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PALABRAS CLAVE Resumen
Sinergismo; Con el descubrimiento de la penicilina, el uso de antibiéticos de amplio espectro para tratar
Actividad bactericida; infecciones causadas por bacterias de interés farmacoldgico se ha ampliado, lo que ha lleva-

do al uso indiscriminado de antibioticos, asi como el cambio morfoldgico y genético de esas
bacterias, lo que ha causado su resistencia contra los antibioticos a los que antes eran sus-
ceptibles. La “revolucion verde” y el estudio de las propiedades de interés biologico de
ciertos compuestos vegetales, asi como la relacion entre estos y los antibioticos para inhibir
el crecimiento bacteriano corresponden a un proceso conocido como sinergismo. El objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto de 3 fracciones del extracto hexanico de Petiveria
alliacea contra dos cepas microbianas de interés farmacoldgico Klebsiella pneumoneae y
Pseudomona aeruginosa. Se llevaron a cabo tres experimentos: el primero la extraccion y
fraccionamiento de extractos hexanicos los cuales fueron sometidos a ensayos bacterianos;
el segundo experimento utilizando las fracciones con resultados favorables del experimento
anterior, en el cual se evalud con el propésito de observar el efecto sinérgico que tienen estas
fracciones con antibioticos de amplio espectro; en un tercer experimento, se realiz6 un ana-
lisis quimico mediante un cromatografo de gases para identificar los compuestos quimicos
presentes en cada fraccion. En conclusion, de las fracciones obtenidas solo tres presentaron
actividad antimicrobiana y una presenté sinergismo inhibidor de mecanismos contradefensi-
vos. Los compuestos fitol, 8-heptadeceno, 7-hexil-docosano, 11-pentil-eicosano y 13-do-
cosenamida de la fraccion V del extracto presentan actividad sinérgica y bactericida.
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Abstract

With the discovery of penicillin, the use of broad-spectrum antibiotics to treat infections
caused by bacteria of pharmacological interest has been expanded, which has led to the in-
discriminate use of antibiotics, as well as the morphological and genetic change of these
bacteria, which has caused their resistance against antibiotics to which they were previously
susceptible. The “green revolution” and the study of the properties of biological interest of
certain plant compounds, as well as the relationship between these and antibiotics to inhibit
bacterial growth correspond to a process known as synergism. The objective of this study was
to evaluate the effect of 3 fractions of the hexane extract of Petiveria alliacea against two
microbial strains of pharmacological interest, Klebsiella pneumoneae and Pseudomonas
aeruginosa. Three experiments were established: the first the extraction and fractionation of
hexanic extracts which were subjected to bacterial tests; the second experiment using the
fractions with favorable results from the previous experiment, in which it was evaluated with
the purpose of observing the synergistic effect that these fractions have with broad-spectrum
antibiotics; In a third experiment, a chemical analysis was performed using a gas chromato-
graph to identify the chemical compounds present in each fraction. In conclusion, of the
fractions obtained, only three presented antimicrobial activity and one presented inhibitory
synergism of counterdefensive mechanisms. The compounds phytol, 8-heptadecene,
7-hexyl-docosane, 11-pentyl-eicosane and 13-docosenamide of fraction V of the extract show

synergistic and bactericidal activity.

Introduccion

Un problema de salud mundial, que se encuentra en
constante evolucion, es la resistencia bacteriana a
los antibioticos, que se ha registrado en bacterias
Gram negativas y Gram positivas (Quifonez, 2017).

La resistencia adquirida es una de las mas preocu-
pantes entre la comunidad médica responsable del
diagnostico y el tratamiento de infecciones, la cual
se presenta en una bacteria inicialmente sensible a
los antibidticos que se ve afectada por cambios, por
mutaciones o por la adquisicion de genes de resisten-
cia durante el fenomeno conocido como transferen-
cia genética lateral, que es un proceso por medio del
cual un organismo transfiere material genético a otra
célula que no es descendiente (Rodriguez et al.,
2014).

Esta resistencia a antibidticos puede ocasionar el
fracaso en los tratamientos de enfermedades infec-
ciosas, el aumento en los costos, asi como en la tasa
de victimas mortales e incluso llegar a ocasionar epi-
demias. La resistencia a los antibiéticos se ve favore-
cida por el abuso y el mal uso de los antimicrobianos
en medicina humana (Buldain, 2019).

