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Antecedentes.

Uno de los problemas mas importantes generado por los tratamientos con antibiéticos es la aparicion inescapable
de cepas microbianas resistentes a los mismos (por medio de la seleccion natural). Por lo que los médicos
deberian tener un control estricto de la prescripcion de los antimicrobianos. Sin embargo, en nuestro pais no
existe un control de venta y distribucion de los antibiéticos por lo que este problema va mas alla del control
médico e inclusive la automedicacion iaumenta éste problema. Desde el punto de vista bacteriano, el problema es
muy grave, ya que lla seleccidon de bacterias resistentes a multiples antibidticos es constante dando como
resultado el fenédmeno llamado multiresistencia.

Las bacterias se agrupan en comunidades sésiles o biocapas a través de una conducta coordinada, es ésta
forma la principal fuente de infeccion en el hombre. Dado que las biocapas les proveen con un escudo fisico y las
bacterias son tan numerosas y se multiplican rapidamente, algunas bacterias pueden sobrevivir a la accion de
practicamente cualquier medicamento, lo que muchas veces conduce a la muerte del paciente. Los microbios que
de por si tienen una ligera resistencia a los antibiéticos logran sobrevivir, se replican y asi transmiten sus genes a
otras generaciones. Por esa razén se requieren métodos alternativos de combate a las infecciones por
microorganismos. En particular, una manera novedosa de atacar a las infecciones seria modificar la conducta
de las bacterias y evitar la formacidén o promover la disgregacion de las biocapas bacterianas.

Objetivo
Encontrar en infusiones de plantas, sustancias o compuestos que modifiquen el lenguaje bacteriano y que inhiban
la formacién de biocapas, sin matar a las bacterias para asi evitar su seleccion.

Metodologia
La Metodologia empleada consté de los siguientes pasos: 1. Recoleccion de plantas. 2. Obtencién de extractos.

3. Esterilizacion de extractos. 4. Obtencion de cultivos de una cepa de laboratorio de Escherichia coli que puede
hacer biocapas en pozos de PVC. 5. Mezcla de concentraciones crecientes de las infusiones con los cultivos de
la cepa de laboratorio e incubacién bajo condiciones experimentales controladas. 6. Preparacion de los pozos de
PVC para ensayo de biocapas. 7. Deteccién de la formacion de biocapas. 8. Cuantificacion de la cantidad de
biofilm. 9. Andlisis de la toxocidad de las infusiones.

Desarrollo

1. Se recolectaron cuarenta y un plantas y flores de diferentes lugares de la region del sur de la Ciudad de México
(Milpa Alta, Xochimilco, Tlahuac, Coyoacan). 2. En una pequeia olla de peltre colocamos 500 ml de agua y una
porcion de la planta (este experimento se llevo a cabo por separado con cada una de las plantas) dejamos hervir
durante 15min, de esta forma se obtuvo las infusiones. La infusidén se dejo enfriar para después colocarla en
frascos de vidrio. El envase se marcd con el nombre de la planta o la flor. Después se llevaron al laboratorio ya
que este procedimiento se realizé en nuestros hogares. Numeramos las infusiones del 1 al 41. 3. Con la ayuda de
pipetas colocamos 5 ml de cada infusidn en un tubo de ensayo previamente esterilizados y cubiertos con tapa de
metal. Posteriormente los colocamos en un vaso de precipitado de 500 ml y le agregamos alrededor de 250 ml de
agua destilada, lo cubrimos con papel aluminio y lo pusimos al fuego (mechero de Bunsen) durante 15 min para la
esterilizacion en el laboratorio de las infusiones. Verificamos la esterilidad de las infusiones inoculando tres cajas
de Petri con Agar bacteriolégico, marcamos nueve numeros (por fuera y en la parte inferior de cada caja) para
luego colocar una pequeia muestra de cada infusion correspondiente al nUmero marcado. Esto se realizé cerca
de un mechero encendido para preservar la esterilizacion. Posteriormente fueron incubados a 37° C durante 24
hrs. Aquellas infusiones que no presentaron colonias bacterianas en la caja de Petri se utilizaron para estudios
posteriores. 4. Se preparo un cultivo “de toda la noche” de la cepa W3100 (referida en el laboratorio del Dr. Jorge
Membrillo Hernandez como “Cepa silvestre”) en 5 ml de medio LB (1% extracto de levadura, 0.5% peptona
caseina, 1% NaCl en HyO destilada, con un pH = 8.0) a 37°C con agitacion de 200 rpm. 5. Se utilizaron pozos de

