianas de las
plantas medicinales, las cuales contienen alcaloides, flavonoides, lactonas (Rios y

Recio, 2005), quinonas y fenoles, entre otras (Cowan, 1999).

3.5. USO DE LAS PLANTAS PARA EL TRATAMIENTO DEL COLERA

Desde hace mucho tiempo se han hecho estudios para conocer la capacidad de
algunas plantas para inhibir el crecimiento de microorganismos causantes de
enfermedades como lo reportado por Toda et al. (1989) con extracto de hojas del
té verde japonés, para inhibir el crecimiento de V. cholerae causante de
enfermedades diarréicas y Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis,

causantes de enfermedades respiratorias.

Entre los estudios realizados se encuentra el de Garcia et al. (2006), con extractos
de treinta y dos plantas medicinales usadas comunmente en México, reportd que
s6lo dos especies Acacia farnesiana y Artemisia ludoviciana, inhibieron el

crecimiento, adhesion y produccion de la enterotoxina de V. cholerae.

Saurabh et al. (2009), realiz6 un estudio sobre la evaluacion de la actividad
antimicrobiana de algunas plantas medicinales en V. cholerae, en el cual se
seleccionaron nueve plantas y emplearon el método de microdilucion para tratar

desordenes gastrointestinales, como coélera, diarrea y disenteria.



4. QUIMICA
4.1. COMPUESTOS SECUNDARIOS

Los Compuestos Secundarios (CS) se originan paralelamente a los compuestos
primarios a través de las mismas o similares vias de biosintesis (Anaya y Cruz,
2001). La designacion de CS refleja el hecho de que estos compuestos no son
estrictamente esenciales para las funciones de las plantas (Herrera y Pellmyr,

2002) y se encuentran en cantidades diferentes en las plantas (Mckey, 1979).

Se conoce que los CS se biosintetizan gracias a las interacciones bioticas que hay
entre las especies y dentro de ellas, por lo que los CS poseen una gran

heterogeneidad quimica (Anayay Cruz, 2001).

El papel que tienen los CS permite a la planta defenderse (Schultes y Hofmann,
1993; Anaya y Cruz, 2001). En cada especie de planta ha evolucionado un
complejo quimico Unico que la protege. Los CS defensivos de las plantas
presentan un amplio espectro de actividad, como antimicrobianos, antifingicos,

antivirales, como insecticidas, entre otros (Esquivel et al., 1996).

Las plantas producen numerosos tipos de metabolitos secundarios y por su
abundancia o ausencia proporcionan a las plantas caracteristicas quimicas utiles

para su clasificacion y aprovechamiento (Kuklinski, 2000).

De todas las sustancias que constituyen la quimica de una planta, s6lo una o dos
son responsables de los efectos medicinales; la proporcidbn en peso de los
principios activos son solo una fraccion del 1% y con una frecuencia tan s6lo una
parte de mil de la planta (Shultes y Hofmann, 1993). Las defensas de la planta son
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quimicamente diversas, no son exclusivas de una sola familia, género o especie,
este atributo puede ser muy importante en las funciones defensivas (Mckey,

1979).

5. JUSTIFICACION

Las enfermedades gastrointestinales, son uno de los problemas mas comunes en
el mundo, pueden ocasionarse por diversos factores, uno de ellos es por
bacterias, entre ellas se encuentran Vibrio cholerae NO O1, Vibrio cholerae O1
Ogawa y Vibrio cholerae O1 Inaba, causantes del célera. Esta es una enfermedad

emergente que ha propiciado muchas muertes a nivel mundial.

Esta enfermedad es frecuente y afecta a personas de cualquier edad; incluso la
infeccion puede llegar a causar la muerte, si no se utiliza un tratamiento adecuado,
para combatirla. Una alternativa para tratar la infeccion del colera, es mediante el
uso de plantas medicinales que tienen actividad antibacteriana. Los extractos de
plantas pueden beneficiar a personas que no cuentan con atencion médica
institucionalizada o que se encuentran en constante riesgo por estas bacterias que

se pueden encontrar en alimentos y agua contaminados.
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6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de extractos de plantas de uso medicinal sobre el
crecimiento de tres cepas de Vibrio cholerae, por medio de métodos de
estria y antibiogramas de difusién en disco, asi como cuantificar parametros
celulares del extracto mas eficiente contra el crecimiento microbiano, para
contribuir al conocimiento cientifico de las propiedades medicinales que

tienen las plantas.

6.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar los efectos de los extractos etandlicos de plantas de uso medicinal
sustentadas por estudios etnobotanicos, para conocer el efecto sobre el
crecimiento de Vibrio cholerae NO O1, Vibrio cholerae O1 Ogawa y Vibrio
cholerae O1 Inaba.

Determinar el efecto directo del extracto de la planta que presentd mayor
actividad sobre los parametros: velocidad, numero total de bacterias,
namero de bacterias no moéviles, bacterias en fision binaria y tamafio de los
microorganismos de Vibrio cholerae NO O1, Vibrio cholerae O1 Ogawa y
Vibrio cholerae O1 Inaba, por medio de filmacién empleando el microscopio

de contraste de fases.
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7. METODO

Se seleccionaron las siguientes plantas (Anexo), basandose en estudios
etnobotanicos, las cuales son de las mas utilizadas tradicionalmente para tratar
enfermedades gastrointestinales: Guazuma ulmifolia, Lippia graveolens, Persea
americana, Poliomintha longiflora, Psidium guajava, Tabebuia rosea y Zingiber
officinale (Villavicencio y Pérez, 1995; Aguilar et al. 1998). Las plantas
recolectadas, se secaron a temperatura ambiente (18-25°C) en el laboratorio,
después fueron cortadas en trozos. Posteriormente se realizaron extracciones, por
aproximadamente por 12 horas, en un Soxhlet. Se utilizaron hojas de las especies
de G. ulmifolia, L. graveolens, P. americana, P. longiflora, P. guajava, T. rosea y la
raiz de la especie Z. officinale, con aproximadamente 20 gramos por planta (Fig.
1). Se usoO etanol como disolvente. El volumen se redujo por medio de un
rotavapor (Fig. 2) y se calculé la concentracion de cada extracto, pesando el

residuo obtenido después de la evaporacion en una porcion de volumen conocido.
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Figura 1. Preparacion en Soxhlet, de los extractos de Psidium guajava y Zingiber
officinale.

