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RESUMEN

Para contribuir con el conocimiento de B. variegata L. cultivada en los andes
venezolanos, en el presente estudio se evalud la actividad antibacteriana del
extracto metandlico obtenido de las hojas de B. variegata L., recolectada en el
Municipio Libertador del edo. Mérida — Venezuela. El extracto metandlico fue
obtenido por el método de maceracion y la actividad antibacteriana se evaluo por el
método de difusibn en agar con discos frente a bacterias de referencia
internacional: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Los resultados muestran que el extracto
metanolico fue activo soOlo frente a las bacterias grampositivas, S. aureus y E.
faecalis, con valores de concentracién inhibitoria minima (CIM) de 100 y 250
mg/mL, respectivamente. Este es el primer estudio realizado en Mérida —
Venezuela sobre la actividad antibacteriana del extracto metandlico de las hojas de
Bauhinia variegata L. Se sugiere realizar el estudio fitoquimico, el proceso de
extraccion con otros solventes y la actividad antibacteriana de otras partes de la
planta, para contribuir de esta manera con el conocimiento de esta especie
cultivada en los andes venezolanos.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, extractos, Bauhinia variegata Linn.



INTRODUCCION

Segun el programa que conduce la organizaciéon mundial de la salud (OMS),
los primeros datos publicados del afio 2018 sobre la vigilancia de la
resistencia a los antibioticos, indican que los niveles de resistencia a algunas
infecciones bacterianas graves son elevados tanto en los paises de ingresos
altos como en los de ingresos bajos, representando un serio problema de
salud en todo el mundo (Lindmeier, 2018).

Aunque la resistencia es un fendémeno natural, el uso irracional de
antimicrobianos tanto en el ser humano, animales y agricultura estan
acelerando este proceso. Las infecciones por gérmenes resistentes pueden
afectar a cualquier persona sin importar edad, religion o regién donde se
encuentre. A nivel hospitalario las infecciones asociadas a cepas
multirresistentes dejan practicamente sin alternativas el tratamiento de
algunas patologias, o que aumenta el riesgo de mortalidad (Serra 2017,
Angles 2018).

Los productos naturales han desempefiado un papel importante en el
desarrollo de farmacos con diferentes actividades bioldgicas, entre las que
destaca la actividad antibacteriana. Debido al incremento en el numero de
aislados clinicos multirresistentes, surge la necesidad de continuar la
busqueda de sustancias con actividad antibacteriana y las plantas
representan una fuente natural de nuevos metabolitos (Corzo, 2012). Entre los
innumerables vegetales de interés medicinal se encuentran las plantas del
género Bauhinia, las cuales crecen principalmente en areas tropicales y
subtropicales del planeta con amplio uso en la medicina folklorica (Barragan,
Murillo y Méndez, 2010).



Bauhinia variegata Linn, conocida como pata de vaca o arbol de orquideas,
ha sido ampliamente utilizada en la medicina tradicional para tratar una gran
cantidad de afecciones. Los trabajos farmacoldgicos han mostrado que esta
especie ejerce efectos anticancerigenos, antioxidantes, hipolipidémicos,
antimicrobianos, antiinflamatorios, nefroprotectores, hepatoprotectores,
antiulcerosos, inmunomoduladores, molusquicidas, cicatrizantes 'y
antidiabéticos. Se le han descrito metabolitos secundarios que son
adecuados para ser utilizados como medicamentos, como los que se
mencionan a continuacién: terpenoides, flavonoides y taninos, saponinas,
azucares reductores, esteroides y glucésidos cardiacos (Al-Snafi 2013, Singh y
col. 2016).

Se conoce que la composicidon quimica y la actividad biologica de una
especie vegetal puede variar dependiendo de las condiciones climaticas
donde se desarrolla (Figueredo y col 2008, Sampaio y col. 2016, Yang y col
2018, Isah 2019), en tal sentido, para contribuir con el conocimiento de B.
variegata L. cultivada en los andes venezolanos, el presente estudio se
realizd con la finalidad de evaluar la actividad antibacteriana del extracto
metanolico obtenido de las hojas de B. variegata L., frente a bacterias de
referencia internacional, por el método de difusion en agar con discos,
especie localizada en la urbanizacion San Antonio, avenida Andrés Bello,

municipio Libertador, del estado Mérida-Venezuela.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

La resistencia actual de los gérmenes a los antimicrobianos constituye un
grave problema actual de salud en todo el mundo. EIl uso indiscriminado e
irracional de estos farmacos constituye la principal causa de la gravedad de
la situacion que hoy se presenta (Serra, 2017), e involucra cada dia nuevas
especies bacterianas y nuevos mecanismos de resistencia. El uso excesivo y
con frecuencia empirico de los antibacterianos para el tratamiento de
diferentes situaciones clinicas provoca modificaciones de la ecologia
bacteriana y el surgimiento de microorganismos resistentes a estos

compuestos (Romeu y col, 2012).

El aumento de la resistencia bacteriana frente a determinados antibiéticos ha
sido motivo de preocupacion y analisis de muchos investigadores, casi desde
el momento mismo del descubrimiento de éstos productos, ya sean de origen

natural, sintéticos o semi-sintéticos (Pérez, Pérez y Delgado 2014).

Debido a su disponibilidad generalizada, a su costo generalmente bajo y a su
relativa seguridad, los antimicrobianos se encuentran entre los
medicamentos que mas se utilizan de forma incorrecta. La mejora de las
decisiones sobre el uso de los antimicrobianos requiere en ultima instancia
una orientaciéon de las decisiones terapéuticas hechas por los pacientes y los

prestadores de atencion sanitaria (OMS, 2012).



El hombre a través del tiempo ha encontrado en los recursos naturales la
solucion a diferentes probleméticas, empleando las plantas a nivel
alimenticio, Industrial y medicinal, convirtiéndose de esta manera, en
materias primas de vital importancia para el avance de la humanidad (Corzo,
2012).

En los udltimos afios el estudio de las plantas medicinales ha llamado la
atencion de la ciencia, convirtiéndose asi en un area amplia de investigacion
y desarrollo, debido a la gran acogida que tienen dentro de la industria

farmacéutica, cosmética y de alimentos, entre otras (Corzo, 2012).

La utilizacion de productos naturales con fines curativos es importante, se ha
trasmitido de generacidn en generacion y frecuentemente se usan extractos
de plantas, constituyéndose como una fuente de agentes antimicrobianos
(Ramirez y Diaz, 2007), respaldando que dichos compuestos extraidos de
plantas podrian inhibir el crecimiento bacteriano por un mecanismo diferente

a los antibidticos convencionales (Eloffij, 1998).

Entre los innumerables vegetales de interés medicinal se encuentran las
plantas del género Bauhinia, las cuales crecen principalmente en areas
tropicales del planeta (aproximadamente 400 especies), las cuales son
utilizadas en muchos casos en la etnofarmacologia de Africa, Asia y América
Central y del Sur. Como consecuencia de la gran cantidad de especies, la
taxa relacionada con el género no ha sido ajena a confusiones, es asi que
algunos autores lo incluyen dentro de la familia Leguminosae, para otros
hace parte de la familia Caesalpinioideae, en tanto que para la nomenclatura

moderna pertenece a la familia Fabaceae. (Barragan, Murillo y Méndez, 2010).

El uso medicinal de las plantas del género Bauhinia por la poblacion en
diferentes partes del mundo ha encontrado apoyo en los estudios cientificos

gue demuestran la eficacia de las mismas en diferentes modelos



experimentales. En este contexto, algunos efectos biolégicos o
farmacolégicos, como antimicotico, antibacterial, analgésico, antiinflamatorio
y sobre todo antidiabético, son reportados en la literatura, lo que confirma y
justifica el uso de estas especies en la medicina popular. Aunque muchos
compuestos, incluidos los alcaloides, terpenos, esteroides y flavonoides, se
han aislado e identificado en estas especies, hay escasos pocos estudios
gue se relacionan con los efectos biolégicos de tipo citotéxico, sobre todo de
los compuestos de tipo alcaloidal (Martinez y col, 2011).

En 2010, Barragan y col., en su estudio Taxonomia y funcionalidad del
género Bauhinia, recolectaron, identificaron y caracterizaron macro Yy
micromorfolégicamente las especies de Bauhinia existentes en la zona
urbana de Ibagué (Colombia), cuantificaron fenoles, flavonoides y flavonoles
totales en las especies encontradas y evaluaron la actividad antioxidante. El
analisis morfoldgico de las cuatro especies de Bauhinia detectadas evidencio
caracteristicas tipicas de la familia vegetal Fabaceae-Caesalpinaceae. El
estudio micromorfolégico mostré diferencias intraespecificas entre los
vegetales, manifestadas en el parénquima, floema, xilema y estomas. B.
variegata y B. picta fueron las especies de mayor potencial antioxidante, esta
funcionalidad parece estar correlacionada con los contenidos de fenoles y de

flavonoides totales.

Bauhinia variegata Linn, conocida como pata de vaca o arbol de orquideas,
es un arbol caducifolio que pertenece a la familia Caesalpinaceae que crece
en lugares soleados y calidos. El fruto es una vaina de 20 a 30 cm de

longitud que contiene varias semillas (Singh y col. 2016).