PVC de 250 ul para mezclar las infusiones con las bacterias de la cepa W3100. Los pozos fueron primeramente

esterilizados en un horno luz UV (crosslinker) a una energia de 700 Jiem? durante 2 min, éste proceso lo
realizamos dos veces para asegurar la esterilizacion de los pozos. Posteriormente inoculamos 150 ul del cultivo
de W3100 en cada pozo. Se utlizaron 4 concentraciones crecientes de infusiéon y en cada experimento se



utilizaron 2 experimentos control, a los que no se les adiciond infusion alguna. 6. Los pozos previamente
inoculados y dentro de unos recipientes de plastico fueron incubados en la estufa a 37° C por 48 hrs. 7. Se
lavaron los pozos con agua destilada para remover el medio de cultivo y tefiimos los pozos con cristal violeta.
Vaciamos un poco de cristal violeta (colorante que tifie la pared celular bacteriana) y se llenaron los pozos hasta
el tope. Se dejaron durante 20 min a temperatura ambiente y después removimos el cristal violeta sobrante de los
pozos con una pipeta. Lavamos con Hy0 y los dejamos secar. Las biocapas bacterias fueron evidentes como un

anillo en la interfase aire-liquido. 8. Hicimos una solucion que contenia 40 ml de etanol (80%) y 10 ml de acetona
(20%). Fue puesta en una cubeta con hielo para mantenerla a 4°C y asi evitar su evaporacién. Colocamos 200 pl
de esta solucidon en cada pozo. En seguida los trasladamos al cuarto frio donde se dejaron reposar durante
20min. Con esta solucién diluimos el colorante que estaba adherido a las paredes de cada pozo, y como el cristal
violeta es el indicador de la formacion de biocapas removimos a estas. Para la cuantificacion se utilizé un
espectrofotdmetro. Este se configuré a 590 nm que es el espectro por donde la luz violeta es absorbida. En las
cubetas de este aparato (son unos recipientes cuadrados y transparentes) colocamos 800 pl de H,0 destilada

mas 200 pl de la solucion existente en cada pozo. Para la cuantificacion se metieron todas las soluciones antes
hechas de los 8 pozos de cada infusién al mismo tiempo en el espectrofotometro. Después el aparato nos dio los
resultados exactos de concentracion de colorante (0 sea equivalente a la cuantificacion de la cantidad de
biocapas bacterianas). Después de la cuantificacion de los 8 pozos de una infusion. Lavamos las cubetas con
H,0 destilada y repetimos este proceso con todos los pozos de cada una de las demas infusiones. 9. Se coloco

1.5 ml de LB en en un tubo de 2 ml y con el asa metalica-bacteriolégica, se incorporé un poco del cultivo W3110,
lo mezclamos en el voértex aproximadamene 3 min. Hicimos diluciones de éste cultivo con diferentes
concentraciones de infusiones para saber qué infusion tenia efecto bactericida y dichas infusiones fueron
desechadas..

Resultados

1. Se estudiaron infusiones de 41 plantas de las cuales se desecho una por no pasar la prueba de esterilizacion.
2. Al mezclar concentraciones crecientes de las infusiones con cultivos de la cepa W3110, la mayoria no tuvieron
efecto alguno en la formacion de biocapas, algunas de ellas tuvieron un efecto negativo en la produccién de
biocapas y en algunas inclusive tuvieron un efecto positivo en la cantidad de biocapas formadas..

3. La cuantificacién de biocapas nos permitid seleccionar aquellas infusiones que alteraban la formaciéon de
biocapas.

4. De las infusiones probadas, so6lo una tuvo un efecto bactericida (hierbabuena) lo que explica la baja formacién
de biocapas.

Conclusiones

1. Se logro identificar infusiones que alteran la formacién de biocapas bacterianas.

2. Interrumpir el lenguaje bacteriano si puede ser una alternativa al combate contra las infecciones.

3. A través de nuestra experimentacion concluimos que algunas plantas pueden modificar el lenguaje bacteriano,
ya que contienen moléculas que tienen efecto bacteriostatico despegando o evitando la formacién de biocapas y
asi se evita la creacion de una presion selectiva en las bacterias ofreciendo una alternativa eficaz a los
antibidticos.

4. Ahora falta la identificacion de las moléculas responsables de los efectos observados.
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