Una alternativa para contrarrestar la resistencia a
antibioticos es la explotacion de productos naturales
para usos medicinales, pues la resistencia antimicro-
biana es una amenaza para la salud publica, pero
también para la seguridad alimentaria y la inocuidad

de los alimentos, asi como para la vida, la produccion
animal y el desarrollo econdomico y agricola (Robles et
al., 2019).

Existen diversas investigaciones sobre el potencial
de extractos de plantas para combatir los problemas
de resistencia a los antibidticos en bacterias. Los ex-
tractos de plantas que consisten en mezclas comple-
jas de los principales compuestos y sus metabolitos
secundarios, junto con los antibioticos convenciona-
les exudan posibles efectos sinérgicos (Xi Yap et al.,
2014).

Se han utilizado diversas técnicas microbiologicas
para demostrar la actividad antimicrobiana de plan-
tas frente a microorganismos patogenos para el hom-
bre. Entre ellas la utilizacion de extractos vegetales,
los cuales son una mezcla compleja, con multitud de
compuestos quimicos, obtenible por procesos fisicos
y/0 quimicos a partir de una fuente natural y utiliza-
ble en cualquier campo de la tecnologia; en general,
los extractos son soluciones diluidas de metabolitos
secundarios. (Vélez et al., 2018).

Una muestra de lo antes mencionado es Petiveria
alliacea, planta endémica de México, Islas del Cari-
be, Centro y Sudamérica, de tallo recto, poco ramifi-
cado de 0.5 a 1 m de alto, con hojas alternas de for-
ma eliptica y de 6 a 19 cm de largo. Sus flores son
pequehas de color blanco y el fruto es una baya cu-
neiforme que presenta cuatro ganchos doblados hacia
abajo. Existen referencias etnograficas de diferentes
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paises en cuanto a la aplicacion de P. alliacea en va-
rias enfermedades infecciosas (Ochoa et al., 2013).

Asimismo se han reportado usos como antiinflama-
torio, antimicrobiano, antiherpético, analgésico, in-
munomodulador, anticancerigeno, hipoglicemiante,
para las infecciones cutaneas micoticas y psoriasicas.
(Lopez et al., 2020).

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el
efecto de 3 fracciones del extracto hexanico de Peti-
veria alliacea contra dos cepas microbianas de inte-
rés farmacologico Klebsiella pneumoneae y Pseudo-
mona aeruginosa.

Material y métodos

El presente estudio se llevo a cabo en el Laboratorio
de Biotecnologia de la Universidad Tecnolodgica de
Gutiérrez Zamora (UTGZ), Veracruz. y el Laboratorio
Ecologia Quimica y Agroecologia del Instituto de In-
vestigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad (IIES),
Morelia, Michoacan.

Obtencion del extracto hexanico de Petiveria
alliacea

El material vegetal utilizado para la obtencion del
extracto consistio en hojas, tallo y raiz sanas y com-
pletamente desarrollados de Petiveria alliacea, co-
lectadas en la zona rural de Gutiérrez Zamora, Ver. El
material vegetal se lavo con agua corriente por 5 min
para eliminar el excedente de polvo y tierra, se elimi-
no6 el exceso de humedad y se maceraron 100 g de
material vegetal con 450 mL de hexano marca Wohler
grado reactivo durante 15 dias en la oscuridad a una
temperatura de 16 °C, después de transcurrido este
tiempo el extracto obtenido se filtro y se concentro
por medio de arrastre de vapor recuperandose el
hexano utilizado (Camacho, 2014).

Fraccionamiento del extracto hexanico

El fraccionamiento del extracto hexanico se llevd a
cabo mediante el método de cromatografia de co-
lumna, para la determinacion de la fase movil se rea-
lizé una cromatografia en placa fina de silica 60F254
(Thickess 0.2 mm) sobre un soporte de lamina de alu-
minio con relacion de Hexano-Acetato de Etilo marca
Suprasolv en una proporcion de 80:20 (v/v) respecti-
vamente (Silva, 2020).

Se empaco una columna con 50 g de silica de gra-
nulo medio con tamano de 200 ym marca Sigma-Al-
drich, el volumen utilizado del extracto hexanico fue

de 4 mL (Elizondo, 2020) de la cual se obtuvieron sie-
te fracciones.