R

Figura 2. Evaporacion del extracto de Persea americana en un rotavapor.
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Se ensayaron los extractos etandlicos de las plantas seleccionadas, mediante la
técnica de estria y antibiograma, para conocer el efecto sobre el crecimiento de las
bacterias V. cholerae NO O1, V. cholerae O1 Ogawa y V. cholerae O1 Inaba
aisladas por el Laboratorio Estatal del Estado de Hidalgo, las cuales fueron

mantenidas en refrigeracion en Agar base sangre.

7.1. METODO DE ESTRIA

Se empled el método de sembrado por estria propuesto por Mitscher et al. (1972),
el cual se bas6é en sembrar las tres cepas en una caja Petri, el grupo experimental
se integrd el extracto etandlico, con una concentracion de 3200 pg/mL, al agar
Mueller-Hinton (M-H), para posteriormente sembrar y el grupo testigo contenia

Unicamente agar (M-H). Cada prueba de realiz6 por triplicado (Fig. 3).

™

Grupo Testigo Grupo Experimenta
NO. O1 :
Om naba O O1<ﬁ\ 01 Inaba
01 Ogawa 01 Ogawa
Agar MH
Agar MH 9 +

Extracto [ === 3200 pg/mL

Figura 3. Diagrama del método de estria.
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7.2. ANTIBIOGRAMAS DE DIFUSION EN AGAR

El método consistio fue antibiogramas de difusion en agar, esté método fue
estandarizado por Bauer et al. en 1966 (Gamazo et al. 2005). En el cual se
fundamenta en la inoculacion de las bacterias sobre agar M-H, donde se colocaron
discos de papel filtro Whatman No.1 de 6 mm de diametro, previamente
esterilizados, los cuales fueron impregnados con 20 pg/mL de extracto etandlico.
Cada extracto de las plantas se prepar6 a diferentes concentraciones: 3200, 1600,
800, 400, 200, 100 y 50 pug/mL y fueron colocados en la periferia de la caja Petri
(Fig. 4a). El grupo testigo negativo con etanol absoluto y el testigo positivo con el
antibiotico de amplio espectro tetraciclina, a una concentracion de 30 pg/mL. Cada

prueba de antibiograma se realizé por triplicado.

Para la preparacion del in6culo se procedié a tomar una muestra con un asa
bacteriol6gica, se sembrd por estria y se incub6 por un tiempo de 24 horas. Se
tomaron de tres a cuatro Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en 5 ml de
caldo soya tripticaseina (CTS) y se incubé a 37°C por 24 horas, hasta que la
turbidez fue visible (Fig. 4b), teniendo aproximadamente 10’ UFC (Madigan,
2004). Se ajustod la turbidez con solucién salina al 10%. Se utilizé un hisopo de
algodon estéril, para sumergirlo en el inéculo y eliminar el exceso presionando la
pared interna del tubo, pero sin tocar el caldo de cultivo, para posteriormente
inocular la superficie de la placa de agar M-H con el hisopo, pasandolo
uniformemente por toda la superficie en tres direcciones; luego, se dejé secar por
5 minutos. Por ultimo, se colocaron cada uno de los discos impregnados con las

diferentes concentraciones del extracto.
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Figura 4a. Diagrama de diluciones de los extractos para el método de
antibiograma.

Para finalizar, a las 24 hrs se determiné el efecto de los extractos etanolicos,

midiendo el diametro en mm de las zonas de inhibicion producidas.
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Inoculo

5mL
Solucion
salina

Extension del
inoculo

Figura 4b. Diagrama del preparacion del in6culo para el método de antibiograma.

7.3. CAPTURA EN VIDEO E IMAGENES FIJAS

Se prepard un extracto acuoso al 5% de P. longiflora. El testigo que contenia 0.5
mL de solucion salina al 1% y 0.5 mL de medio de cultivo en caldo soya
tripticaseina, previamente incubado con las cepas 24 horas. El grupo experimental
contenia 0.5 ml del medio de cultivo y 0.5 ml de extracto acuoso mas 1% de

cloruro de sodio. Se grabaron tres videos correspondientes al numero de las
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cepas de estudio. Se prepararon 12 tubos de cada grupo y se observaron en seis

tiempos diferentes, de esta manera habia un duplicado de cada grupo (Fig. 5).

LBrUpo Lonmrael PIURPY CEpYrimaSnea
0.5mLde Caldo Soya Triplicaseina = 0.5 mlLde 0.5mlLde Caldo Soya Tripcaseina = 0.5mLde
Sobucidn Sakina al 1% eafracto al 5% con solucién salina al 1%
Tiempo 0
0 minulos
20 mmL 20 ug.'mL
Tiempo 1
30 minutes
20 pgiml ) 20 pgiml

(o ][e] EI

Mempa 2
1hora
20 pgfml i 20 ug.'mL

[o]

— HD Hq]:n»’ H(:uﬂﬂ:u

alcs

= ][] {D
om T

=00 &
Rl
s les alEn

Figura 5. Diagrama de preparaciones in vivo para ser observadas al microscopio.
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Las observaciones se realizaron a través de un microscopio de contraste de fases
Olympus BX41, a un aumento de 100x, en diferentes periodos de tiempo; tiempo
0; a partir de que las bacterias entraron en contacto con el extracto; tiempo 1,
media hora después que entraron en contacto; tiempo 2, una hora después del
contacto; tiempo 3, a las tres horas, tiempo 4: a las seis horas y tiempo 5,
veinticuatro horas después. Se utilizaron los mismos periodos de tiempo para el
grupo control (Fig. 6). El video y fotografias fueron tomadas por el programa

“Ulead Photo Explorer 7.0 SE".

Figura 6. Observacion de las preparaciones temporales, a través del microscopio
de contraste de fases.

