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Resumen

Esta investigacion tuvo como objetivo la evaluacion del potencial antibacterial iz vitro de Croton
lechleri frente a aislamientos bacterianos aerdbicos de pacientes con tlceras cutdneas del Sanatorio
de Agua de Dios, Cundinamarca, Colombia. La metodologia utilizada incluyé el aislamiento e
identificacién de los aislamientos bacterianos utilizando el sistema automatizado BBL-Crystal™.
Para la evaluacién de la susceptibilidad antimicrobiana in vitro, se realizaron pruebas de difu-
sién en disco, dilucién en agar y difusién en pozo, métodos estandarizados por 7he Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI); usando como sustratos el extracto etanélico y de éter de
petrdleo de Croton lechleri. Se obtuvieron siete aislamientos bacterianos a partir de las tlceras
cutdneas de pacientes del sanatorio, el estudio también incluyé ensayos con cepas de referencia
ATCC: Staphylococcus aureus (ATCC) y de Escherichia coli (ATCC) como control. En los ensayos
de sensibilidad antimicrobiana in vitro, se evidencio que los extractos de Croton lechleri fueron
efectivos frente a la mayoria de aislamientos bacterianos del estudio, siendo el extracto etandlico
el de mayor potencial antibacterial y la técnica de difusién en pozo la que presento mejor sensibi-
lidad y reproducibilidad.

Palabras Clave: Croton lechleri, Gilceras cutdneas, bacterias aerdbicas, sensibilidad antimicrobiana.

In vitro evaluation of antibacterial potential of Croton lechleri against
bacterial isolates from patients with skin ulcers

Abstract
This study evaluated the iz vitro antibacterial potential of Croton lechleri against aerobic bac-
terial isolates from patients with skin ulcers from Agua de Dios Sanitarium, (Cundinamarca,
Colombia). Bacterial isolates were isolated and identified using the BBL-Crystal™ automated
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system. In vitro antimicrobial susceptibility was evaluated through disk diffusion, agar dilution
and well diffusion, using standardized methods from the Clinical and Laboratory Standards Ins-
titute (CLSI). Ethanol extract and petroleum ether from Croton lechleri were used as substrates.
Bacterial isolates were obtained from skin ulcers of patients in the hospital. ATCC reference
strains were included in the assays as controls: Staphylococcus aureus (ATCC) and Escherichia
coli (ATCC). The antimicrobial sensitivity tests demonstrated that Croron lechleri extracts were
effective against almost all strains included in this study. Ethanol extract showed the greater an-
tibacterial potential. The technique that showed the best sensitivity and reproducibility in vitro

was the diffusion well.

Keywords: Croton lechleri, skin ulcers, aerobic bacteria, antimicrobial susceptibility.

Introduccion

La etnofarmacologia es la ciencia que estudia la
utilidad de los productos naturales y las propieda-
des medicinales que le son atribuidas a las plantas
(1). Diversos estudios realizados proveen valida-
cién cientifica de los resultados obtenidos frente
a los sistemas médicos tradicionales, hecho que se
ve reflejado en la aplicacién de estos productos en
diversos campos como; la dermatologfa, inmuno-
logia, bacteriologfa, virologia y parasitologia, entre
otros (1-3).

En el caso particular de las tlceras cutdneas se ha
reportado que el uso de extractos vegetales ayudan
a evitar tratamientos prolongados con antibidticos
que pueden terminar en abandono del tratamien-
to, surgimiento de bacterias multirresistentes y
ademds, como lo afirma Barbeito en el 2005 (4)
en su trabajo de revisién sobre las tlceras crénicas,
se pueden evitar futuros problemas que afecten la
calidad de vida del paciente tales como: baja autoes-
tima, amputaciones, invalidez e incapacidad, etc.