En Brasil, B. variegata L, las hojas se usan como tratamiento tradicional para
la diabetes (Azevedo y col., 2006) al igual que en México en el municipio de

Olinala, Guerrero. En la India su corteza se emplea para la gota, diabetes,



disenteria, diarrea, dolor, procesos inflamatorios y presenta actividad
antitumoral. En China la decoccién de la raiz se usa como antidoto para
mordeduras de serpientes y se ha encontrado actividad antibacterial de los
extractos metandlicos frente a B. cereus, S. epidermidis, E. aerogenes, P.
vulgaris, S. Typhimurium (Parekh y col., 2006).

Una decoccion de las hojas de B. variegata L. es ampliamente utilizada en la
medicina tradicional venezolana como antidiabética. En 2003, Rios y col., en
su estudio Efecto inhibitorio de B. variegata L. sobre la glucacion no
enzimatica de la hemoglobina, demostré un significativo efecto inhibitorio in
vitro sobre la glucacion no enziméatica de la hemoglobina, donde los
resultados sugieren un potencial antidiabético de B. variegata L. para la

prevencion de las complicaciones de la diabetes.

En 2011, Martinez y col. realizaron el estudio Actividad antibacteriana y
citotoxicidad in vivo de extractos etandlicos de B. variegata L. (Fabaceae). El
objetivo fue determinar la actividad antibacteriana y citotoxica in vivo de los
extractos alcaloidales de B. variegata L. mediante el método de
cromatografia de columna para la extraccion y el aislamiento de los
alcaloides presentes en las hojas de B. variegata. Extractos y fracciones
alcaloidales, se evaluaron para determinar el potencial citotéxico empleando
"camarones de mar" (Artemia salina) y el potencial antibacterial frente a
Escherichia coli por el método de difusibn en agar con discos. Como
resultado se obtuvieron 6 compuestos depurados, a los cuales se les
determind la presencia del nucleo protoberberinico segun espectrofotometria
ultravioleta. En relacion con el bioensayo sobre Artemia salina, el extracto
crudo mostr6 menor toxicidad (CL50> 1 000 ug/mL), la fraccion de los
alcaloides totales y el compuesto CD1 mostré alta toxicidad (CL50 < 500
Mg/mL); por otra parte los extractos y los compuestos no mostraron actividad

antibacteriana.



Existen diversidad de ecosistemas y microclimas, lo cual hace que la
vegetacion sea muy variada, con la presencia de especies endémicas, entre
las cuales se tienen algunas que poseen extractos con principios activos con
potencial actividad biolégica, de interés para la investigacion y desarrollo de

nuevos productos naturales (Hada y Sharma, 2017).

Por lo que dicha investigacibn se basd en determinar la actividad
antibacteriana del extracto metandlico obtenido de las hojas de B. variegata,

generando la siguiente interrogante:

¢, Cual es la actividad antibacteriana del extracto metandlico obtenido de las
hojas de B. variegata L. recolectada en el municipio Libertador del edo.

Mérida - Venezuela frente a bacterias de referencia internacional ?.

Justificacion del problema

Desde un punto de vista practico una bacteria es sensible a un antibiotico,
cuando el antibiotico es eficaz frente a ella y podemos esperar la curacion de
la infeccion; por el contrario es resistente cuando su crecimiento sélo puede
ser inhibido a concentraciones superiores a las que el farmaco puede

alcanzar en el lugar de la infeccion (Serra 2017).

Las bacterias, por su gran capacidad de adaptacion, pueden desarrollar
varios mecanismos de resistencia frente a uno o varios antibiéticos y del
mismo modo un antibiético puede ser inactivado por distintos mecanismos de
diversas especies bacterianas. El consumo (uso y/o abuso) de los
antibidticos influye en las resistencias, no sélo de las bacterias patogenas,

sino también de las saprofitas y oportunistas (Dasa, 1998).



Debemos considerar la importancia que tienen en la préctica diaria los
distintos tipos y mecanismos de resistencia que presentan las bacterias
frente a los antimicrobianos disponibles, y tenerlos en cuenta a la hora de
instaurar un tratamiento antibacteriano, ya que es sabido que las infecciones
causadas por bacterias resistentes se asocian a una mayor morbilidad,
mortalidad y coste que las causadas por bacterias sensibles de la misma

especie (Angles, 2018).

El uso de plantas medicinales es la terapéutica mas frecuente en la medicina
tradicional y en la medicina alternativa a nivel mundial, conocer estas
tradiciones ha sido el inicio de numerosas investigaciones de gran
importancia; lo que ha motivado a realizar estudios de deteccion y validacion
de plantas con fines medicinales (Martinez y col, 2014), proporcionando una

fuente de posibles sustancias activas contra agentes bacterianos.

La importancia de este estudio es determinar la actividad antibacteriana de
origen natural, que pudiera representar una alternativa terapéutica para la
industria farmacéutica y contribuir con el tratamiento de las infecciones

ocasionadas por microorganismos multirresistentes.

Objetivos de lainvestigacion
Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana del extracto metanélico obtenido de las
hojas de B. variegata L. recolectada en el municipio Libertador del edo.

Mérida - Venezuela frente a bacterias de referencia internacional.



Objetivos especificos

e Identificar las partes aéreas de la especie B. variegata L.

e Obtener el extracto metandlico de las hojas de B. variegata L.
por maceracion.

e Evaluar la actividad antibacteriana del extracto metandlico
obtenido de las hojas de B. variegata L., por el método de
difusion en agar con discos, frente a bacterias de referencia
internacional.

e Determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) del
extracto metanolico obtenido de las hojas de B. variegata L.
contra los microorganismos que muestre actividad

antibacteriana.

Alcances y Limitaciones de la investigacion

Segun Hernandez, Fernandez y Baptista (2010), el alcance de una investigacion
esta relacionado con la profundidad con la que se abarcard el tema de
estudio, durante el proceso de investigacion. Ademas, Hurtado (2010), refirid
gue un evento de estudio se puede investigar desde varios grados de
elaboracién, tales como: exploratorio, descriptivo, analitico, comparativo,
explicativo, predictivo, proyectivo, interactivo, confirmatorio, y evaluativo. En
este sentido, ésta investigacion permitid evaluar la actividad antibacteriana
del extracto metandlico obtenido de las hojas de B. variegata L. recolectada
en la urbanizacion San Antonio, avenida Andrés Bello, municipio Libertador
del edo. Mérida - Venezuela frente a bacterias de referencia internacional, la
cual podria representar una alternativa importante para la industria
Farmacéutica. Para el desarrollo este trabajo de investigacion no se

encontraron limitaciones.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Méndez, Brito y cols. (2016), publicaron un trabajo en la revista cubana de
plantas medicinales, titulado Actividad modulador acerca de antibioticos por
el extracto acuoso de las hojas de Bauhinia ungulata |. El objetivo fue
confirmar el potencial modulador de las especies B. ungulata en asociacion
con otros farmacos probados contra S. aureus, E. coli y P. aeruginosa. Esta
investigacion fue de tipo confirmatoria y un disefio de laboratorio,
contemporaneo, transaccional, cuasi experimental y multivariable. Los
investigadores utilizaron el extracto acuoso de hojas de la especie vegetal B.
ungulata en asociacion con antibiéticos amikacina, gentamicina, imipinem y
ciprofloxacina, con la esperanza que el extracto actuara con antagonismo o
sinergismo, frente a los efectos de los antibiéticos. Las hojas de B. ungulata
Linn fueron recolectadas en el distrito de Arajara, Chapada do Araripe,
estado de Ceara, Brasil. En este trabajo se realizo el ensayo de microdilucion
en caldo y la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) del extracto acuoso de
las hojas de B. ungulata, contra 3 bacterias patdgenas, dicho extracto
presentd relevante actividad sinérgica de los antibidticos utilizados
(amikacina, gentamicina, ciprofloxacina y imipinem). Los autores concluyeron
gue el extracto en asociacion con las drogas aumento el efecto de estos,
revelando una significativa actividad antibacteriana. Este estudio muestra
correspondencia con la investigacion finalizada, ya que los autores

analizaron y confirmaron la actividad antibacteriana del extracto acuoso de
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las hojas de B. ungulata frente a S. aureus, E. coli y P. aeruginosa en

asociacion con antibioéticos.