De cada tubo de tomaron 20 pL y se colocaron en portaobjetos Madesa de 25x75
mm para las preparaciones in vivo, que fueron selladas con cera de abeja, para su
posterior observacion. La muestra fue filmada 30 segundos y se tomaron

fotografias (Fig. 7).
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Figura 7. Preparaciones in vivo selladas con cera de abeja.

Con apoyo de los videos se contd el nUmero de bacterias inmaviles, se determiné
cualitativamente la velocidad de locomocién de las bacterias en los diferentes
tiempos utilizando la siguiente escala: 0, Sin movimiento; 1, Poco movimiento,
cuando estuvieran casi inmoviles; 2, Movimiento moderado, cuando estuvieran
moviles, pero su movimiento no fuera considerablemente rapido y 3, Mucho
movimiento, cuando se observO a las bacterias en un estado maximo de
movimiento. Se realizaron estas mediciones debido a que V. cholerae es una
bacteria que posee un flagelo que le permite desplazarse. A través de imagenes
fijas, tomadas con una camara Olympus Modelo E60020, se contabilizé el nimero
de bacterias en fision binaria en cada uno de los diferentes tiempos y el nimero
total de bacterias por campo en ambos grupos. Para medir el tamafio de las

bacterias se utilizé el Programa “"tpsdig2w32" version 2.16, que permite medir la
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morfometria de las imagenes proporcionandole una escala, la cual es la base para

realizar las mediciones.

8. RESULTADOS

8.1. METODO DE ESTRIA

Con el método de estria se observo que los extractos de P. longiflora y T. rosea
inhibieron el crecimiento de las tres cepas de Vibrio (Fig. 8). El extracto de la
planta L. graveolens inhibié a las cepas V. cholerae NO O1 y V. cholerae O1
Inaba, mientras que el extracto de P. americana inhibié los serotipos Inaba y

Ogawa (Cuadro 1).

Grupo testigo Grupo experimental: T. rosea

Figura 8. Método de estria de T. rosea. 1.- V. cholerae NO O1, 2.- V. cholerae

01 Ogawa y 3-. V. cholerae O1 Inaba.
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Cuadro 1. Comparacién entre grupos control y experimental del método de estria.

Escala: 0= Resistente y 1= Inhibida

V. cholerae NO O1.

V. cholerae O1

V. cholerae O1

Ogawa. Inaba.
Especie Experimento Control Experimento Control  Experimento Control
Guazuma 0 0 0 0 0 0
ulmifolia
Lippia 1 0 0 0 1 0
graveolens
Persea 0 0 1 0 1 0
americana
Poliomintha 1 0 1 0 1 0
longiflora
Psidium 0 0 0 0 0 0
guajava
Tabebuia 1 0 1 0 1 0
rosea
Zingiber 0 0 0 0 0 0

officinale
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8.2. ANTIBIOGRAMAS DE DIFUSION EN AGAR

Se observd que los extractos de L. graveolens, P. americana, P. longiflora y T.
rosea, presentaron actividad antibacteriana en V. cholerae. Las plantas que no

presentaron actividad inhibitoria fueron G. ulmifolia, P. guajava y Z. officinale.

La planta que presentdé mayor actividad fue P. longiflora, inhibiendo los dos
serotipos a 100 pg/mL, a su vez inhibié la cepa NO O1, a partir de 800 ug/Ml
(Figura 9), la segunda planta con mayor actividad fue L. graveolens inhibiendo a
las cepas V. cholerae NO O1 vy el serotipo Inaba, a partir de 200 pg/mL La planta
de P. americana, inhibié el crecimiento de la cepa NO O1 a 800 pg/mL y el
crecimiento de la cepa V. cholerae O1 Ogawa e Inaba a 1600 pg/mL; T. rosea
inhibid el crecimiento de las tres cepas a la maxima concentracion utilizada (3200
pug/mL). El extracto de P. longiflora produjo zonas de inhibicion de un diametro

mayor que las del testigo positivo con tetraciclina (Cuadro 2).
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Vibrio cholerae por el método de antibiograma.

Cuadro 2. Diametro promedio, en mm, de la zona de inhibicion producida por extractos de plantas, en tres cepas de

Especie planta
Concentracion extracto
pg/mL

V. cholerae NO O1

V. cholerae O1
Ogawa

V. cholerae O1
Inaba

Guazuma ulmifolia
50
100
200
400
800
1600
3200

Lippia graveolens
50
100
200
400
800
1600
3200

Persea americana
50
100
200
400
800
1600
3200

Poliomintha longiflora
50
100
200
400
800
1600
3200
Psidium guajava
50
100
200
400
800
1600
3200
Tabebuiarosea

50
100
200
400
800
1600
3200

Zingiber officinale
50
100
200
400
800
1600
3200

Tetraciclina
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800 pa/mL

50 pg/mL Testigo (+)

Testigo (-) Tetraciclina
Etanol

Figura 9. Antibiograma del extracto de Poliomintha longiflora con la cepa de Vibrio
cholerae O1 Ogawa.
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8.3. ANALISIS COMPARATIVO DE LOS VIDEOS E IMAGENES FIJAS

8.3.1. VELOCIDAD DE LAS BACTERIAS

Se observé que el extracto de P. longiflora redujo inmediatamente la velocidad de
V. cholerae NO O1 respecto del grupo testigo, este efecto se mantuvo hasta las
cinco horas; a las 24 hrs la locomocién de las bacterias expuestas al extracto

aumento hasta ser igual que el grupo testigo (Fig. 10).

3.5
3 -0 |
25
] - -t
s 13 V. cholerae NO 01
1
a5
a
a 5 10 15 20 25 30

Tiempo (hr)

Figura 10. Velocidad de locomocion de V. cholerae NO O1.
Escala: 0. Sin movimiento, 1. Poco movimiento, 2. Movimiento moderado y 3.
Mucho movimiento.

En el grupo experimental de V. cholerae O1 Ogawa se observo que la velocidad
de las bacterias fue menor con el extracto de P. longiflora, al disminuir su
movimiento, comparado con el grupo testigo, teniendo un mayor efecto a la media

hora de exposicion al extracto (Fig. 11).
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Figura 11. Velocidad de locomocion de V. cholerae O1 Ogawa.
Escala: 0. Sin movimiento, 1. Poco movimiento, 2. Movimiento moderado y 3.
Mucho movimiento.