Es importante mencionar que para la obtencién
de los extractos de plantas se pueden usar diver-
sos solventes orgdnicos, por ejemplo: etanol, éter
de petréleo, metanol, diclorometanol, entre otros.
Dependiendo de cudl de estos se elija serd el resul-
tado de los metabolitos secundarios obtenidos y
la polaridad del extracto, caracteristicas claves al
momento de evaluar las propiedades farmacol6gi-
cas de estas sustancias (5).
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Las especies de Croton spp pertenecen a la familia
Euphorbiaceae, irboles nativos de Sur América,
principalmente en paises como Colombia, Pert y
Ecuador (6-8), llamados comtinmente por las po-
blaciones indigenas: “Sangre de Drago” por el ldtex
caracteristico de color rojizo de gran similitud a la
sangre humana que es exudado al rasgar la corteza
del drbol (9-10). El ldtex ha sido usado como parte
de conocimientos ancestrales y de forma empirica
por los pueblos indigenas. Sus principales usos se
relacionan con el tratamiento de afecciones como
céncer, diarrea, enfermedades gastrointestinales,
afecciones dérmicas y dolor. Segtn hallazgos cien-
tificos, este extracto vegetal tiene diferentes pro-
piedades inmunomoduladoras, desinflamatorias,
antivirales, antibacterianas, antiparasitarias y an-
tioxidantes, entre otras (11-12).

Las anteriores propiedades son debidas a metaboli-
tos secundarios pertenecientes a diferentes grupos:
fenoles, terpenoides, alcaloides, leptinas, polipép-
tidos (5-6), tales como: la taspina y la 3-4-O-di-
metilcedrusina, con importantes propiedades ci-
catrizantes (7-13), la proantocianidina SP-303 con
su actividad antiviral frente a virus de la familia
Herpesvirus, virus de la hepatitis A y B e incluso
frente al virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) (13,14), la actividad antimicrobiana es de-
bida a metabolitos tales como el: dcido clorequini-
co, las coberinas Ay B y el 1,3,5-trimetoxibenceno
y el 2,4,6-trimetoxifenol potentes frente a Bacillus
subtilis, entre otros (13).
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Ahora bien, como se reporta en la literatura, las tl-
ceras cutdneas cronicas representan una interrup-
cién en la continuidad de la piel, que trastornan la
estructura anatémica y la funcionalidad del tejido;
en estas, procesos bioquimicos como la hemosta-
sia, inflamacién, proliferacién y remodelacién del
tejido se ven alterados por diferentes factores que
dificultan la regeneracién de la piel. Entre los cua-
les estd el exceso de inflamacién no controlada,
la sobreinfeccion de la dlcera y la enfermedad de
base del paciente (4).

Dentro de los principales agentes bacterianos de
crecimiento aerdbico que han sido asociados a las
tlceras cutdneas se encuentran: los Streptococcus
de los grupos A 'y G, Staphylococcus aureus y Pseu-
domonas aeruginosa, asociados al retraso de cicatri-
zaci6én del injerto (4).

Otros agentes sobreinfectantes de lesiones dérmi-
cas son: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens, Morganel[a morgani, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Stenotropho-
monas maltophilia. Todos los anteriores han co-
brado gran interés ya que han venido presentando
altas tasas de resistencia a los antibiéticos, princi-
palmente frente los B-lactamicos (14,15).

Con relacién a la gran variedad de mecanismos
que confleren resistencia a los agentes bacterianos
frente a los firmacos se encuentran; la destruccién
o inactivacién del firmaco (produccién de enzi-
mas), la evasién de la penetracién del firmaco en
su sitio de accién dentro del microorganismo, las
bombas de expulsién y la alteracién de los sitios de
accién del firmaco (16-18).

El estudio inicial de los patrones de sensibilidad an-
timicrobiana requiere de la ejecucién de técnicas es-
tandarizadas. La normatividad relacionada con el de-
sarrollo de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana
esta determinada por los estdndares y protocolos del
Clinical Laboratory Standars Institute (CLSI) y la Or-
ganizacién Mundial de la Salud (OMS).

Algunos de los documentos relacionados son: el
Protocolo M07-A8 Vol. 29 No. 2 CLSI: Méto-
dos de dilucién para determinar la sensibilidad
a los antimicrobianos de bacterias que crecen
en condiciones aerdbicas; en este documento se
describen la dilucién en caldo y las técnicas de
dilucién en agar e incluye una serie de proce-
dimientos para normalizar la ejecucién de las
pruebas para medir la sensibilidad 7 vitro de las
bacterias frente a los agentes antimicrobianos,
también describe el desempeno, las aplicaciones
y las limitaciones de los métodos actuales reco-

mendados por el CLSI (19).