Ensayos antibacterianos

En la evaluacion de la actividad sinérgica de las frac-
ciones, se utilizaron sensidiscos de antibioticos de
amplio espectro: Imipenem (Im/10mg Becton Dickin-
son), Cloranfenicol (Cl/30mg Becton Dickinson) y Van-
comicina (Va/30mg Becton Dickinson) con cepas mul-
tirresistentes de Klebsiella pneumoneae 'y Pseudomona
aeruginosa donadas por el Hospital Infantil “Eva Sa-
mano de Lopez Mateos”. Los antibiogramas se realiza-
ron por el método de difusion de disco (Montero et
al., 2018), para esto se preparo un inoculo con una
concentracion de 0.5 en escala McFarland correspon-
diente a 1.5 x 108 UFC/mL, la siembra de las bacterias
se realizd en cajas petri con agar Mueller Hinton (BD
BIOXONTM) con una concentracion 38 g/L con la ayu-
da de hisopos estériles por la técnica de estriado en
tres direcciones. En los tratamientos del antibiotico
con el extracto, primero se coloco el sensidisco y en-
cima de este el disco impregnado con 5 pL del extrac-
to. Las placas fueron incubadas a 37 + 2 °C durante 24
horas antes de su lectura. En la tabla 1 se presentan
los tratamientos utilizados por cada fraccion.

Tabla 1. Tratamientos utilizados para evaluacion antibacteriana

Tratamientos Descripcion

T1 Antibidtico

T2 Antibidtico + Extracto
T3 Extracto

T4 Solvente (Hexano)
T5 Disco estéril

Analisis quimico de las fracciones

El analisis quimico de las fracciones obtenidas de P
alliacea se llevo a cabo mediante un cromatégrafo de
gases marca Agilent 6890, acoplado a un detector selec-
tivo de masas (MSD) Agilent Technologies 5973 Network,
con sistema de analisis de datos HP MS ChemStation y
una Biblioteca de espectros NIST 2.0., en donde se in-
yecto 1L de cada fraccion en modo Split, con relacion
20:1 a 250 °C en una columna capilar HP5 de 30 m x
0.25 mm x 0.25 pym con fase estacionaria apolar de 5 %
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fenil-poli(metilsiloxano). La temperatura del horno se
programo a 150 °C durante 3 min con una rampa de ca-
lentamiento de 5 °C/min hasta 278 °C, como gas aca-
rreador se empled helio a un flujo de 1 mL/min. La co-
rrida total duro 50 min (Technologies, 2016)

Resultados

Obtencion y fraccionamiento del extracto
hexanico

Se obtuvo el extracto hexanico de P. alliacea median-
te el método de maceracion en oscuridad, el cual fue
concentrado por el método de arrastre de vapor para
eliminar la mayor cantidad de hexano posible, obte-
niendo 55 mL con una concentracion de 25 mg/mL.

El extracto de P. alliacea obtenido se fracciono por
cromatografia en columna, de la cual se obtuvieron
siete fracciones las cuales fueron sometidas a ensayos
bacterianos para probar el efecto bactericida y com-
probar si presentan efecto sinérgico.

Efectividad de actividad antibacteriana y
sinérgica

Se evalud la actividad antibacteriana de cada frac-
cion obtenida de manera cualitativa y cuantitativa
por el método de difusion de disco contra 2 bacterias
de interés farmacolégico (K. pneumoneae y P. aerugi-
nosa); todos los ensayos fueron realizados por tripli-
cado para poder obtener resultados confiables.

Los resultados de la evaluacion cualitativa de los en-
sayos bacterianos de las fracciones se pueden observar
en el cuadro 2, se presentan solamente las fracciones
que presentaron resultados favorables de inhibicion.

Tabla 2. Fracciones del extracto P. alliacea con antibidticos que

presentaron inhibicion contra K. Pneumoneae y P. Aeruginosa.

sz K. Pneumo- @ P. Aeru-
Antibiotico .
neae ginosa
Imipenem - +
1 Cloranfenicol + -

Vancomicina - -

Imipenem - +

[\ Cloranfenicol + -

Vancomicina - -

Imipenem + +
\" Cloranfenicol + +
Vancomicina + +

+=Presenta inhibicion -=No presenta inhibicion

La evaluacion cuantitativa de los ensayos bacteria-
nos de las fracciones con actividad antimicrobiana se
realizaron midiendo el diametro del halo de inhibi-
cion (en mm) que se genera alrededor del disco im-
pregnado con el antibidtico y en accion sinérgica con
la fraccion del extracto a evaluar, los resultados se
pueden observar en la figura 1 para K. pneumoneae y
la figura 2 para P. aeruginosa donde Im: Imipenem, Cl:
Cloranfenicol, Va: Vancomicina y Ext: Extracto hexa-
nico de la fraccion evaluada, adicionalmente, se ana-
den las barras de desviacion estandar en cada grafica
para corroborar si los tratamientos son estadistica-
mente diferentes.
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Figura 1: Analisis cuantitativo de actividad antimicrobiana de las
fracciones de P, alliacea evaluado contra K. pneumoneae
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Figura 2: Analisis cuantitativo de actividad antimicrobiana de las
fracciones de P. alliacea evaluado contra P. aeruginosa