La velocidad del grupo testigo de V. cholerae O1 Inaba fue mas rapida que la del
grupo experimental. Se puede observar que la velocidad del grupo experimental

fue en aumento, hasta que se iguald con la del grupo testigo (Fig. 12).

35
3 |
25
= F. longiflora + V.
Tz 2 bl - :
; cholerae 01 Inaba
]
= 1.5 V. cholerae 01 Inaba
1
05
0
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (hr)

Figura 12. Velocidad de locomocion de V. cholerae O1 Inaba.
Escala: 0. Sin movimiento, 1. Poco movimiento, 2. Movimiento moderado y 3.
Mucho movimiento.
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8.3.2. NUMERO TOTAL DE BACTERIAS

Se observo que el extracto tuvo un efecto al reducir el nimero total de bacterias

con respecto al grupo testigo en la cepa de V. cholerae NO O1 (Fig.13).

=
)
=)

=]
L)

P longiflora + V.
cholerae MO 01

V. cholerae MO 01

Miumero Total de Bacterias
= m
[ (=]

[
)

=)

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (hr)

Figura 13. Numero total de bacterias de V. cholerae NO O1.

En serotipo Ogawa tuvo mayor numero de bacterias en el grupo testigo que en el

grupo experimental en los seis tiempos (Fig. 14).
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Figura 14. Namero total de bacterias de la cepa V. cholerae O1 Ogawa.
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El extracto redujo el numero de bacterias de V. cholerae O1 Inaba, durante los
primeros tres tiempos, después se vio una recuperacion a las 3 y 24 horas, caso
contrario a lo que sucedié con el grupo testigo, el cual tuvo un mayor niumero de

bacterias en los primeros tres tiempos y después descendié (Fig. 15).

250

[
]
]

150 m— - longifiora + V.

cholerae 01 |Inaba

100 V. cholerae 01 |naba

L
L]

Mumero Total de Bacterias

o |
a 5 10 15 20 25 30

Tiempo (hr)

Figura 15. Namero total de bacterias de V. cholerae O1 Inaba.

8.3.3. PORCENTAJE DE BACTERIAS INMOVILES

El porcentaje de bacterias sin movimiento en el medio fue mayor en el grupo
testigo que en el grupo experimental, para la cepa V. cholerae NO Ol. Se
observo que el extracto tuvo mayor efecto en el grupo experimental a la media

hora de estar en contacto las bacterias y el extracto (Fig. 16).
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Figura 16. Porcentaje de bacterias no méviles de V. cholerae NO OL1.

En la cepa de V. cholerae O1 Ogawa se presenté un cambio muy abrupto en el

grupo testigo, a las tres horas se observé el mayor nimero de bacterias inmoviles.

El grupo experimental, tuvo un aumento de bacterias no moviles, siendo en el

tiempo 4 (3 hrs), cuando alcanz6 el porcentaje maximo de bacteria inmdviles al

igual que el grupo testigo y a las 24 horas de exposicion al extracto, el grupo

experimental, supero el porcentaje del grupo testigo (Fig. 17).
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Figura 17. Porcentaje de bacterias no moviles de V. cholerae O1 Ogawa.
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Las bacterias que estuvieron en contacto con el extracto vegetal, tuvieron un
porcentaje menor de bacterias no madviles que el grupo testigo, en la cepa V.

cholerae 01 Inaba (Fig. 18).
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Figura 18. Porcentaje de bacterias no moviles de la cepa V. cholerae O1 Inaba.

8.3.4. NUMERO DE BACTERIAS EN FISION BINARIA

En la cepa de V. cholerae NO O1 se observé que el grupo testigo tuvo mayor

namero de bacterias en division que el grupo experimental (Fig. 19, 20).

=]
5 /
4 - P longiflora + V.

cholerae NO 01
V. cholerae NO O1

Nimero de Bacterias en Fsidn Binaria

a 5 10 15 20 25 30
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Figura 19. Numero de bacterias en fision binaria de V. cholerae NO O1.
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Figura 20. Bacterias en fisién binaria de V. cholerae NO O1, del grupo testigo, en
el tiempo 5 (24 hrs), a un aumento de 100x.

El grupo testigo de la cepa V. cholerae O1 Ogawa tuvo mayor cantidad de
bacterias en division, que el grupo experimental, sin embargo, se observd un
incremento a la media hora y cinco horas. El grupo testigo tuvo una disminucién

de bacterias en division a partir de las tres horas (Fig. 21, 22).
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Figura 21. Numero de bacterias en fision binaria de V. cholerae O1
Ogawa.
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Figura 22. Bacterias en fision binaria de V. cholerae O1 Ogawa, en el tiempo 1 (1
hr.) del grupo testigo, a un aumento de 100x.

En la fision binaria del serotipo V. cholerae O1 Inaba, se observé que el grupo

experimental se mantuvo en general con menos divisiones que el grupo testigo

hasta las 5 horas, posteriormente se observdO que hubo un incremento en el

namero de bacterias en division superando al grupo testigo (Fig. 23, 24).
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Figura 23. Numero de bacterias en fision binaria de V. cholerae O1 Inaba.

34



| . |
2.0pum

Figura 24. Bacterias en fision binaria de V. cholerae O1 Inaba, en el tiempo cero
hrs del grupo experimental, a un aumento de 100x.

8.3.5. TAMANO DE LAS BACTERIAS

En las cepas de V. cholerae NO O1 y V. cholerae O1 Inaba, no hubo diferencias
en el tamafio de las bacterias entre el grupo testigo y el grupo experimental
(Figura 28, 29, 30), sin embargo la cepa V. cholerae O1 Ogawa tuvo un mayor

tamafo en el grupo testigo que el grupo experimental (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Rango del tamafio de las bacterias en um, tomando el ancho y largo.