Asi mismo, el Documento M100-S21 en 31- N°1
CLSI: “Aplicacion de los estdndares para test de sus-
ceptibilidad antimicrobiana: 21°”, informacion su-
plementaria destinada para el uso en los test de

susceptibilidad antimicrobiana publicada en los
documentos del CLSI: M02-A10 y M07-A8 (20).

Por otra parte la OMS con el documento de las
Pautas Generales para las Metodologias de Inves-
tigacién y Evaluacién de la Medicina Tradicional
(General Guidelines for Methodologies on Research
and Evaluation of Traditional Medicine - WHO/
EDM/TRM/2000.1) (21), aborda temas de inte-
rés como: definiciones relacionadas, métodos de
investigacién y evaluacién de los medicamentos
herbarios, investigacion y evaluacién de la inocui-
dad y la eficacia, metodologia de la investigacién
y evaluacién de las terapias basadas en procesos de
la medicina tradicional, requisitos para la investi-
gacion clinica, aspectos éticos, y cuestiones prag-
miticas entre Otros aspectos.

Finalmente, la informacién pertinente de la
Normatividad Colombiana relacionada con el
uso, produccién, y comercializacién de produc-
tos farmacéuticos con base en recursos natura-
les: Articulo 245 Ley 100 de 1993, Ley 86 de
1993, Decreto 677 de 1995, Decreto 377 de
1998, Resolucién 3131 de 1988, Decreto 309 de
2000, Decreto 2266 de 2004, Resolucién 2834
de 2008 (21-22).
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Materiales y métodos
La actual investigacién se desarrollé en cuatro
fases, las cuales se subdividen en mdltiples ejerci-
cios que permitieron el cumplimiento del objeti-
vo del estudio.

Enla primera fase, sellevd a cabo el acercamiento a los
pacientes del Sanatorio de Agua de Dios, Cundina-
marca, Colombia, siguiendo el protocolo estipulado
por el comité de Etica e Investigaciones del Sanato-
rio, la sensibilizacién de los cinco pacientes seleccio-
nados para participar en el estudio y la obtencién
de consentimientos informados. Las caracteristicas
de inclusién que se consideraron para los pacientes
del sanatorio fueron: tener tlceras cutdneas crénicas
sobreinfectadas de acuerdo con el criterio medico y
no haber iniciado tratamiento antibiético.

En la segunda fase, se realizo la identificacién de
cepas bacterianas de crecimiento aerdbico aisladas
de las tlceras cutdneas crénicas de los pacientes.

Toma de muestras. Siguiendo los protocolos de
toma de muestras en lesiones cutdneas, se realizd
un lavado a chorro con solucién salina estéril so-
bre la tlcera, y con una gaza estéril se removié el
tejido muerto de la lesién. Se frotaron dos isopos
de algodén estériles en el centro de la dlcera; uno
para realizar el frotis directo para la coloracién
de Gram y el otro para introducirlo en el medio
de transporte Stuart. Luego de haber tomado las
muestras estas se transportaron en nevera de ico-
por con geles refrigerantes, para asegurar la viabili-
dad de las muestras hasta su llegada al laboratorio
para el posterior procesamiento.

Aislamientos bacterianos. Las muestras transporta-
das en los medios Stuart fueron inoculados me-
diante siembra por agotamiento en agar sangre,
agar nutritivo y agar Mcconkey, enseguida las
placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C;
después de este tiempo, se analizaron las caracte-
risticas macroscépicas de las Unidades Formado-

ras de Colonia (UFC) y la afinidad con tincién de
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Gram de las bacterias y se procedi6 a purificar las
cepas bacterianas obtenidas para la identificacién
bioquimica presuntiva.

Hdentificacion fenotipica. Los pardmetros que se
tuvieron en cuenta como directrices para la iden-
tificacién bacteriana fueron las caracteristicas ma-
croscopicas de las UFC, afinidad tintorial en la
coloracién de Gram, caracteristicas bioquimicas
tales como hemdlisis, prueba de catalasa, fermen-
tacién de azicares, entre otras. Para la identifica-
cién del género y especie se utilizo el sistema au-
tomatizado BBL-Crystal™ para Gram Positivos y
para Gram Negativos.

En la rercera fase de la investigacion se llevaron a
cabo las pruebas de sensibilidad antimicrobiana
usando como sustratos los extractos etandlico y de
éter de petrdleo de C. lechleri.