Singh y col. (2016), publicaron un trabajo en la revista estadounidense de
fitomedicina y terapéutica clinica, titulado Usos multidimensionales de plantas
medicinales Kachnar (B. variegata Linn). El objetivo fue describir el estado
actual de las investigaciones sobre el avance farmacolégico (aspecto
biolégico) de B. variegata L. y su uso multidimensional en varias
enfermedades. Esta investigacion fue de tipo descriptiva y un disefio
transversal descriptivo y multivariable. En este trabajo se describen los
diferentes usos multidimensionales de la especie vegetal en diferentes
enfermedades. En este trabajo quedo demostrado que los extractos
metanolico, cloroférmico y acuoso de la especie vegetal B. variegata L.,
poseen actividad antibacteriana frente a bacterias Gram positivas y Gram
negativas, siendo el extracto metandlico mas efectivo que el acuoso, asi
mismo, demostraron que de las diferentes partes de la planta, el extracto de
las hojas mostré6 mejor actividad, ademas, los extractos revelaron actividad
antifangica contra dermatofitos. Por otra parte, la planta mostro actividad en
el cancer, diabetes, inflamacion entre otras. Los autores concluyeron:
considerando las propiedades biologicas y farmacolégicas de B. variegata la
planta puede ser defendida como una planta medicinal importante para la
humanidad y que se requiere mas exploracion para establecer el o los
metabolito(s) metabolitos activos responsables de su bioactividad. Este
estudio tiene correspondencia con la investigacion finalizada, ya que los
autores describieron la bioactividad de la especie vegetal B. variegata, entre
ella la actividad antibacteriana frente a bacterias Gram negativas y Gram

positivas.
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Antecedentes historicos

El descubrimiento de alcaloides de la amapola, ipecacuana, quinina,
granada y de otras plantas, marcé el punto de inflexion a principios del siglo
XIX, iniciando la investigacion cientifica farmacéutica. Con la mejora de
métodos quimicos, otras sustancias activas fueron obtenidas desde plantas
medicinales, en las cuales se descubrieron: taninos, saponinas, vitaminas y

hormonas (Petrovska., 2012).

Diversas investigaciones han identificado el potencial biolégico de diferentes
compuestos como flavonoides, taninos, esteroides, naftoquinonas vy
sesquiterpenos presentes en los extractos naturales del género Bauhinia. Se
ha reportado para la especie B. variegata la presencia de flavonoides con
propiedades antidiabéticas y antivirales; sin embargo, el estudio del potencial
antibacterial y citotéxico in vivo es incipiente, tanto para compuestos de
flavonoides como de alcaloides. Experiencias particulares se han divulgado
con el fin de dar a conocer la bioactividad de los extractos naturales de la
especie de B. variegata L. Al respecto, varios investigadores demostraron
gue el extracto alcohdlico de esta planta tiene actividad antimicrobiana contra
Bacillus subtilis (ATCC 6635) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Salmonella Typhi, Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus (ATCC
29213) y Vibrio Cholerae. Se descubrié que la zona de inhibicion mas grande
(18 mm) se exhibia contra B. subtilis. y con una concentracion inhibitoria
minima (CIM) de 0,39 mg/mL. Se descubrié que el extracto era mas eficaz
contra bacterias gram positivas que gram negativas. Por otra parte, otros
investigadores confirmaron que el extracto etandlicos de las hojas de esta
planta (rico en alcaloides), no posee actividad antibacteriana contra
Escherichia coli. En tal sentido, los investigadores concluyeron que agentes
activos antimicrobianos presentes en los extractos de la especie vegetal

Bauhinia pueden tener gran potencial para el tratamiento de las infecciones
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causadas por estos microorganismos (Pokhrel y col, 2002; Martinez, Ocampo,
Galvis, Valencia, 2011).

Bases tedricas

Generalidades de la familia Fabaceae

Son una familia del orden de las Fabales. Relne arboles, arbustos y hierbas
perennes o anuales, facilmente reconocibles por su fruto tipo legumbre y sus
hojas compuestas y estipuladas. Es una familia de distribucion cosmopolita
con aproximadamente 730 géneros y unas 19.400 especies, lo que la
convierte en la tercera familia con mayor riqueza de especies después de las
compuestas (Asteraceae) y las orquideas (Orchidaceae) (Stevens, 2001; Udd,
Campbell, Kellogg, Stevens, Donoghue 2002).

La familia Fabaceae se caracteriza por la presencia de numerosas
sustancias bioactivas de diversa naturaleza quimica en corteza, hojas y raiz.
De esta familia se han caracterizado y reportado alcaloides, flavonoides y
polifenoles. La bioactividad de este tipo de metabolitos de plantas esta
asociada a su efecto antidiabético, antiinflamatorio y antimicrobiano. Sin
embargo, aunque varios compuestos son conocidos, se sabe poco sobre la
actividad farmacologica de la mayoria de las sustancias aisladas del

género Bauhinia. (Martinez, y col, 2011).

Especie vegetal Bauhinia variegata Linn.
Bauhinia variegata, llamada vulgarmente falsa caoba, ufia de vaca, arbol de
las orquideas, o casco de vaca, es un arbol de la familia de las Fabaceas,

originario del sur y sureste de Asia, desde China meridional, Burma, India,

Nepal, Pakistan y Sri Lanka. Se trata de un arbol de pequefio a mediano
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tamano que crece hasta los 10-12 m de altura, es de hoja caduca en la
estacion seca. Las hojas tienen de 10-20 cm de largo y ancho, redondeadas,
y bilobuladas en la base y el 4pice. Las flores son conspicuas, de color rosa
brillante o blanco, de 8-12 cm de didmetro, con cinco pétalos. El fruto es
una vaina de 15-30 cm de largo, conteniendo varias semillas (Pokhrel y col,
2002; Martinez, Ocampo, Galvis, Valencia, 2011).

B. variegata L. es un género pantropical y sub-pantropical, que relne unas
300-350 especies en su amplia circunscripcion, muy variables
morfolégicamente y en tipos de habitat, distribuidas en América, Asia, Africa
y Oceania. En América se encuentra desde Meéxico hasta el norte de
Argentina. B. variegata L. con sus dos variedades, la var. Tipica y la var.
Candida Voigt. Es la especie exodtica ampliamente cultivada en la region

noroeste de Argentina (Zapater y Lozano, 2013).

Tabla 1. Taxonomia de la especie Bauhinia variegata Linn.

Reino Plantae

Phylum Spermatophyta
Subfilo Angiospermae
Clase Dicotyledonae
Orden Fabales

Familia Fabaceae
Subfamilia Caesalpinioideae
Género Bauhinia

Especie Bauhinia variegata

Fuente: Zapater y Lozano, 2013.

14


https://es.wikipedia.org/wiki/Caducifolio
https://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81pice
https://es.wikipedia.org/wiki/Flor
https://es.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9talo
https://es.wikipedia.org/wiki/Fruto
https://es.wikipedia.org/wiki/Vaina
https://es.wikipedia.org/wiki/Semilla

i

Fig. 1. Aspecto general y detalle de la floracién en Abril y detalle de los

frutos en junio de la especie Bauhinia variegata L.
Fuente: http://www.ayto-murcia.es/medio-
ambiente/parquesyjardines/material/Arbol_mes_2012/Bauhinia%?20variegata_oct%2
02012.pdf

Uso terapéutico de la especie Bauhinia variegata Linn.

Los productos terapéuticos son aquellos derivados de plantas o sus mezclas
en forma de extractos. También, liofilizados, destilados, tinturas, cocimiento o
cualquier preparacion galénica que tienen utilidad terapéutica y una forma
farmacéutica definida. Los productos que son mezclas de plantas y tengan
incluido un principio quimico no son considerados como fitoterapeuticos.
(Albornos, 2001). En tal sentido, B. variegata L., conocida comiunmente como
"casco de buey", "casco de vaca" o "mororg”, es una de las plantas mas
comunes utilizada en la medicina tradicional como remedio para tratar
distintas enfermedades (Martinez, y col., 2011). En cuanto a su corteza se
describe como astringente, aliterativo, ténico y util en escréfula, enfermedad
en la piel y ulceras, por otra parte, la raiz se utiliza como refrescante, ayuda

al estrefiimiento, depurativo, antihelmintico, antiinflamatorio y estético. La
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informacion etnomédica también reporta su uso en el tratamiento de la
hipertension, disenteria, agente diurético, diarrea, lepra, parasitos
intestinales, heridas, Ulceras, tumores, infecciones, tos y diabetes. (Pokhrel y
col, 2002; Bhattarai, 1993; Manandhar, 1993; Manandhar, 1995).

Composicién quimica de la especie Bauhinia variegata Linn.

B. variegata L., fue investigada en el afio 2017, por Shahana y col., quienes
reportaron la presencia de una amplia gama de componentes quimicos
como: [-sitosterol, kaempferol-3-glucésido, taninos, carbohidratos, amidas,
azlcares reductores, vitamina C, proteina cruda, fibras, calcio, fosforo,
guercetina, rutina, quercitrina, apigenina, apigenina-7-O-glucosido,
heptatriacontan-12, 13-diol y dotetracontan-15-en-9-ol.

Recientemente Singh y col. 2019, en su revision describen la composicion
guimica de diferentes partes de B. variegata L., las cuales se sefalan a
continuacion:

Raiz: Flavanona. dihydrodibenzoxepina. flavanol glicésido-5. 7. 3'. 4' -
tetrahydroxi-3-metoxi-7-O-alfa-L-rhamnopiranosil { - 3)-0-
betagalactopiranosido). (2S)-5.7-dimetoxi- 3’'4’-metilenedioxiflavanona.
dihidrodibenzoxepina. 5.6-dihidro- 1.7-dihidroxi- 3.4-dimetoxi-2-metildibenz

[b,floxepina.