V. cholerae V. cholerae O1 V. cholerae O1
NO O1 Ogawa Inaba
Rango Testigo Experimental Testigo Experimental Testigo  Experimental
Ancho 0.5-0.7 0.5-0.6 0.6-0.8 0.3-0.5 0.5-0.7 0.5-0.7
X X X X X X
Largo 1.6-2.4 1.6-2.4 1.7-2.5 1.4-2.1 1524 1824

Figura 25. Tamafo de V. cholerae NO Figura 26. Tamafo de V. cholerae NO
01, en el tiempo 2 (1 h) del grupo 01, en el tiempo 2 (1 h) del grupo
testigo, a un aumento de 100x. experimental, a un aumento de 100x.
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Figura 27. Tamafio de V. cholerae O1 Figura 28. Tamafio de V. cholerae O1
Ogawa, en el tiempo 1 (0.5 h) del grupo Ogawa, en el tiempo 1 (0.5 h) del grupo
testigo, a un aumento de 100x. experimental, a un aumento de 100x.

Fr

Figura 29. Tamaro de V. cholerae O1 Figura 30. Tamario de V. cholerae O1
Inaba, en el tiempo 0 (0 hrs.), del grupo  Inaba, en el tiempo O (0 hrs.), del grupo
testigo, a un aumento de 100x. experimental, a un aumento de 100x.



9. DISCUSION

9.1. METODO DE ESTRIA

El método de estria permitié conocer si las plantas inhiben el crecimiento de las
bacterias a una determinada concentracion (3200 ug/mL), al estar en contacto con
el extracto. Segun Mitscher et al. (1972), determinaron que en el grupo
experimental, no debe de haber ninguna evidencia de crecimiento bacteriano, para
gue se considere que el extracto de la planta de estudio inhibe a las bacterias, por
lo que se consider6 a V. cholerae O1 Inaba, como la cepa en la que se presentd
mayor inhibicion, por parte de las cuatro plantas que tuvieron actividad
antibacteriana. Las cepas V. cholerae NO O1 y V. cholerae O1 Ogawa, fueron

inhibidas por tres de las cuatro plantas que tuvieron actividad.

9.2. METODO DE ANTIBIOGRAMAS

Los extractos que presentaron actividad antibacteriana fueron los de L.

graveolens, P. americana, P. longifloray T. rosea.

Poliomintha longiflora, inhibié el crecimiento de las tres cepas a partir de
diferentes concentraciones, fue la planta que tuvo mayor actividad antibacteriana,
su diametro de inhibicion fue mayor de 7 a 30 mm, superando el diametro del
testigo positivo (tetraciclina) por lo que se puede considerar que sus compuestos

son mas activos que los de la tetraciclina.

El diametro de los zonas inhibicién, brindan categorias de interpretacién para

conocer la sensibilidad de las bacterias Gram negativas, ante la tetraciclina, se
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considera resistente (R) al diametro menor o igual a 14 mm, moderadamente
sensible (MS) al didmetro de 15 a 18 mm y susceptible (S) al diametro mayor o
igual a 19 mm (Malbran, 2001). Sin embargo, estas categorias cualitativas del
tamafio de las zonas de inhibicion, fueron creadas para antibidticos por lo que no
se pueden extrapolar a las plantas, al poseer una mezcla de compuestos

secundarios en diferentes proporciones.

Es posible que la actividad antibacteriana del extracto de P. longiflora pueda ser
atribuido a compuestos secundarios como el timol y carvacrol, entre otros
compuestos. En un estudio realizado por Garrido (2008), se valu6 la actividad
antibacteriana de Poliomintha longiflora, con Salmonella thyphimurium,
Haemophylus influenzae, Staphylococcus pneumenidae, Escherichia coli vy
Sthaphylococcus aerus y relacion6 la actividad antibacteriana con la presencia de
timol y carvacrol, este ultimo fue el mas abundante del resto de los componentes y
el mas activo. El timol y carvacrol son monoterpenos fendlicos conocidos, que se
han aislado de algunas especies que se encuentran en la familia Lamiaceae, por
lo que esta planta puede tomarse como referencia para realizar diversos estudios.
Cristani et al. (2007), evaluaron la interaccién de cuatro monoterpenos dentro los
gue se encontraban el carvacrol y timol, contenidos en aceites esenciales con las
membranas celulares de bacterias Gram negativas y sus implicaciones en la
actividad antibacterial y encontré que el timol y el carvacrol, modulan el fluido de la
membrana despolarizandola, lo cual puede ser un efecto que se presentd en las
cepas. En los videos que se realizaron se observo que el extracto tuvo en efecto

en la membranas de algunas bacterias teniendo una morfologia diferente a la del
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grupo control, lo que podria impedir que las bacterias se adhirieran al intestino de
los humanos para su colonizacién. A diferencia de la tetraciclina que actlda en las
bacterias impidiendo la sintesis de proteinas (Malbran, 2001), estos mismos
monoterpenos se encuentran presentes en Lippia graveolens, como se observé en
un estudio realizado por Hernandez et al. (2009), en el cual se determind la
composicién quimica de los aceites esenciales y se encontr6 que el timol y el
cravacrol se encuentran en gran abundancia en esta planta, entre otros
compuestos como limoneno, [B-cariofileno, r-cimeno, canfor, linalol y a-pinelo
(Dozal, 2010). La actividad antibacteriana de esta especie, por sus compuestos
activos le permitio inhibir el crecimiento de V. cholerae Tor y V. cholerae aislada
de agua contaminada, a una baja concentracion (125 ug/mL), concluyendo que L.

graveolens puede ser utilizada para tratar enfermedades gastrointestinales.

Es posible que el carvacrol y timol, presentes en oréganos mexicanos como L.
graveolens y P. longiflora sean lo suficientemente activos para inhibir el
crecimiento de las cepas causantes de enfermedades diarréicas (Hernandez et al.
2009) y del colera. Las propiedades que poseen los compuestos secundarios de
las plantas ofrecen una serie de alternativas para tratar diversas enfermedades
gue aguejan a la humanidad (Flores, 2013), éstos pueden encontrarse en la flora

de Hidalgo basandose en estudios etnobotanicos.