Obtencion de los extractos de C. lechleri. La me-
todologia usada para la preparacién y obtencién
de los extractos de C. lechleri estd soportada en la
patente de Paul J. Bobrowski (23), a lo largo del
protocolo el autor da la opcién al investigador de
escoger entre diferentes opciones, el solvente orgd-
nico de uso, la técnica de agitacién y la concentra-
cién del extracto.

Teniendo en cuenta estas posibilidades, los solven-
tes orgdnicos usados en este ensayo fueron: etanol
absoluto y éter de petréleo, con el fin de obtener
extractos de afinidad apolar y polar respectiva-
mente (23,24), lo que permitié evaluar la activi-
dad del extracto de acuerdo con sus diferencias de
afinidad y de componentes. Se utiliz6 rotaevapo-
rador con el fin de asegurar la total eliminacién
del solvente orgdnico usado y eliminar trazas de
estos que pudieran competir con la accién antibié-
tica propia del extracto, la temperatura madxima
usada en este procedimiento no excedié los 60°C
para evitar inactivar o destruir algunos compues-
tos de importancia en la actividad farmacolégica

del extracto (23-25).
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Pruebas de sensibilidad

Aspectos a tener en cuenta: el medio en el que se
realizaron las pruebas de sensibilidad fue el Agar
Mueller-Hinton, recomendado en los protocolos
del CLSI para la ejecucién de estas pruebas (19);
para los tres ensayos de sensibilidad se preparé
una suspension del inoculo bacteriano en solucién
salina hasta alcanzar una turbidez equivalente a
la concentracién 0.5 del patrén de McFarland. A
su vez, se prepararon diluciones seriadas en base 2
de cada extracto a evaluar (1:1, 1:2, 1:4) previo al
inicio del ensayo, usando como diluyente Dimetil
sulfoxido (DMSQO); estas diluciones se conserva-
ron refrigeradas a 4°C (25).

Ensayo de difusion en pozo. El agar Mueller-Hin-
ton se inoculo masivamente en la superficie con
la suspensién bacteriana y los controles (turbidez
equivalente al patrén 0.5 McFarland), y se esper6
15 minutos para permitir la absorcién de este en la
superficie del medio. Con un sacabocados estéril
se perford el medio de cultivo buscando obtener
un pozo de 6mm de didmetro, con bordes unifor-
mes y hasta el fondo de la caja de petri. Se evalué
un extracto por caja, un pozo por concentracion
del mismo; en cada pozo se inocularon 20uL de
la dilucién del extracto a probar, usando un pozo
para el DMSO como control negativo. Los medios
fueron incubados a una temperatura aproximada
de 37°C durante 18 — 24 horas. Finalmente se rea-
lizé la lectura de la susceptibilidad antimicrobiana,
por observacién y medicion del halo de inhibicién
alrededor de cada pozo. Los ensayos se realizaron
por duplicado para cada aislamiento bacteriano.

Ensayo de difusion en disco. Los sensidiscos fueron pre-
parados el dia anterior al ensayo. En una caja de petri
se colocaron los sensidiscos de papel filtro de manera
que no se sobrelaparan, y cada uno se impregno con
20pL de la dilucién del extracto a evaluar; adicional-
mente se prepararon sensidiscos con DMSO. Final-
mente se taparon y se llevaron a incubar durante 24
horas a 37°C para permitir la completa absorcién de
la solucién del extracto en el disco.

Al dfa siguiente se inoculo masivamente la super-
ficie del agar Mueller-Hinton con la suspensién
bacteriana (0.5 patrén McFarland) y los controles,
y se esperd 15 minutos para permitir la absorcién
de este en la superficie. Luego de este tiempo, se
colocaron los diferentes sensidiscos con cada una
de las diluciones del extracto a evaluar y el sensi-
disco de DMSO; al igual que el disco que contie-
ne el antibidtico de referencia para cada especie
bacteriana. Las cajas se llevaron a la incubadora a
una temperatura aproximada de 37°C durante 18
a 24 horas. Finalmente, se realizé la lectura de la
susceptibilidad antimicrobiana por observacién y
determinacién del halo de inhibicién alrededor de
cada disco. Los ensayos se realizaron por duplica-
do para cada aislamiento bacteriano.