Tallo: 5, 7-Dihidroxi flavanona - 4'-0O-a- L-rhamnopiranosil b-D-
glucopiranosido, 5, 7 — dihidroxi y 5,7 dimetoxi flavanona-4-O-a-L-
rhamnopiranosil-b-D-glucopiranosidos, hentriacontana, octacosanol,

sitosterol.  Stigmasterol,  neringenina-5,7-dimetileter-4'-rhamnoglucosido,
lupeol, 5,7,3"4'-tetrahidroxi-3-metoxi-7-O-alfa-L-rhamnopiranosil  (I->3)-O-
beta-galactopiranosido, 2,7-dimetoxi-3-metil-9,l0-dihidrofenantreno -1,4-diona

lamado bauhiniona.
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Flores: Quercitrosido. Isoquercitrosido, rutosido, taxifolina rhamnosido,
kaempferol-3-glucosido, miricetol  glicosido,  apigenin-7-O-glucosido,
guercetin, rutin, quercetrin, apigenin, ascorbico, aspartico, glutamico,
octadecanoico &cido, keto &cidos, amino&cidos, taninos, cianiding-3-
glucosido, malvidin-3-glucosido, malvidin-3-diglucosido, peonidin-3-glucosido,

peonidin-3-diglucosido, 3-galactosido y 3-rhamnoglucosideo de kaempferol.

Obtencion de los extractos vegetales

Los extractos de las plantas completas o partes especificas (raiz, tallo, hojas,
flores o frutos), son obtenidos a partir especimenes seleccionados, mediante
técnicas especializadas de extraccion y concentracion quimica. Se utilizan
diversos solventes de acuerdo a las caracteristicas de la materia prima, a sus
componentes, a sus posibles usos y si estos son secados por liofilizacion o
por nebulizacion y valorados mediante técnicas cromatograficas. A este
respecto, los metodos de extraccion dependeran fundamentalmente de los

objetivos de estudio de la planta (Palomino, 2001).

Métodos de extracciéon mas utilizados para la preparacion de extractos
vegetales

Para lograr una concentracion adecuada de los principios
activos contenidos en las plantas y que su accion sea mas efectiva es
necesario realizar diversos procedimientos mediantes los cuales sean
extraidos aquellos con solventes adecuados que se seleccionan de acuerdo
a la solubilidad y la estabilidad que posean las sustancias beneficiosas. Los
métodos de extraccidbn permiten obtener los productos en formas
farmacéuticas adecuadas para su administracion oral o externa de acuerdo

al lugar de accién que se recomiende.
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e Maceracion

Para lograr el proceso de maceracion se coloca el material vegetal en forma
de trozos o polvo, segun sea la conveniencia, en un recipiente lleno del
menstruo y se deja reposar por tres o mas dias, con agitacion frecuente
hasta completar la extraccion del material vegetal. Al final de este periodo se
cuela y el resto sélido se exprime hasta lograr quitar el liquido remanente. El

liquido asi obtenido se clarifica por decantacion o filtracion (Bruneton, 2001).

La maceracion se realiza a temperatura ambiente y los liquidos que con mas
frecuencia se utilizan son el agua y el alcohol o combinacion de ambos,
aunque también pueden emplearse vinos tintos o blancos. La maceracion en
agua no debe alargarse por mucho tiempo pues puede presentar
contaminacion por hongos, lo cual no sucede en las soluciones de alcohol o
hidroalcoholicas. El tiempo total de maceracion esta en dependencia del tipo
de planta, parte de la misma o del principio activo a extraer. La proporcion

mas usada es de 1:20 vegetal/liquido (Bruneton, 2001).

e Percolacion
La percolacién es el procedimiento mas utilizado para la preparacion
de tinturas extractos fluidos. El percolador es un recipiente cénico con una
abertura superior en la cual se puede colocar una tapa circular horadada que
permite el paso del liquido y somete a una ligera presion a los materiales
colocados en él. Por la parte inferior posee un cierre regulable para permitir

el paso del liquido a una velocidad conveniente (Bruneton, 2001).

El material vegetal se humedece previo a su colocacion en el percolador con
una cantidad apropiada del menstruo colocados en un recipiente bien
cerrado y se deja en reposo por espacio aproximado de cuatro horas
(Bruneton, 2001).
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Pasado ese tiempo se empaqueta convenientemente en el percolador de
manera que permita el paso uniforme del liquido y el total contacto de éste
con el material vegetal. Se llena de liquido y se tapa el percolador. Se abre la
salida inferior hasta lograr un goteo uniforme y se cierra. Se adiciona mas
menstruo hasta lograr cubrir todo el material y se deja en maceracion con
el percolador cerrado por 24 horas. Finalmente se deja gotear lentamente y
se adiciona suficiente menstruo hasta un volumen proporcional a las 3/4
partes del volumen total requerido para el producto final. Se presiona la masa
himeda residual para extraer el maximo del liquido retenido y se completa
con suficiente menstruo hasta obtener la proporcion adecuada, se filtra o se

clarifica por decantaciéon (Bruneton, 2001).

e Decoccion
La decoccion se usa para principios activos que no sufran alteraciones con la
temperatura. En este procedimiento se hierve la droga en agua por espacio
de 15 a 60 minutos (segun sea la planta o el principio activo a extraer), se
enfria, se cuela y se afade suficiente agua fria a través de la droga hasta
obtener el volumen deseado. Dependiendo de la consistencia de las partes a
extraer, se daran tiempos de decoccién mas o menos largos; generalmente,
las raices, hojas, flores y pedunculos foliados se hierven en agua durante
unos 15 minutos, mientras que las ramas y otras partes mas duras pueden
precisar hasta una hora, tiempo durante el cual debera ir reponiéndose el

agua evaporada (Bruneton, 2001).

Una vez hecha la decoccion hay que filtrar el liquido mediante un pafo,

exprimiendo bien el liquido obtenido (Bruneton, 2001).

Las dosis son similares a las de la infusiéon, es decir una parte de planta por
cada diez de agua excepto con las plantas que tienen alto contenido en
mucilagos que serda de 1/20 para evitar que la solucibn tome mucha

viscosidad. Las decocciones se preparan para ser utilizadas al momento y
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no deben ser almacenadas por mas de 24 horas. Popularmente se les

conoce como cocimientos (Bruneton, 2001).

Bacterias

Las bacterias poseen una estructura relativamente simple. Son
microorganismos procariotas, es decir, unos microorganismos unicelulares
sencillos, sin membrana nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi ni reticulo
endoplasmico que se multiplican por reproduccion asexual. La pared celular
gue rodea las bacterias es compleja y existe dos formas basicas: una pared
celular grampositiva con una gruesa capa de peptidoglucano y una pared
celular gramnegativa con una delgada capa de peptidoglucano, asi como una
membrana externa. Algunas bacterias carecen de pared celular y compensan
su ausencia sobreviviendo en el interior de las células del organismo anfitrién

0 en un ambiente hiperténico (Murray, 2009).

El organismo humano esta habitado por miles de especies bacterianas
distintas; mientras algunas mantienen una relacion parasitaria temporal, otras
habitan en el ser humano de manera permanente. También se encuentra
bacterias en el ambiente como el aire que se respira, el agua que se bebe y
los alimentos que se comen; aunque muchas de ellas son relativamente a
virulentas, otras son capaces de provocar enfermedades potencialmente
mortales. La enfermedad puede deberse a los efectos toxicos de los
productos bacterianos (toxinas) o bien a la invasién de regiones corporales

gue acostumbran a ser estériles (Murray, 2009).

Clasificacién bacteriana

Para realizar una clasificacion preliminar de las bacterias se utiliza su tamafio
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(de 1 a 20um o mas), forma (esferas, bastoncillos, espirales) y disposicion
espacial (células aisladas, en cadenas y formando cumulos); mientras que su
clasificacion definitiva se refiere a sus propiedades fenotipicas y genotipicas
En el proceso de identificacion bacteriana se realizan distintas técnicas entre
ellas la coloracién de Gram, que va a originar dos grupos: las bacterias Gram

positivas y las bacterias Gram negativas(figura 2)(Murray, 2009).
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Fig. 2. Bacterias grampositiva y gramnegativa.
Tomada y modificada de Murray, 2009.

e Bacterias Gram positivas

Estas bacterias se caracterizan por presentar una pared celular gruesa y de
estructuras mas sencillas que las gramnegativas, constituyen un 60% de
peptidoglicano y un porcentaje relativamente bajo de acidos teicoicos y
teicuronicos. El peptidoglicano representa un elemento clave para la
supervivencia de las bacterias en el medio en el que prolifera la misma
(Murray, 2009).

Staphylococcus aureus: Cocos grampositivos, se presentan solos,

en pares o en agrupaciones (Figura 3) inmoviles, anaerobios facultativos,
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crecen en cloruro de sodio al 10 %, mesofilicos (temperatura optima de
crecimiento comprendida entre 20 °C y 45 °C). Desde el punto de vista de la
medicina, esta bacteria es la méas importante de este género, que a
diferencia de otras especies produce coagulasa, que hace que la fibrina se
aglomere y forme un coagulo. La coagulasa es una proteina capaz de
coagular al plasma citratado u oxalatado, con factores presentes en el suero.
Con frecuencia participan en las enfermedades transmitidas por los
alimentos; el habitat es la piel de los humanos. Otro aspecto muy importante
es que con gran facilidad puede crear resistencia a los antimicrobianos, lo

gue significa que la colonizacion en el hombre es un peligro (Murray, 2009).