Los bioensayos mostrados en las graficas anteriores
presentan actividad inhibitoria mayor cuando se utili-
za el antibiotico y la fraccidon hexanica extracto al
mismo tiempo, lo que sefala una reaccion sinérgica
que potencia el efecto inhibitorio en estos.
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Fraccionamiento quimico de la fraccion con
actividad antibacteriana y sinérgica

La fraccion que mostré mayor inhibicion para las bac-
terias K. pneumoneae y P. aeruginosa fue la nimero
V, por lo cual se realizé un analisis quimico mediante
cromatografia de gases masas (CGM) para elucidar los
compuestos quimicos que presentan actividad anti-
bacteriana.

El cromatograma de presenta en la figura 3 donde
se muestran los picos de los compuestos de la frac-
cion V que representan mayor abundancia.
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Figura 3: Cromatograma de la fraccion hexanica V de P. alliacea

Utilizando el sistema de analisis de datos HP MS
ChemStation y una Biblioteca de espectros NIST 2.0 se
pudieron obtener las estructuras y nombres de los com-
puestos quimicos principales de la fraccion V mostrados
en la grafica anterior, los cuales son; A) Fitol, B) 8-Hep-
tadeceno, C) 7-Hexil-Docosano, D) 11-Pentil-Eicosano y
E) 13-Docosenamida.

Discusion
Como resultado del fraccionamiento del extracto de
Petiveria alliacea se obtuvieron siete fracciones, de las
cuales solo tres presentaron actividad inhibitoria, estas
fueron la fraccion I, IV y V, sin embargo, no todas mos-
traron una sinergia con el antibiotico.

La fraccion V presenta gran sinergismo ya que con-
tiene compuestos activos como:

El fitol lo cual concuerda con lo reportado por
(Mendonca en 2020) donde este compuesto redujo la
formacion de biopeliculas de bacterias analizadas

que exhiben una mayor actividad que los controles
positivos probados (estreptomicina y ampicilina),
ademas también redujo efectivamente la movilidad y
patogenicidad de P. aeruginosa.

El efecto del 8-heptadeceno concuerda con lo re-
portado por (Elmosallamy et al., 2021) donde se com-
probo la actividad antimicrobiana de este compuesto
mostrando una zona de inhibicidn caracteristica fren-
te a seis patogenos clinicos incluyendo Pseudomonas
aeruginosa, en comparacion con los medicamentos
estandar Gentamicina y Vancomicina.

El efecto de inhibicion del 7-hexil-docosano con-
cuerda con lo reportado por (Susikumar et al., 2021)
donde se evalud la actividad antibacteriana de este
compuesto de manera cualitativa y cuantitativamente
por la presencia o ausencia de zonas de inhibicion, dia-
metros de zona, valores MIC y MBC frente a microorga-
nismos de interés farmacoldgico, exhibiendo una inte-
resante actividad antibacteriana contra P. aeruginosa.

(Alikhanova et al., 2021) evaluaron la efectividad de
aceites esenciales de Zosima absinthifolia ricos en
11-pentil-eicosano realizado una serie de estudios sobre
la actividad antioxidante, antiinflamatoria, antibacte-
riana y citotoxica de este compuesto, lo que concuerda
con la efectividad obtenida en nuestros resultados.

En el efecto de la 13-docosenamida concuerda con
lo reportado por (Pérez, 2019) donde han presentado
propiedades antiinflamatorias, antitumorales, leish-
manicidas y antimalaricas.

Los compuestos anteriormente mencionados pue-
den ser considerados con efecto sinérgico, ya que co-
adyuvan al proceso de inhibicién de mecanismos con-
tradefensivos contra antibioticos de amplio espectro
como el Imipenem, el cloranfenicol y la vancomicina.

Conclusiones

Con fundamento en los resultados obtenidos se puede
afirmar que la planta Petiveria alliacea contiene com-
puestos activos, los cuales fungen como inhibidores de
mecanismos contradefensivos formadas por las bacte-
rias evaluadas, lo que conduce a la inhibicion de la
resistencia bacteriana adquirida lo cual podria tener
un impacto positivo en la industria farmacéutica.
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