Tabebuia rosea, fue la tercera planta que presento6 actividad antibacteriana en las
tres cepas, lo que concuerda con un estudio realizados previamente por Franco et

al. (2012), en el que demostraron su actividad con extractos totales de esta planta,
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la cual inhibié el crecimiento de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923,

causante de enfermedades respiratorias.

La actividad antibacteriana que se observd en P. americana al inhibir el
crecimiento de las tres cepas concuerda con el trabajo de Ndukwe et al. (2005), en
el que mencionaron que la actividad del extracto etandlico del P. americana contra
bacterias Gram negativas como Salmonella typhimurium, tiene gran relevancia
debido a que en todas las bacterias tiende a presentarse el fenomeno de
resistencia a muchos agentes antimicrobianos. Los componentes reportados para
esta planta son flavonoides, esteroides, terpenoides que actlian como reactivos en

la membrana de las bacterias, llevandolas a la muerte (Cowan, 1999).

9.3. CAPTURA EN VIDEO E IMAGENES FIJAS

9.3.1. VELOCIDAD DE LAS BACTERIAS

La velocidad de las bacterias que se encontraron en contacto con el extracto
disminuy6é al menos en los primeros tiempos de exposicion, por lo que se puede
afirmar que P. longiflora, disminuye la velocidad de movimiento de las bacterias,
siendo mas sensible la cepa de V. cholerae O1 Ogawa, que las cepas de V.

cholerae O1 Inabay V. cholerae NO O1.

Butler y Cooper (2012), seialan que V. cholerae puede desplazarse de 5-10 mm
en 12 h en una caja Petri con agar, por lo que el extracto de P. longiflora, podria
disminuir su factor de virulencia y su colonizacion al impedir que llegue a zonas

donde haya una mayor concentracion de nutrientes, al ser una bacteria que se
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adhiere a superficies epiteliales a través del pili, y dirige su movimiento por

guimiotaxis con el flagelo.

9.3.2. NUMERO TOTAL DE BACTERIAS

El extracto vegetal disminuye el nUmero total de bacterias de la cepa V. cholerae
NO 01, sin embargo, se observd que hay un aumento en el nimero de bacterias
en el trascurso de las horas, teniendo mayor efecto el extracto a las primeras
horas. La cepa Vibrio cholerae O1 Ogawa disminuyd su namero total de bacterias
al estar en contacto con el extracto. La cepa de V. cholerae O1 Inaba se vio
disminuida en el nuamero total de bacterias en los primeros tres tiempos.
Posteriormente se observd un aumento de bacterias en los ultimos tres tiempos,
posiblemente al generar una resistencia a los componentes del extracto. Las
cepas V. cholerae NO O1 y Vibrio cholerae O1 Ogawa, fueron las que se vieron

mas afectadas en el nUmero de bacterias por el extracto de P. longiflora.

9.3.3. PORCENTAJE DE BACTERIAS NO MOVILES

En la cepa de V. cholerae NO O1 el extracto no impidid la locomocion de las
bacterias. El efecto del extracto en el nimero de bacterias inmoviles en el grupo
experimental sélo se presenté a la media hora de exposicion, cuando superoé el
namero de bacterias inmdviles en el grupo testigo. En la cepa de V. cholerae O1
Ogawa el porcentaje de bacterias inmoviles del grupo experimental fue mayor al
del grupo testigo a las 24 horas de exposicidon al extracto. En la cepa V. cholerae
O1 Inaba, el grupo experimental, no tuvo un mayor porcentaje de bacterias

inmoviles, comparandolo con el grupo testigo, por lo que se puede decir que el
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extracto tiene un bajo porcentaje de accidn sobre esta cepa. La cepa con el mayor
porcentaje de bacterias inmoviles, fue V. cholerae O1, por lo que podria ser mas
sensible a los compuestos activos que tiene el extracto de P. longiflora, como el

carvacrol y el timol, los cuales podrian estar afectando a la membrana celular.

9.3.4. NUMERO DE BACTERIAS EN FISION BINARIA

El extracto de Poliomintha longiflora disminuy6 la fision binaria de la cepa V.
cholerae NO O1 y Vibrio cholerae O1 Ogawa, de manera general comparandolo
con el grupo testigo, el cual tuvo un mayor nimero de bacterias en division. En la
cepa de V. cholerae O1 Inaba el extracto disminuy6 el nUmero de bacterias en
fisibn, posteriormente se observé que el efecto el extracto disminuyé a las 24
horas, cuando el numero de bacterias en division aumenté considerablemente, se
observé una posible resistencia a los compuestos secundarios del extracto
vegetal. El extracto de Poliomintha disminuy6 el nUmero de bacterias en division,
al menos en los primeros tiempos de exposicion al extracto. El grupo testigo
disminuye a su vez el nUmero de bacterias posiblemente por el agotamiento de

nutrientes en el medio.

9.3.5. TAMANO DE LAS BACTERIAS

El tamafio de las cepas de Vibrio cholerae NO Ol y V. cholerae O1 Inaba, fue muy
semejante entre el grupo testigo y el grupo experimental, estas medidas estan
entre el rango de tamafo que publicé Brenner et al. (2005), que son de 0.5-0.8 ym
de ancho y 1.4- 2.6 ym de largo. La cepa V. cholerae O1 Ogawa tuvo un tamafo

mayor en el grupo testigo que el grupo experimental, el promedio total del ancho

43



de las bacterias fue incluso menor que el publicado por Brennet et al. (2005), por
lo que se puede decir que el extracto de P. longiflora, tuvo un efecto menor en el

tamafio de las bacterias de esta cepa.

El célera es una enfermedad recurrente, debido a que la bacteria que la ocasiona
puede ser aislada del agua, alimentos e incluso de humanos que presentan al
vibridn. Entre los estudios realizados por Garcia et al. (2006), con extractos de
treinta y dos plantas medicinales usadas comunmente en México, de las cuales
solo dos géneros; Acacia farnesiana y Artemisia ludoviciana, inhibieron el
crecimiento de Vibrio cholerae, comparandolos con el estudio que se realizo
cuatro de las siete plantas experimentales presentaron actividad inhibitoria por los
gue se puede inferir que los resultados obtenidos en este estudio, son una
evidencia que en la flora de Hidalgo existe un potencial para contribuir a resolver

la problemética de V. cholerae, causante de una enfermedad de interés mundial.