Fig. 3. Staphylococcus aureus, cocos grampositivos dispuestos en
racimo.

Fuente:http://cache2.allpostersimages.com/p/LRG/64/6466/ACNH100Z/posters/sieg

elman-arthur-staphylococcus-aureus-bacteria-gram-positive-cocci-lm-x500.jpg

Enterococcus faecalis: Cocos grampositivos, se disponen en pares y
en cadenas cortas (Fig. 4).inmoviles, anaerobios facultativos, mesofilicos,
componen el habitat normal de los contenidos intestinales de seres humanos
y revisten importancia porque esta especie muestra una resistencia inherente
frente a la vancomicina. Presentan pared celular con antigeno especifico de

grupo (&cido teicoico con glicerol del grupo D), la virulencia esta medida por
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adhesinas de superficie y factores secretados (Murray, 2009).

Fig. 4. Enterococcus faecalis, cocos grampositivos dispuestos en
cadena.

Fuente: https://encryptedtbn3.gstatic.com/imagen

e Bacterias Gram negativas

Estas bacterias presentan una pared celular quimica y estructuralmente mas
compleja que las grampositivas, compuestas por una capa fina de
peptidoglicano que representa solo 5% a 10% del peso de la pared esta
unida a una membrana externa formada por una bicapa de fosfolipidos,
proteina y polisacéaridos. Cabe destacar que la membrana externa se separa
del peptidoglicano por un espacio periplasmico o zona intermedia (Murray,

2009).
Escherichia coli: Bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos,

fermentadores oxidasa negativa, el lipopolisacarido consiste en un
polisacarido externo somatico O, un antigeno comun y el lipido A .Se
encuentra en los contenidos intestinales de seres humanos, forma parte de la
flora nativa intestinal y se encuentra en calidad de saprobio sin causar dafio.
Es importante sefialar que la bacteria puede ser reconocida como un entero
patdégeno, se hace evidente que no todas las cepas son igualmente

virulentas, y estan implicadas en enfermedades de origen alimentario. Cuatro
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sintomas clinicos pueden resultar de infecciones por cepas patégenas:

infecciones de vias urinarias, sepsis, meningitis y enfermedades diarreicas
(Figura 5) (Murray, 2009).

Fig. 5. Escherichia coli, bacilos Gram negativos.

Fuente:http://1.bp.blogspot.com/rcreqcCOKwo/UnfWdpjNgWI/AAAAAAAAAIM/TTAAL
zSZCh0/s1600/ESCHERICHIA%2BCOLL.jpg

Klebsiella pneumoniae: Esta especie posee una capsula prominente
gue confiere el aspecto mucoide a las colonias aisladas y la mayor virulencia
de los microorganismos in vivo. Se presenta en bastoncillos medianos solos
o pares (Figura 6), moviles, encapsulados, mesofilos, se encuentran en los
contenidos intestinales de los seres humanos, los suelos y el agua. Este
patdgeno puede infectar diversos tejidos, especialmente a nivel del sistema

respiratorio manifestandose por neumonias de alta gravedad (Murray, 2009)
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Fig. 6. Klebsiella pneumoniae, bacilos Gram negativos.

Fuente: http://media-cache
ec0.pinimg.com/236x/f5/0e/4f/f50e4f3de854ce31fb0c3af56f0ecd71.jpg
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Pseudomonas aeruginosa: Se caracteriza por presentar bacilos
gramnegativos pequefios, agrupados en parejas (Figura 7), son aerobio
obligado, oxidado por glucosa, presenta requerimientos nutricionales
sencillos y capsulas mucoides de polisacaridos. Este patégeno es el mas
importante, se dan en infecciones nosocomiales y en pacientes

iInmunosuprimidos (Murray, 2009).
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Fig. 7. Pseudomonas aeruginosa, bacilos Gram negativos.

Fuente:https://encrypted-tbnl.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcQfTxihtThZout5c-
tT8kh5pm8KeL0Gdk-NmIWnNA3gqjg15LfON

Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es un fenomeno biologico natural, de modo que
cada vez que se pone en uso de un nuevo agente antimicrobiano en la
practica clinica, el laboratorio de microbiologia detecta cepas resistentes.
Una cepa resistente se define como aquella que es capaz de multiplicarse en
presencia de concentraciones mayores que las alcanzadas con dosis
terapéuticas. En general todos los mecanismos de resistencia persisten o se
modifican en la naturaleza, ya sea por transferencias de genes de
resistencias o0 mutaciones, que pueden localizarse en cromosomas
bacterianos o plasmidos. Por esto se puede suponer que los antimicrobianos
tendran actividad por un tiempo limitado, segun la presion selectiva que esta

ejerce sobre la poblacion bacteriana (Pérez y col., 2014).
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Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Una prueba de susceptibilidad antimicrobiana es la determinacion de cual
es la menor cantidad de un agente antimicrobiano que podra inhibir el
desarrollo de microorganismos in vitro. Diversas técnicas se han modificado
con el objeto de lograr una metodologia estandar para dar una informacion
correcta. En un esfuerzo para brindar uniformidad y comprension en el
campo de las pruebas de sensibilidad, un estudio internacional bajo las
directivas de la OMS, ha desarrollado, no un método estandar, sino
indicaciones precisas que permitira a los laboratorios evaluar su metodologia
y admitir un estandar como referencia, asi como informar datos que tendran
bases comunes. El término sensible fue muy usado como sinénimo de
susceptible. En general “susceptible” es aceptado por muchos investigadores
para significar que un organismo podra ser inhibido o muerto en las pruebas
in vitro por una concentracion de la droga facilmente accesible en la sangre.
Esta es la concentracion inhibitoria minima (CIM) que se expresa en términos
de pg o unidades del agente/mL. Como un factor de seguridad muchos
investigadores recomiendan que un organismo debe considerarse como
susceptible solo cuando la concentraciéon adecuada de la droga en sangre
excede la CIM in vitro de 2 a 4 veces. Los organismos que no son inhibidos
in vitro son denominados resistentes. La determinacion de la CIM permite
tener un punto de referencia para evaluar la eficacia de un agente
antimicrobiano para las pruebas in vitro, pero a menudo es impracticable
informar los resultados de la susceptibilidad in vitro en términos de pg o
Unid/mL. La mayoria de los laboratorios de analisis no tienen las facilidades
o tiempo de realizar test cuantitativos en forma rutinaria. Por tanto es mas
razonable y mas practico emplear una técnica cualitativa estandarizada,
basada en estudios cuantitativos, lo que indica aproximadamente la CIM y
establece que un organismo es sensible o resistente a un agente
antimicrobiano, cuando ese agente se administra en dosis usuales
terapéuticas ( CLSI, 2019).
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El método de difusion en agar con discos satisface el requerimiento
razonable y por supuesto se usa muchisimo en la mayoria de los laboratorios
clinicos. Los tres métodos mas utilizados para determinar la susceptibilidad

de los microorganismos a los agentes antimicrobianos son:

a) Método de difusion en agar con discos.

b) Método de difusién en agar con pozos.

c) Método para determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM)
c.1. Método de dilucién en caldo: macrodiliucién o microdilucién

c.2. Método de dilucion en agar

a) Método de difusion en agar con discos

El principio del método de difusion, como el nombre lo dice, es dependiente
de la inhibicion del desarrollo en una placa de agar inoculada, por un agente
antimicrobiano que difunde a partir del disco que lo contiene. La zona de
inhibicion es el resultado del grado de difusibilidad del agente en el medio y
el grado de susceptibilidad del microorganismo. El grado de la zona de
inhibicion del desarrollo bacteriano puede relacionarse a la CIM determinada
por los test de dilucion en placas de agar o caldo. La zona de inhibicién
requiere una interpretacion correcta y el resultado no debe informarse como
indicando susceptibilidad al contenido del antibiético en el disco.

El contenido de los discos usados en el método de difusion es generalmente
especificado por organismos internacionales o por conclusion en congresos o
jornadas cientificas (CLSI, 2019).

b) Método de difusion en agar con pozos
El agar Mueller-Hinton se inocula masivamente en la superficie con la
suspension bacteriana y los controles (turbidez equivalente al patrén 0.5

McFarland), y se espera 15 minutos para permitir la absorcién de este en
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la superficie del medio. Con un sacabocados estéril se perfora el medio de
cultivo buscando obtenerun pozo de 6mm de didmetro, con bordes
uniformes y hasta el fondo de la caja de petri. Se evalla un extracto por caja,
un pozo por concentracion del mismo; en cada pozo se inoculan 20uL de la
dilucién del extracto a probar, usando un pozo para el DMSO como control
negativo. Los medios se incuban a una temperatura aproximada de 37°C
durante 18 - 24 horas. Finalmente se realiza la lectura de la susceptibilidad
antimicrobiana, por observacion y medicion del halo de inhibicién alrededor
de cada pozo (Murray, 2009)

c) Método para determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM)