Ensayo de dilucion en agar. Se preparé el Agar
Mueller-Hinton siguiendo las indicaciones del fa-
bricante y se mantuvo en estado liquido hasta la
incorporacién del extracto correspondiente (tem-
peratura entre los 45°C — 50°C). Se agrego una
parte de la solucién diluida de la sustancia en es-
tudio a nueve partes del Agar Mueller-Hinton;
mezclando hasta obtener una solucién homogénea
del extracto con el agar. Este medio modificado se
vertié en cajas de petri de manera que el grosor del
medio de cultivo fuera de 4 mm y se espero hasta
su solidificacién. Como control negativo se utili-
zaron cajas de agar Mueller-Hinton con DMSO.
Se inoculé la bacteria previamente suspendida con
una turbidez equivalente a la escala 0.5 de McFar-
land, asegurdndose de que la totalidad de la super-
ficie del medio quedara inoculada masivamente.
Se dejaron las placas inoculadas a temperatura
ambiente durante 15-20 minutos para garantizar
la total absorcién, posteriormente fueron incuba-
das a 37°C durante 18 a 24 horas. Finalmente se
realizé la lectura de la susceptibilidad antimicro-
biana, por observacién de la presencia o ausencia
de crecimiento en la superficie del agar.

Finalmente, en la cuarta fase se llevo a cabo la

socializacién de los resultados obtenidos ante el
comité de Etica e Investigacién del Sanatorio de

55



NOVA - Publicacién Cientifica en Ciencias Biomédicas - ISSN: 1794-2470 - Vol. 11 No. 19 enero - junio de 2013

Agua de Dios, y de esta forma posibilitar el surgi-
miento de nuevas interrogantes, llegar a conclu-
siones y plantearse nuevas perspectivas en cuanto
al manejo de las tlceras cutdneas de los pacientes
del sanatorio usando terapias basados en la medi-
cina alternativa.

Resultados

En las tlceras cutdneas sobreinfectadas de los
cinco pacientes del Sanatorio de Agua de Dios se
obtuvieron siete aislamientos bacterianos de cre-
cimiento aerdbico, de las cuales; un 57.2% son
bacterias Gram Positivas: “Streptococcus agalac-
tiae, codificada con el ndmero (1.2p), Streptococcus
uberis (2.2p), Streptococcus uberis (4p), Streptococ-
cus sanguis (5.2p)” y el otro 42.8% son bacterias
Gram Negativas: “Pseudomonas aeruginosa (3.1),
Burkholderia cepacia (2.2N), Stenotrophomonas
maltophilia (1.1N)”. Figura 1.

En cuanto a los resultados obtenidos a nivel de
las pruebas de sensibilidad antimicrobiana, se evi-
dencio que en el ensayo de dilucion en agar con el
extracto etandlico en la dilucién 1:1 obtuvo una
eficacia antibacteriana (ausencia de crecimiento)
del 100% de las bacterias evaluadas: S. agalactiae,
los dos diferentes aislamientos de S. uberis, S. san-
guis, S. aureus (ATCC); S. maltophilia, B. cepacia,
P. aeruginosa'y E. coli (ATCC).

En la dilucién 1:2 en un 88.88% de las bacterias:
S. agalactiae, los dos diferentes aislamientos de S.
uberis, S. sanguis, S. aureus (ATCC); S. maltophi-
lia, B. cepacia, P. aeruginosa y finalmente para la
dilucién 1:4 se obtuvo efecto antimicrobiano en
el 66.66% especificamente sobre: S. agalactiae, los
dos diferentes aislamientos de S. uberis, S. sanguis,
S. aureus (ATCC); S. malrophilia, B. cepacia, P.

aeruginosa, Figura 2.

Figura 1. Identificacién bacteriana Pseudomonas aeruginosa (3.1N) A. Colonias en agar MacConkey, bacterias no fermentadoras;
B. coloracién de Gram, objetivo 100x: Bacilos Gram negativos C. Panel de Identificacién BBL-Crystal™ (ID).
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Figura 2. Ensayo de dilucién en agar, extracto etanélico Croton lechleri.
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El mismo ensayo con el extracto de éter de petré-
leo mostré resultados diferentes; en la dilucién
1:1 se obtuvo una eficacia antibacteriana (ausen-
cia de crecimiento) en el 55.55% de las bacterias

del estudio: S. agalactiae, uberis, S. aureus
(ATCC) y E. coli (ATCC), y 0% de eficacia para
las diluciones 1:2 y 1:4, Figura 3.
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Figura 3. Ensayo de dilucién en agar, extracto éter de petrdleo Croton lechleri.