La mayoria de los vibrios son de medio acuatico, presentes en aguas marinas y
dulces. Vibrio cholerae es uno de los mas representativos, patégeno de humanos.
El colera, la cual es una de las enfermedades infecciosas mas comunes en paises
en vias de desarrollo y su trasmision es por via hidrica de agua contaminada
(Madigan et al., 2004). Sin embargo, la presencia de V. cholerae no esta
relacionada con la contaminacion fecal, el vibrion puede sobrevivir en agua libres

de coliformes fecales (Borroto, 1997).
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10. CONCLUSIONES

Este estudio sustenta que plantas seleccionadas por estudios etnobotanicos, se
pueden emplear para realizar experimentos en laboratorio, con un resultado
favorable, ya que cuatro de las siete especies de plantas, tuvieron actividad
inhibitoria, por lo que soportan la probabilidad de encontrar especies que poseen

un alto potencial de compuestos activos que inhiban a Vibrio cholerae.

La planta que presenté mayor actividad inhibitoria para las cepas Vibrio cholerae
NO O1, Vibrio cholerae O1 Ogawa y Vibrio cholerae Ol Inaba fue P. longiflora,
seguido de L. graveolens, T. rosea y P. americana. Las cuales pueden ser usadas
para tratar la enfermedad del colera y enfermedades digestivas, causadas por

otras cepas no epidemioldgicas.

En los videos e imagenes fijas se observé que Vibrio cholerae O1 Ogawa, fue la
cepa mas sensible al extracto de P. longiflora, en la disminucion de la velocidad,

namero total de bacterias y en tamafo.

Los estudios in vivo en bacterias fueron una herramienta que permitié analizar a
las tres cepas de V. cholerae, observar su reaccién inmediata evaluando su
respuesta al extracto de la planta, asi como medir diversos parametros,

posibilitando detectar los efectos directos que tienen sobre estas bacterias.
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12. ANEXO: FICHAS DE PLANTAS MEDICINALES.

Guazuma ulmifolia Lam.
Nombre comidn: Guazima

Famila:Sterculiaceae

Figura 31. Guazuma ulmifolia.

Descripcion botanica: Arbol caducifolio de hasta 20 m de altura; hojas alternas,
simples con peciolo corto, ovadas, oblongo-lanceoladas a lanceoladas, margen
aserrado; flores en paniculas, aromaticas; pétalos de color crema, 3-5 mm de
largo: ovario supero; fruto es un cdpsula muricada verde a carnosa cuando tierna

pero negra cuando madura, de 2 a 4 cm de largo (Francis, 1991).
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Usos: Es empleado como alimento para ganado, para fabricar artesanias, se usa
la madera para fabricar violines y tapas de guitarra. Su uso comestible, se

elaboran dulces y bebidas, con el fruto.

Posee propiedades medicinales como astringente, emoliente, refrigerante,
sudorifica, antiulcerogénica, antioxidante, depurativa, citotoxica, pectoral,
antifingica, antiamebiana, antibacteriana e hipocolesterolémica (Villatoro et al.,

2006).

Lippia graveolens HBK.
Nombre comdn: orégano.

Familia: Verbenaceae.

Figura 32. Lippia graveolens.

Descripcion botanica: Arbusto delgado de hasta 2 m de alto, ramas con
pubescencia corto-pilosa; hojas en peciolos de 5-10 mm de largo, las laminas

oblongas, elipticas a ovalado-oblongas, de 2-4 cm de largo, usualmente obtusas o
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redondeadas en el 4pice, algunas veces agudas, redondeadas o subcordadas en
la base, densamente pilosas en el haz, suaves al tacto, glandular y densamente
pilosas en el envés, el borde crenado; 2-6 inflorescencias en la axila de la hoja, 4-
12 mm de longitud. Flores en espigas subglobosas a oblongas de 4-12 mm de
largo, ovado a lanceoladas, glandulares y densamente pilosas; caliz de 1-2 mm de
largo, glandular y velloso; corola blanca, el tubo estrigoso de 3-6 mm de largo;
frutos parciales dos, pequefios, secos, envueltos por el caliz persistente,
separables facilmente en la madurez, de paredes papiraceas o sebaceas

(Morataya, 2006).

Usos: Su uso medicinal para tratar anemia, afecciones gastrointestinales como
amebiasis, célico, diarrea, disenteria, dispepsia, estrefiimiento e indigestion,
afecciones respiratorias como asma, bronquitis, catarro, influenza, laringitis,
pleuresia, resfrio, tos, tuberculosis. Otros usos en la ictericia, amenorrea,
dismenorrea y reumatismo. Las hojas en decoccion, para la cicatrizacion de
heridas, llagas e inflamaciones y aliviar prurito. Planta fresca macerada en aceite

para dolores reumaticos (Gaitan, 2005).

La hoja del orégano se emplea principalmente como condimento alimenticio en la
preparacion de alimentos frescos como son platillos tipicos (pozole, menudo,
barbacoa, etc.) estofados de carnes, pizzas, etc. En alimentos enlatados se utiliza
en productos como el salmén, atin, sardinas, etc. Se afiade industrialmente a
salsas, aderezos, aceitunas, encurtidos, frijoles envasados, entre otros (Huerta,

1997).
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Persea americana Mill.

Familia: Laureceae.

Nombre comun: Aguacate.

Figura 33. Persea americana.

Descripcion boténica: Arbol hasta 20 m de altura; hojas ovales a elipticas de 10
a 30 cm de longitud, 3.5 a 20 cm de ancho, agudas u obtusas, abundantemente
pubescentes cuando estan jovenes; perianto deciduo, de 5.5 a 7 mm de longitud;
flores verdosas, pedicelos de 1 a 6 mm de longitud, se presentan en paniculas
axilares de hasta 10 cm de longitud; fruto oval o piriforme, hasta de 18 cm de

largo, lisos, con pulpa aceitosa espesa; (Pennington y Sarukhén, 2005).