C.1. Método de diluciéon en caldo: microdilucion o macrodiliucion

Microdilucion en caldo: esta prueba se realiza en una placa de poli-estireno
gue contiene aproximadamente 96 celdillas. Una placa puede contener de 7
a 8 diluciones de 12 diferentes agentes antimicrobianos. Una celdilla sirve
como control positivo (caldo mas inéculo), y otro sirve como control negativo
(solo caldo). La mayoria de los sistemas tienen un volumen de 0.1 mL en
cada celdilla. Para facilitar el uso de agentes antimicrobianos apropiados
contra cepas especificas, un laboratorio por lo general tiene un tipo de placa
para bacterias grampositivas y otro para bacterias gramnegativas. Para
probar cepas aisladas de orina, algunos laboratorios tienen un tipo diferente
de placa que contiene medicamentos apropiados para tratar infecciones de
las vias urinarias bajas. Para probar bacterias fastidiosas se requieren
paneles con medios especiales. El caldo Mueller-Hinton se recomienda como
el medio preferido para pruebas de susceptibilidad de organismos
comunmente aislados, aerébicos o facultativos de rapido crecimiento (Murray,
20009).
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Macrodilucion en Caldo: En este método, las dos diluciones finales del
antibidtico son preparadas volumétricamente en el caldo. Para la prueba se
requiere un volumen final minimo de 1 mL de cada dilucion. Dentro de los 15
minutos siguientes a la estandarizacion del in6culo, como se describid
anteriormente, se afiade 1 mL del in6culo ajustado a cada tubo que contiene
el agente antimicrobiano. Cada tubo es agitado e incubado a 35°C por 16 a
20 horas en una incubadora de aire ambiental. La CIM es la concentracion
mas baja del agente antimicrobiano que inhibe completamente el crecimiento
del organismo en los tubos detectada por observacién directa sin ayuda de
ningun aparato optico. Generalmente, la microdiluciéon de CIM para bacilos
gram negativos o la doble dilucion son mas bajas que la macrodilucion
comparable de CIM (Murray, 2009).

C2. Método de las diluciones en placas de agar

El principio del método es la inhibicion del desarrollo sobre la superficie del
agar por el antimicrobiano incorporado en el medio. Como el nombre del
método asi lo implica, las placas son generalmente preparadas en una serie
de concentraciones decrecientes del agente quimioterapico. El fondo de la
placa, puede dividirse en varios segmentos con un lapiz dermografico para
identificar las areas de inoculacion. El organismo a ser probado se inocula en
caldo tripteina soja y se deja incubar durante una noche. Diluir con caldo
hasta una concentracion de 10.000 y 100.000 organismos/mL. Algunos
investigadores recomiendan un indculo de 10.000.000 para asegurar un
margen de seguridad. Una azada del cultivo diluido se toma con un asa
estandarizada que contenga 0,001 mL o con un replicador mecanico y se
deposita sobre un segmento de la placa. En contraste al método de difusién
en agar, que mide cualitativamente la susceptibilidad de un organismo a
varios antimicrobianos, el método de dilucion en placa es un procedimiento

cuantitativo que mide la especifica CIM de un agente frente a varios
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microorganismos. Esto solo es posible también con la técnica de agar en
placa para dar una impresién de la homogeneidad del cultivo en prueba,
porque un pequefio porcentaje de células mas resistentes son realmente
detectadas. El método de dilucion en placas de agar requiere tener los

antibioticos preparados en el congelador. (Lévine, 1975).

Definicién operacional de términos

Enfermedades infecciosas

Una enfermedad infecciosa es una enfermedad en la que los patdégenos
invaden a un huésped susceptible, como por ejemplo un ser humano o un
animal. En el proceso el patdgeno lleva a cabo al menos parte de su ciclo
vital dentro del huésped y con frecuencia produce la enfermedad. (Tortora,
2007).

Extractos vegetales

Son sustancias quimicas obtenidas desde una materia prima vegetal por
métodos de extraccion. Estas pueden tener diferentes usos, tales como:
fortificantes, control de enfermedades y control de plaga. Se extraen de
alguna porcion de la planta (raiz, tallo, hojas, flores y frutos), que al
someterse a procesos quimicos permiten aislar compuestos caracteristicos
en forma concentrada y con la caracteristica de conservar sus propiedades

guimicas. (Celis y col., 2008).

Operacionalizacion de las variables

La operacionalizacion de las variables es el procedimiento mediante el cual

se determinan los indicadores que caracterizan a las variables de una
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investigacion. Esta definicion operacional asigna significado a una variable,
describiéndola en términos observables y comparables para poder
identificarla. Para establecer el sistema de variables es necesaria la
definicién conceptual y la operacionalizacion de las mismas, es decir, de las
dimensiones y los indicadores de cada una. Por lo tanto, las variables se
operacionalizan para convertir los conceptos abstractos en empiricos, con el
fin de medirlos a través de un instrumento (Palella y Martins, 2010).

Las Tablas 2 y 3 representan la operacionalizacion de las variables
presentes en la investigacion desarrollada, en relacién con la actividad
antibacteriana del extracto metanolico obtenido de las hojas de Bauhinia
variegata L, recolectadas en el municipio Libertador del estado Mérida,
segun los patrones de susceptibilidad en cepas de bacterias Gram positivas
y Gram negativas, Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios
“Prof2. Luisa Vizcaya” de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis, enero -

septiembre de 2019.

31



Tabla 2. Operacionalizacion de la variable dependiente: actividad

antibacteriana del

extracto metandlico obtenido de las hojas de

Bauhinia variegata Linn.

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicion conceptual
,Qué es?

Actividad antibacteriana

Dependiente
discreta

Sustancia natural o sintetizada
guimicamente que inhibe el
crecimiento bacteriano (Angles,
2018).

4.Definicion operacional

¢,Como se mide?

5.Dimensiones

6.Indicadores

Sensible S
. L Halo de inhibicion expresado en
Método de difusién en agar mm
con discos (Kirby-Bauer) Resistente
La concentracién inhibitoria La concentracion mas baja del
minima (MIC): dilucion del | Sensible extracto metandlico capaz de
extracto metanolico a inhibir el desarrollo bacteriano

diferentes concentraciones

Tabla 3. Operacionalizacion de la variable independiente: Composiciéon

guimica del extracto metandlico obtenido de las hojas de Bauhinia

variegata Linn.

1.Variable

2.Tipo de variable

3.Definicion conceptual
¢ Qué es?

Composicion quimica del
extracto metandlico
obtenido de las hojas de
Bauhinia variegata Linn.

Independiente

continua

Es un contenido obtenido desde una
materia prima vegetal por métodos

de extraccion; el cual contiene
fracciones con bioactividad
denominadas metabolitos

secundarios
2008).

(Oliveira y Coelho,

4.Definicion
operacional
,Como se mide?

5.Dimensiones

6.Indicadores

Los extractos
metanolicos se
obtuvieron por el método
de maceracion

Presencia de
elementos quimicos.
Ausencia de elementos
guimicos.

Cantidad de elementos quimicos
presentes en el extracto.
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Sistema de hipotesis
Hipo6tesis alternativa
(H1) Probablemente el extracto metandlico obtenido de las hojas de
Bauhinia variegata Linn, recolectada en el municipio Libertador edo. Mérida
posee actividad antibacteriana frente a bacterias de referencia internacional.
Hipotesis nula
(Ho) Probablemente el extracto metandlico obtenido de las hojas de
Bauhinia variegata Linn, recolectada en el municipio Libertador edo. Mérida

no posee actividad antibacteriana frente a bacterias de referencia

internacional.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Segun Hurtado (2010), los tipos de investigacion pueden ser: exploratoria,
descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva,
interactiva, confirmatoria y evaluativa. Particularmente, la investigacion de
tipo confirmatoria se lleva a cabo cuando ya existen investigaciones previas
de caracter exploratorio, descriptivo y explicativo, y a la vez, se puede
predecir el efecto a partir de la causa o inferir la causa a partir del efecto. En
tal sentido, este proyecto corresponde con una investigacion confirmatoria,
ya que se confirmara la relacion de causa-efecto entre la actividad
antibacteriana de la especie localizada especificamente en la urbanizacion
San Antonio, avenida Andrés Bello, municipio Libertador del edo. Mérida —
Venezuela y el extracto metandlico obtenido de las hojas de B. variegata L.,
frente a bacterias de referencia internacional que pertenecen a la coleccion
del Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios “Prof2. Luisa

Vizcaya” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis.
Disefio de la investigacion
Segun Hurtado (2010), el disefio alude a las decisiones que se toman
en cuanto al proceso de recoleccién de datos y de experimentacion como en

el caso de investigaciones confirmatorias y evaluativas. Estas permiten al

investigador lograr la validez interna de la investigacion, es decir, tener un
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alto grado de confianza de que las conclusiones no son erradas. Es por ello
gue para fines de la presente investigacion el disefio fue de campo,
experimental, transversal — contemporaneo y monovariable. De campo
porque las hojas de B. variegata L. Se recolectaron directamente en un
sector del municipio Libertador del estado Mérida. También se considera
experimental debido a que la especie vegetal fue sometida a determinados
tratamientos, para observar los efectos o reacciones de la misma. Las
muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Productos Naturales del
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, de la
Universidad de Los Andes, con el fin de obtener el extracto metandlico. El
disefio fue transversal y contemporaneo, ya que las muestras se procesaron
en el presente y el dato se recolectd una sola vez, ademas el disefio fue
monovariable ya que el evento de estudio estuvo conformado por una sola

variable.