Para el ensayo de difusién en pozo con el extracto
etandlico, S. maltophilia evidencié un patrén im-
portante de sensibilidad, esta bacteria presentd los
mayores halos de inhibicién en las tres diferentes
diluciones evaluadas; 1:1, 1:2 y 1:4 con didmetros

de 21.5mm, 19.5mm y 17.5mm respectivamente.
En contraste, E. coli (ATCC) fue la bacteria con
los menores halos de inhibicién siendo estos de
12.5mm en dilucién 1:1, 9.0mm en dilucién 1:2 y
7.0mm en dilucién 1:4. Figura 4.
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Figura 4. Ensayo de difusién en pozo, extracto etandlico Croton lechleri.
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En el método de difusién en pozo para el extracto
de éter de petréleo, se observé un patrén de efica-
cia similar a los datos obtenidos para el extracto
etandlico. Sin embargo, el didmetro de los halos
de inhibicién presenté una marcada disminucién
en comparacién con los obtenidos en el ensayo con
el extracto etandlico de C. lechleri, tal como se ob-
servo en S. maltophilia, con la cual se obtuvieron

halos de inhibicién de 14.5mm en la dilucién 1:1;
13.0mm en la dilucién 1:2 y finalmente 11.0mm
en la dilucién 1:4. E. coli fue la bacteria que pre-
sentd los halos mds pequefos en el ensayo con
el extracto etandlico, datos similares a los que se
encontraron con el extracto de éter de petréleo:
9.5mm en dilucién 1:1, 7.00mm en dilucién 1:2 y
6.5mm en dilucién 1:4, Figura 5.

ENSAYO DE DIFUSION EN POZO CON EXTRACTO DE ETER DE PETROLEO DE CROTON LECHLER/

16,00

14,00

12,00 -

E 000
g
z
]
2
@ 8,00
H
F
a
]
; 6,00 -

4,00

2,00

0,00

Sepp B Freplococius 5% it Bur '
agatart e ke wbers SRR + - e atophta CEpaa e e Eoch
W Seneal 5150 1853 11,00 1300 1300 1450 150 1052 a5
sasml us | ns 050 1200 use | »ow 5.0 T 708
L] Hﬂl’-_ 1050 11.00 800 1 10,00 1000 1100 | B5D 250 653
.dilucién 1:1 -dilucién 1:2 -dilucién 1:4

Figura 5. Ensayo de difusién en pozo, con éter de petrdleo Croton lechleri.

Para los ensayos de difusion en disco usando el
extracto etandlico, el didmetro del mayor halo
de inhibicién fue de 15.0 mm para S. malro-
philia con la dilucién 1:1 y el menor didmetro
de halo fue presentado por E. coli que corres-
pondié a 6 mm en las tres diferentes dilucio-
nes (dilucién 1:1, dilucién 1:2 y dilucién 1:4),
Figura 6.
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En este mismo método con el extracto de éter de pe-
tréleo se presenté disminucién en el didmetro de los
halos de inhibicién en comparacién con los del ensa-
yo con extracto etandlico. Para S. maltophilia el ma-
yor halo de inhibicién fue de 13.5mm en la dilucién
1:1, y E. coli presentd los menores halos de inhibicién
con 7.00 mm en dilucién 1:1 y 6.0mm de didmetro
tanto en dilucién 1:2 como en 1:4. Figura 7.
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Figura 6. Ensayo de difusién en disco, extracto etanélico Croton lechleri. **Antibiético comercial, grupo Streptococcus spp: vancomici-
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Discusion

Barbeito et al en 2005 (4), reportan en su estudio
que los principales agentes bacterianos asociados a
la sobreinfeccion de ulceras cutdneas son Staphylo-
coccus aureus y Streprococcus. pyogenes, seguidos de
otras especies de Streptococcus, Pseudomonas spp,
Proteus sp y Klebsiella sp las cuales son responsa-
bles de piodermas y sepsis gangrenosos y que se
asocian al retraso de la cicatrizacién (4-15). Resul-
tados que se correlacionan con los resultados ob-
tenidos en este estudio, en el cual se aislaron siete
cepas bacterianas, pertenecientes a estos géneros:
57.2% de bacterias Gram Positivas “Streptococcus
agalactiae (1.2p), Streptococcus uberis (2.2p), Strep-
tococcus uberis (4p), Streprococcus sanguis (5.2p)”y
el 42.8% bacterias Gram Negativas “Pseudomonas
aeruginosa(3.1N), Burkholderia cepacia(2.2N), Ste-
notrophomonas maltophilia (1.1N)”.