Usos: Las hojas se preparan en té y se toma tres veces al dia para el empacho y
el dolor de estbmago. Esta misma infusién puede ser ingerida para normalizar la
regla. Las hojas de aguacate con chocolate se beben para agilizar el parto

(Callejas, 2006).
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En Puebla se ocupa para expulsar las gusanos intestinales, para esto se hierve la
cascarita de la semilla y se dan a tomar tres tazas al dia hasta ser expulsadas
totalmente. En caso de tener colico se toma un cocimiento preparado con dos
hojas en un litro de agua y se bebe una taza cuando se presenta malestar.
También se usa para el dolor de cabeza, caida de cabello, caspa, neuralgias y
sofocamiento (Martinez et al., 1995). En Veracruz se utiliza para la diarrea,
disenteria, empacho, vomito, parto, mal aire, susto (Morales y Toledo, 1987). Para

catarro cronico y contra la sarna (Martinez, 1990).

Poliomintha longiflora A. Gray.
Familia: Lamiaceae.

Nombre comun: Orégano, Orégano Indio y Orégano del Norte

.

Figura 34. Poliomintha longiflora.

Descripcion botanica: Arbusto de aproximadamente 30 cm de alto; hojas

opuestas, de 5 a 10 mm de largo enteras, ovales, redondeadas u obtusas en el
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apice, canecentes tomentulosas en el envés, con pelos simples, el haz verde
corola de 2.5 a 3.5 de largo, con un gran numero de glandulas aromaticas; flores
rojas o rosas a moradas (Standley, 1982); el céliz tubular simétrico; el tubo de la

corola igual o mas largo que el caliz.

Usos: en medicina tradicional, para tratar afecciones digestivas y respiratorias en
el estado de Hidalgo. Su uso comestible, como un condimento en recetas

tradicionales (Cortés, 2005)

Psidium guajava L.
Familia: Myrtaceae.

Nombres comunes: Guayaba.

Figura 35. Psidium guajava.

Descripcion botanica: Arbustos o arboles pequefios hasta de 10 m de altura;
corteza lisa, pardo-rojiza; hojas simples, opuestas, elipticas u oblongas de 6-14 cm
de largo y 3-6 cm de ancho; flores solitarias u ocasionalmente en dicasio; pétalos

4-5, blancos; fruto una baya, globosa a piriforme u ovada, de 2-6 cm de largo, 3-8
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cm de diametro, de verde a amarilla o amarilla-rosada al madurar, coronada en el

apice con los l6bulos del caliz (Sanchez, 1990).

Usos: La corteza y las hojas son usadas a manera de infusion para la disenteria.
El cocimiento de cinco hojas frescas se toma para la diarrea y el dolor de
estbmago; éste también se puede utilizar cuando hay mal de boca aplicando
fomentos en la parte afectada. El fruto se come en ayunas para las combatir

gusanos intestinales (Callejas, 2006).

En Veracruz esta planta se emplea para el sofocamiento, pujos y granos (Morales
y Toledo, 1987). En Hidalgo las hojas se hierven y la infusion se bebe una o varias
veces al dia para combatir la diarrea (Villavicencio y Pérez, 1995). El fruto se usa
para la diarrea (Estrada, 1989). El cocimiento de la corteza quita las hinchazones

de las piernas y cura las llagas fistulosas (Martinez, 1990).

Es utilizada como antidiarréica, antidisentérica, antihelmintica, asi como también
antiamebiana. Las hojas, retofios, frutos ademas de la corteza y el pericarpio del

fruto son las partes més utilizadas (Osuna y Tapia, 2005).
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Tabebuia rosea (Bertol.) DC.
Familia: Bignoniaceae.

Nombre comun: Amapola, maculis, palo de rosa, rosa morada, Macuilis
(Tabasco), roble, roble blanco (Oaxaca), amapola (Sinaloa).
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36. lfl'{abebuiei Fosea.

Descripcion Botanica: Arbol caducifolio, de 15-25 m (hasta 30 m) de altura, con
un diametro a la altura del pecho de hasta 1 m; tronco derecho, a veces
ligeramente acanalado, de color café grisaceo obscuro a amarillento; hojas
decusadas, digitado compuestas, de 10-35 cm de largo, incluyendo el peciolo;
foliolos 5, los dos inferiores mas pequenios, el terminal mas grande, lanceolados o
elipticos, con el margen entero; flores en paniculas, de hasta de 15 cm de largo,
escamosas; céliz blanco verdoso, tubular, de 2-2.5 cm de largo; corola de 7-10 cm
de largo, tubular en la base y expandida en la parte superior en un limbo bilabiado;
tubo de la corola de color blanco; I6bulos color lila a rosado palido o purpura rojizo;
frutos en cépsulas estrechas de 2.2-3.8 cm de largo por 0.9-1.5 cm de ancho,
lisas, con dos suturas laterales, péndulas, pardo oscuras, cubiertas por numerosas

escamas, con el céliz persistente (Rueda et al., 2011).
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Usos: En medicina tradicional se usa la corteza, en infusibn o decoccion y en
forma de gargarismos se usa en las afecciones de la garganta, también se utiliza
en esta misma forma como astringente y en estados febriles. En las encias, para

fortalecerlas, masticar lentamente una hoja fresca (Cuyun, 1996).

Zingiber officinale Roscoe.

Familia: Zingiberaceae.

Nombre comun: Jengibre.

Descripcion botanica: Planta perenne, con una altura entre 60-120 cm; rizoma
tuberoso y grueso; hojas lanceoladas de 15-30 cm de longitud; flores verdosas con
manchas purpuras dispuestas en espigas radicales de hasta 7 cm de largo, con
pedunculos de 30 cm de largo. Algunos tallos son estériles y no presentan flores.

El fruto es de forma capsular aunque rara vez el jengibre fructifica (Aguay, 2012).
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Usos: Analgésico, anestésico, antiséptico, como aromatizante, para problemas

digestivos, antiespasmoédicos y para tratar el asma (Hernandez et al.,, 2002
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