Poblacién y Muestra

Unidad de investigacion

Para Hernandez y col (2010), la poblacién es la totalidad del fendbmeno a
estudiar. En ella, la unidad de poblacién posee una caracteristica comun, la
cual se estudia y da origen a los datos de la investigacion. En este sentido, la
poblacién en esta investigacion estuvo representada por las hojas frescas y
sanas obtenidas del &rbol de Bauhinia variegata Linn, ubicado en la
Urbanizacién San Antonio, Avenida Andrés Bello, Municipio Libertador, del
Estado Meérida-Venezuela, y la coleccion de bacterias de referencia
internacional (ATCC) disponibles en el Laboratorio de Sindromes
Gastrointestinales y Urinarios “Prof2. Luisa Vizcaya” de la Facultad de

Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes.
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Seleccion del Tamafio Muestral

La muestra, segun Hurtado (2010), es un subconjunto representativo y finito
gue se extrae de la poblacién accesible. En esta investigacién, estuvo
conformado por 101 g de hojas secas Yy trituradas de B. variegata L. La N
muestral esta representada por cinco bacterias: dos Gram positivas
(Staphylococus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212) y
tres Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) disponibles en el
Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios “Profa. Luisa
Vizcaya” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los
Andes.

SISTEMA VARIABLE

Variable independiente:

La composicion quimica del extracto metandlico obtenido de las hojas de

Bauhinia variegata Linn.

Variable dependiente:

Actividad antibacteriana del extracto metandlico obtenido de las hojas de

Bauhinia variegata Linn.
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MATERIALES Y METODOS

Instrumento de recoleccion de Datos

Recoleccién de la plantay preparacién del material

El material vegetal (hojas) de Bauhinia variegata Linn, fue recolectado en el
mes de junio de 2019, de un arbol ubicado en la urbanizaciébn San Antonio,
avenida Andrés Bello, municipio Libertador, del estado Mérida — Venezuela.
Una muestra fue depositada en el Herbario Dr. Ruiz Teran - MERF de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis, la cual fue identificada por el Dr. José
Ramoén Grande (Fig. 8).

El material recolectado (430 g) se someti0 a desecacion en una estufa a
38°C durante 7 dias, luego se separaron las hojas, las cuales fueron molidas

hasta su pulverizacién, obteniendo 101 g de material seco y molido.

Método de extraccion

Para la obtencion del extracto se empled el método de maceracion, se coloco
el material seco y molido (101 g) en metanol (700 mL) durante 4 dias.
Cumplido el primer tiempo de maceracion, se filtré6 esta suspension y al
remanente se le coloco nuevamente metanol hasta obtener un volumen final
de 700 mL, durante 4 dias. Luego se realizé una nueva filtracion y se mezclé
con la anterior, obteniendo un volumen final de 1300 mL de solucién de
extracto metandlico de B. variegata L. La solucién se concentrd6 en un
rotavapor sobre un bafio de Maria a una temperatura de 60°C, a 60 rpm
durante 6 horas, se destil6 el solvente, el extracto metandlico se coloco en un
envase ambar y se mantuvo en a 4 °C resguardado de la luz hasta su uso.

Este procedimiento se realizd en el Laboratorio de Productos Naturales del
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Instituto de Investigaciones, Facultad de Farmacia y Bioandlisis, Universidad

de Los Andes, bajo la supervision de la Prof2. Janne Rojas (Fig. 9).

Fig. 9. Destilacion del solvente con rotavapor. (Foto tomada por el autor).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana por el método de difusién en

agar con discos

Se evalud la actividad antibacteriana del extracto obtenido a partir de las
hojas de la especie B. variegata L, por el método de difusion en agar con
discos descrita por Velasco y col. 2005, utilizando cinco bacterias de
referencia internacional: Staphylococus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Echerichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 23357 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Las cuales
pertenecen a la coleccion de microorganismos del Laboratorio de Sindromes
Gastrointestinales y Urinarios “Prof2. Luisa Vizcaya” de la Facultad de

Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes (Fig. 10).
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Fig. 10. Bacterias de referencia internacional (ATCC) preservadas en agar

conservacion. (Foto tomada por el autor)

Preparacién del agar Mieller Hinton (Himedia®). Se preparé el agar
Mueller Hinton siguiendo las instrucciones del fabricante, se envasé en
placas de Petri cuidando que las mismas quedaran con un espesor de 4 mm,
una vez solidificadas a temperatura ambiente, se realizé el control de
esterilidad y se mantuvieron preservadas en refrigeracion (4 °C) hasta su

uso.

Preparacion de los discos de papel de filtro. Para determinar la actividad
antibacteriana, los discos de papel filtro de 7mm de diametro y 2 mm de
espesor, se impregnaron con 20 pL del extracto metandlico (670 mg/mL)
obtenido de las hojas de la especie B. variegata L. Del mismo modo se
impregnaron discos con el solvente (metanol), el cual se us6 como control
negativo. Los discos impregnados se dejaron secar a temperatura ambiente
durante 18 horas y bajo luz ultravioleta (LUV) 1 hora previa al ensayo (Fig.
11).
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Fig. 11. Discos impregnados con 20 pL del extracto metandlico de Bauhinia
variegata L y discos con 20 pL del solvente (metanol), usados como control

negativo. (Foto tomada por el autor).

Preparacion del in6culo bacteriano. Posterior a La reactivacion de las
bacterias de referencia internacional mantenidas en agar conservacion a
temperatura ambiente, se procedio a realizar una siembra de cada una de
ellas en caldo Mueller Hinton (2.5 mL), se incubaron a 37 °C durante 18
horas. Para evaluar la actividad antibacteriana se prepar6 el in6culo de cada
microorganismo en solucién salina fisiologica (SSF) estéril a fin de obtener
una turbidez equiparable al patron de turbidez de Mac Farland N° 0,5
(1,5x108 UFC/mL).

Siembra del medio y disposicion de los discos. Una vez preparado el
in6culo bacteriano se procedio a inocular cada bacteria en la superficie del
agar Miueller Hinton con un hisopo estéril, para obtener un crecimiento
homogéneo. Sobre la superficie del agar se colocaron los discos de papel de
filtro previamente impregnados con el extracto. Adicionalmente, se coloc6 un
disco estandar del antibidtico de referencia segun el CLSI 2019 para cada
microorganismo como control positivo (Tabla n® 5) y un disco impregnado
con el solvente (control negativo)(Fig. 12). EI medio de cultivo inoculado se
sometié a una preincubacion durante 18 horas a 4°C y luego se incubd a
37°C durante 24 horas (Fig. 13).
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TABLA 4. Antibiéticos utilizados como control positivo en el estudio de
la actividad antibacteriana.

. : Codigo I
Microorganismos Antibidtico
ATCC
Staphylococcus aureus 25923 Linezolid
Enterococcus faecalis 29212 Vancomicina
Escherichia coli 25922 Ampicilina
Klebsiella pneumoniae 23357 Aztreonam
Pseudomonas aeruginosa 27853 Cefepime

Linezolid 30 pg (OXOID®), Vancomicina 30ug (Liofilchem s.r.l.),
Ampicilina 10 pg (OXOID®), Aztreonam 30ug (BD BBL™),
Cefepime 30 ug (BBL™) (Tomado de CLSI 2019).

Fig. 12. Disposicion de los discos en el agar Mueller-Hinton. Extracto
metanolico de las hojas de B. variegata L. (disco marron), Metanol (disco

blanco), Compuesto de referencia (antibiotico comercial).
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Fig. 13. Preincubacién de las placas 4°C e Incubacién de las placas

inoculadas con las cepas bacterianas a 37°C.

Lectura de la prueba. Posterior al periodo de incubacion se realiz6 la lectura
de los halos de inhibicion del desarrollo bacteriano alrededor del disco y se
expres6 en mm (Figura 14 y 15).

Determinacion de la concentracién inhibitoria minima (CIM).

Se determind la CIM del extracto metandlico obtenido de las hojas de B.
variegata L. frente a los microorganismos que mostré actividad
antibacteriana. En tal sentido, se realizaron diluciones del extracto con
metanol en un rango de concentracién de 50 — 500 mg/mL, a partir de cada
dilucion se impregnaron discos con 20 uL y se realizé l|la metodologia

descrita en el paso anterior (Fig. 16 y 17).
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Fig. 16. Esterilizacion de los discos en campana con luz UV y discos
impregnados con extracto metandlico obtenido de las hojas de la especie
Bauhinia variegata Linn a distintas concentraciones para determinar la CIM.

Fig. 17. Determinacion de la Concentracidon Inhibitoria Minima del extracto
metanodlico obtenido de las hojas de la especie Bauhinia variegata Linn
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC

29212, por el método de difusién en agar con discos.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Los resultados obtenidos de la evaluacién de la actividad antibacteriana del

extracto metandlico obtenido de las hojas de B. variegata L. frente a las

bacterias de referencia internacional, muestran que inhibi¢ solo el desarrollo

de las bacterias Gram positivas, S aureus y E. faecalis, con un rango de
halos de inhibicion de 13,5 - 10 mm y valores de CIM de 100 y 250 mg/mL,

respectivamente (Tabla 6).