En cuanto a los extractos de Croton lechleri, se de-
mostr6 que la polaridad es un aspecto importante
que permite comprender las diferencias entre la ac-
tividad y eficacia que los extractos de una misma
planta puedan presentar frente a las bacterias (5).
En este sentido, el extracto etandlico de Crozon le-
chleri se caracteriza por ser apolar, caso contrario
del extracto obtenido con éter de petréleo, lo que
se correlaciona con la diferencia en los resultados del
potencial antibacteriano obtenidos para cada uno.

El extracto etandlico fue mds potente ya que como
lo exponen Ramirez L en 2009 y Murillo P, en
su investigacién relacionada con la evaluacién de
la resistencia antimicrobiana en aislamientos de S.
aureus asociados a mastitis bovina en un hato le-
chero en el ano 2008: “cuando las bacterias son
expuestas a los agentes antimicrobianos, el grupo
con carga positiva (polar) se asocia con los grupos
fosfato de los fosfolipidos de la membrana, mien-
tras que la porcién no polar penetra en el inte-
rior de la membrana la cual se caracteriza por ser
hidréfobo, esto induce la pérdida de la semiper-
meabilidad de la membrana, permitiendo asi que
mds componentes penetren en la célula y desnatu-
ralicen las proteinas de la misma” (26).
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Al igual que la polaridad, los metabolitos secunda-
rios que se consiguen en cada uno de los extractos
dependen del solvente usado para su obtencién.
Estos metabolitos son los responsables de las pro-
piedades farmacoldgicas de las plantas, esto se ve
reflejado en la mayor eficacia presentada por el ex-
tracto etandlico de C. lechleri en comparacién con
el extracto obtenido con éter de petrdleo. El pri-
mero presenta un mayor nimero de compuestos
con actividad antimicrobiana, tales como: taninas,
polifenoles, poliacetilenos, flavonoles, terpenoides,
esteroides, alcaloides y propéleos y para el segundo
extracto, éter de petréleo, la composicién de meta-
bolitos secundarios se ve reducido a la mitad con-
teniendo: alcaloides, aceites esenciales, terpenoides
y cumarinas (3, 5,11).

La explicacién que se tiene con respecto a las di-
ferencias de sensibilidad entre las bacterias Gram
positivas y las Gram negativas se centra en la es-
tructura de las membranas y la pared celular bac-
teriana tanto a nivel morfolégico como fisiolgi-
co; adicional a estas dos estructuras, las bacterias
Gram negativas poseen una membrana externa
responsable de cierto grado de resistencia frente a
los agentes antibacterianos (27). Las paredes ce-
lulares de las bacterias Gram negativas contienen
peptidoglucano, lipoproteina exterior y lipopo-
lisacdridos las cuales emergen hasta la superficie
bacteriana, en general, esta es permeable sin se-
lectividad especifica. Sin embargo, la membrana
externa es semipermeable, por lo que restringe el
paso de moléculas relativamente grandes, como es
el caso de los metabolitos secundarios presentes en
los extractos etandlicos y de éter de petréleo (5).

Ahora bien, es necesario resaltar la importancia de
elegir las técnicas y metodologias a utilizar en el
caso de realizar investigaciones relacionadas con
la actividad antimicrobiana de extractos prove-
nientes de plantas, por cuanto dependiendo de la
técnica escogida variaran los resultados, asi como
su sensibilidad y reproducibilidad de acuerdo con
las caracteristicas de los extractos (25). Como se
evidencio en esta investigacién, hay una disminu-
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cién significativa entre el didmetro de los halos de
inhibicién presentados entre los dos métodos de
difusién ejecutados; difusion en disco y difusién
en pozo, siendo este Ultimo el que mostré halos
de inhibicién mds significativos en cada una de las
diluciones usadas con cada aislamiento evaluado.

Ya que como lo mencionan Ramirez L (25); y Kla-
ncnik ez al (28) que la técnica de difusién en disco
presenta desventajas en el caso de que se requiera
evaluar un extracto vegetal que contenga com-
puestos catiénicos y polares. De igual forma, ellos
reportan que el método de difusién en disco, es
apropiado solo como un test de screening previo a
la determinacién cuantitativa del MIC por méto-
dos de dilucién.

Lo anterior se debe a que el papel filtro de Whar-
tham estd compuesto por celulosa y una alta can-
tidad de grupos hidroxilo libres que le confieren
propiedades hidrofilicas al disco, lo que afecta
directamente algunos compuestos catiénicos de
los productos naturales, por cuanto estos son ab-
sorbidos por la superficie del disco impidiendo su
difusién en el medio (25), falseando asf los resulta-
dos acerca del verdadero potencial antibacteriano
del producto evaluado. En concordancia con estas
afirmaciones, los resultados hallados en esta inves-
tigacién revelan las diferencias entre las técnicas
de difusién usadas, como se observa en el resulta-
do obtenido con S. maltophilia 1a cual dio como
resultados en el halo para difusién en pozo 21.5
mm y para el ensayo de difusién en disco 15.0 mm
con el extracto etandlico.

Contrario a las afirmaciones anteriores, la técnica
de difusién en disco es la de eleccion para investi-
gadores como Selowa ez a/ (29), quienes hallaron
buenos resultados en la evaluacién de extractos de
tres especies de Croton spp contra bacterias Gram
Positivas, al igual que Rojas ez a/ en su investiga-
cién con extractos de plantas usadas en la medicina
folklérica Colombiana para quienes los resultados
obtenidos fueron significativos tanto en bacterias
Gram Positivas como en Gram Negativas (30).

Debido a esta discrepancia de opiniones y con el
fin de obtener una mayor sensibilidad en estas
pruebas, muchos investigadores realizan la técnica
de difusién en pozo; como es el caso del estudio
realizado por Panda ez 4/ (31), quienes utilizaron
este método, siendo esta técnica mucho mis sen-
sible, debido a que el extracto difunde libremente
en el agar.

Por ultimo, la técnica de dilucién en agar que se
utilizé presenta una variedad de ventajas que au-
mentan la sensibilidad para cantidades pequenas
de muestra, lo cual es importante cuando se traba-
ja con productos naturales; porque ademds permi-
te determinar no solo el potencial bactericida sino
también el bacteriostdtico de los extractos.

Prescott et al consideran que esta es una técnica
valiosa que brinda una identificacién confiable y
precisa de la actividad antibacteriana de la planta
(32). Asi mismo Ncube ez 2/ (33), mencionan en
su articulo de revisién relacionado con las técni-
cas para comprobar las propiedades antimicrobia-
nas de los componentes de origen natural de las
plantas, que la prueba de dilucién en agar es mds
versdtil en comparacién con el ensayo de dilucién
en caldo, puesto que no presenta problemas de re-
cuento y la determinacién de los puntos de inte-

rrupcién de MIC.

Conclusiones
Croton lechleri presenta actividad antibacteriana
frente a las bacterias aisladas de tlceras cutdneas
sobreinfectadas de los pacientes del estudio.

El extracto etandlico tiene un mayor potencial an-
tibacterial frente a los aislamientos bacterianos del
estudio en comparacién con el del extracto con
éter de petréleo, gracias a su afinidad polar y su
mayor variedad de componentes que le confieren
esta propiedad. El extracto etandlico obtuvo ha-
los de inhibicién de gran significancia, los cuales
pueden ser comparables con los presentados frente
a los estandarizados con el uso de antibiéticos de
rutina en la clinica.
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El ensayo que mostré una mayor sensibilidad y re-
producibilidad fue el de difusién en pozo como
se esperaba segtin los informes de investigaciones
anteriores; pues como se asumia, los ensayos de
difusién en disco evidenciaron una marcada re-
duccién en los halos de inhibicién.

La Escherichia coli ATCC, fue la bacteria que pre-
senté la menor sensibilidad frente al extracto de
Croton lechleri y Strenotrophomonas maltophilia la
mayor sensibilidad.

Croton lechleri es una planta con importantes pro-
piedades antibacterianas, que la pueden hacer can-
didata para ser usada en la industria farmacéutica
alternativa en el mercado actual.
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