TABLA 5. Actividad antibacteriana del extracto metandélico obtenido de

las hojas de Bauhinia variegata L.

Zona de Inhibicion (mm)*

Microorganismos Compuestos de referencia CIM
EM (mg/mL)
LNZ | VA | AM | ATM | CFP

Staphylococcus aureus 13.5% | 45+ i i i i 100
ATCC 25923 ’
Enterococcus faecalis . N
ATCC 29212 10 ] 30 ] ] ] 250
Escherichia coli N
ATCC 25922 NA ) & ] ) NP
Klebsiella pneumoniae N
ATCC 23357 NA i ] ] 53 ] NP
Pseudomonas aeruginosa N
ATCC 27853 NA ] ] ] ] 39 NP

EM: Extracto metandlico de obtenido de las horas de Bauhinia variegata L (670 mg/mL);
*mm de los halos de inhibicién (discos de 7 mm de didmetro); NA: no activo; LNZ: Linezolid;
VA: Vancomicina, AM: Ampicilina; ATM: Aztreonam; CFP: Cefepime; CIM: Concentracion
inhibitoria minima, Rango de concentracion: 50 — 500 mg/mL, NP: No probado.
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Discusién

Debido al incremento de bacterias multirresistentes que limitan el
tratamiento de las infecciones que producen, la busqueda de alternativas
terapéuticas ha motivado a la comunidad cientifica internacional, al
respecto las plantas brindan una fuente importante de metabolitos

secundarios con actividad antimicrobiana demostrada.

Diferentes partes de la especie vegetal de B. variegata L. son utilizadas en
la medicina folklorica para el tratamiento de diferentes patologias, y se le
atribuyen varias propiedades biologicas. Para contribuir con el
conocimiento del estudio de la actividad antibacteriana de B. variegata L.
localizada en los andes venezolanos, esta investigacion muestra que el
extracto metandlico obtenido de las hojas inhibi6é el desarrollo sélo de los
microorganismos Gram positivos, S. aureus y E. faecalis. La ausencia de
actividad frente a las bacterias Gram negativas se correlaciona con el
estudio realizado por Martinez y col 2011, este grupo de investigadores
evaluaron la actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de
B. variegata L. que recolectaron en el municipio Manizales, departamento
Caldas, Colombia, y no observaron actividad del extracto crudo frente a E.

coli.

Sin embargo, se observa discrepancias con los resultados obtenidos de esta
especie recolectada en la India, asi lo sefiala Dhale, 2011, quien reporté que
el extracto alcoholico obtenido de las hojas de B. variegata L., fue activo
frente a S. aureus, Bacillus subtilis, E. coli y P. aeruginosa, mostrando el
mayor halo de inhibicion frente a S. aureus. El estudio fitoquimico de dicho
extracto revel6 la presencia de: alcaloides, aceite, glucésido graso,

carbohidratos, fenoles, taninos, lignanos y saponinas. La actividad
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antibacteriana la atribuyeron a la presencia de varios metabolitos

secundarios.

En el mismo afo, Pahwa y col (2011) reportan los resultados obtenidos del
estudio de la actividad antimicrobiana de extractos obtenidos de diferentes
partes de B. variegata L., recolectada en otra region de la India. En relacion
al estudio del extracto metandlico de las hojas mostré actividad frente a
bacterias gramnegativas de la familia Enterobacteriaceae (Shigella spp.,
Salmonella Typhi, E. coli, Enterobacter spp., K. pneumoniae y Proteus
vulgaris), Vibrio cholerae, Pseudomonas spp. y bacterias grampositivas (S.
aureus y Bacillus spp.).

Ambos estudios tienen en comun la actividad de los extractos metandlicos de
las hojas de B. variegata L., frente a bacterias grampositivas dentro de las
gue resalta la actividad frente a S. aureus, en este aspecto se correlacionan
con los resultados obtenidos en la presente investigacion. Sin embargo,
seflalan ademas actividad frente a bacterias grammnegativas de varios
miembros de la familia Enterobacteriaceae, familia Vibrionaceae y no
fermentadores como especies de Pseudomonas, esta diferencia podria
atribuirse a que la composicion quimica y la actividad biologica de una
especie vegetal puede variar dependiendo de las condiciones climaticas, la
composicion de los suelos, el entorno donde se desarrolla, entre otros
(Figueredo y col 2008, Sampaio y col. 2016, Yang y col 2018, Isah 2019). En tal
sentido, surge la necesidad de realizar un estudio fitoquimico de las hojas de
esta especie vegetal recolectada en Mérida - Venezuela ya que las
condiciones medioambientales puede influir en la composicion quimica y que
podrian justificar la ausencia de actividad antibacteriana contra bacterias

Gram negativas, observada en este estudio.
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Al respecto, Mishra y col. 2013 coinciden en sefialar la actividad
antibacteriana observada de extractos con diferentes solventes obtenidos de
las hojas de B. variegata L., recolectada en la India, frente a bacterias Gram
negativas: K. pneumoniae, E. coli, Proteus spp. y Pseudomonas spp. El
estudio fitoquimico reveld la presencia de azlcares reductores,
antraquinonas y saponinas en los extractos polares, y los terpenos y
alcaloides fueron observados en los extractos no polares y en el extracto

etandlico.

Se podria considerar que las condiciones climéticas y la composicion del
suelo bajo las cuales se desarrollo el arbol de B. variegata L. seleccionado
en el presente estudio, favorecieron la presencia de metabolitos secundarios,
los cuales fueron extraidos de las hojas con metanol y que en conjunto
actuaron para inhibir la sintesis del peptioglicano, componente principal de
las bacterias grampositivas como S. aureus y E. faecalis. El mecanismo
descrito que podria explicar la actividad antibacteriana solo frente a este

grupo bacteriano.

Se han reportado diferencias en la actividad antibacteriana dependiendo de
la parte de la planta de B. variegata L. estudiada, flores, hojas o corteza,
como lo describen Pahwa y col (2011), quienes sefialan que de las tres
partes analizadas, los resultados revelaron que el extracto metandlico de la
corteza de esta especie posee un espectro amplio de actividad
antimicrobiana, ya que inhibié el desarrollo de bacterias (grampositivas y
gramnegativas) y hongos. Al respecto, Pokhrel y col. 2002, indican que el
extracto etandlico obtenido de la corteza fue mas efectivo contra bacterias
grampositivas que frente a las bacterias gramnegativas. Parekh y col 2006,
también observaron que los extractos de la corteza fueron activos frente a

ambos grupos de bacterias.
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S. aureus y E. faecalis son importantes patégenos humanos, se encuentran
asociados a infecciones intrahospitalarias con elevadas tasas de resistencia
antimicrobiana. Segun los resultados obtenidos en la presente investigacion,
el extracto metandlico de las hojas de B. variegata L. proporciona una
alternativa terapéutica la cual puede ser explotada con propositos
comerciales. En este orden de ideas, es necesario realizar el estudio

fitoquimico y evaluar los efectos toxicos del mismo.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las conclusiones refieren el conocimiento nuevo generado durante las fases

operativas de la investigacion. En tal sentido, representan la respuesta al

enunciado holopraxico, y los sublogros relacionados con los objetivos

especificos. También la verificacion de la hipdtesis en el caso de las

investigaciones confirmatorias (Palella y Martins, 2010; Hurtado, 2010).

Considerando la interpretacion de los resultados obtenidos en esta

investigacion, las autoras mencionan las siguientes conclusiones:

El extracto metandlico obtenido de las hojas de la especie Bauhinia
variegata Linn recolectada en el municipio Libertador edo. Mérida
inhibio el desarrollo de S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC
29212, con valores de concentracién inhibitoria minima (CIM) de 100 y

250 mg/mL, respectivamente.

Este es el primer reporte sobre el estudio de la actividad
antibacteriana del extracto metandlico obtenido de las hojas de la

especie Bauhinia variegata Linn, en el Municipio Libertador del Estado
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Mérida - Venezuela, contribuyendo con el conocimiento de esta

especie.

Recomendaciones

Debido a la actividad antibacteriana descrita en otras especies del género
Bauhinia y la composicion quimica descrita en Bauhinia variegata Linn, se
sugiere en primer lugar realizar el estudio fitoquimico de la especie
recolectada en Mérida- Venezuela y segundo modificar las condiciones del
ensayo en relacion a: la parte botanica sometida al estudio, emplear otros
solventes en el proceso de extraccion de los principios activos y otras

metodologias para determinar la actividad antibacteriana.
Evaluar el extracto metanaolico obtenido de las hojas de la especie Bauhinia

variegata Linn, en investigaciones con bacterias multirresistentes de origen

nosocomial.
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ANEXOS

56



Fig. 8. Comprobante de identificacion de la muestra botanica por el
investigador del herbario MERF de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de
la Universidad de Los Andes.
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Fig. 14. Actividad antibacteriana del extracto metandlico obtenido de las
hojas de la especie Bauhinia variegata Linn contra Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212, por el método de difusion
en agar con discos.

Fig. 15. Actividad antibacteriana del extracto metandlico de las hojas de de
Bauhinia variegata Linn (disco marrén), halo de inhibicién del antibiético
(control positivo), el control negativo (disco blanco) frente a Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.
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