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RESUMEN

Mediante este trabajo de investigacion se logro evaluar la actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico obtenido
a partir de las semillas de lino (Linum usitatissimum), el cual fue evaluado frente a los agente patdégenos Salmonella typhi-
murium (ATCC 14028) y Salmonella typhi (ATCC 9298). El extracto fue obtenido por maceracion, utilizando como solvente
agua destilada y alcohol en una proporcion 1:1, no sin antes la limpieza y esterilizacion de materiales y recursos necesa-
rios. Posteriormente se llevé el extracto a las instalaciones del Instituto Nacional de Salud Publica e Investigacion (INSPI),
en donde se llevé a cabo el andlisis para la determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y la Concentracion
Bactericida Minima (CBM), comparando cinco concentraciones diferentes de extracto (10 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25
mg/ml, 0,6 mg/ml) utilizando tubos de dilucion con caldo Mueller Hinton. Estos analisis y sus procesos fueron realizados
en un ambiente aséptico y en condiciones de incubacion de 37 oC por 24 horas. Mediante la presencia o ausencia de
turbidez en los tubos luego del periodo de incubacion se determind que la Concentracion Inhibitoria Minima es de 5 mg/
ml para ambos microrganismos. Posteriormente mediante un subcultivo de los tubos no turbios se determind que la con-
centracion bactericida minima es de 10 mg/ml, asi mismo para ambos microorganismos.

Palabras clave: Linum usitatissinum, Salmonella, Antimicrobiano, Concentracion inhibitoria minima, Concentraciéon
Bactericida Minima

ABSTRACT

This research work aimed to investigate the antimicrobial activity of a hydroalcoholic extract obtained from flax seeds,
which was evaluated against the pathogens Salmonella typhimurium (ATCC 14028) and Salmonella typhi (ATCC 9298). The
extract was obtained by maceration, using as a solvent distilled water and alcohol in a 1: 1 ratio after cleaning and steriliza-
tion of raw materials and necessary resources. Subsequently, the extract was taken to the facilities of the “Instituto Nacional
de Salud Publica e Investigacion” (INSPI), where the antimicrobial activity of the same was evaluated by determining the
Minimum Inhibitory Concentration and the Minimum Bactericidal Concentration. We compared five different concentrations
of extract (10 mg/ml, 5 mg/ml, 2.5 mg/ml, 1.25 mg/ ml, and 0.6 mg/ml) using dilution tubes with Mueller Hinton broth. These
analyzes and their processes were performed in an aseptic environment and under incubation conditions of 37 oC for 24
hours. By the presence or absence of turbidity in the tubes after the incubation period, it was determined that the Minimum
Inhibitory Concentration is 5 mg/ml for both microorganisms. Subsequently, by means of a subculture of the non-turbid
tubes, it was determined that the Minimum Bactericidal Concentration is 10 mg/ml, likewise for both microorganisms.

Keywords: Linum usitatissimum, Salmonella, antimicrobial, Minimal Inhibitory Concentration, Minimal Bactericidal Con-
centration.

RESUMO

Este trabalho de pesquisa teve como objetivo investigar a atividade antimicrobiana de um extrato hidroalcodlico obtido
a partir de sementes de linho, avaliado em relacédo aos patégenos Salmonella typhimurium (ATCC 14028) e Salmonella
typhi (ATCC 9298). O extrato foi obtido por maceragéo, utilizando como solvente agua destilada e alcool na proporgao de
1: 1 apos limpeza e esterilizagdo de matérias-primas e recursos necessarios. Posteriormente, o extrato foi levado para as
instalagdes do Instituto Nacional de Saude Publica e Investigagéo (INSPI), onde a atividade antimicrobiana do mesmo foi
avaliada através da determinagéo da Concentragéo Inibitéria Minima e da Concentragdo Bactericida Minima. Foram com-
paradas cinco concentragdes diferentes de extrato (10 mg/ml, 5mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml e 0,6 mg / ml) usando
tubos de diluicdo com caldo Mueller Hinton. Essas anélises e seus processos foram realizados em ambiente asséptico e
em condicdes de incubacao de 37 oC por 24 horas. Pela presenca ou auséncia de turbidez nos tubos apdés o periodo de
incubacao, foi determinado que a Concentracao Inibitéria Minima é de 5 mg / ml para ambos os microorganismos. Poste-
riormente, por meio de uma subcultura dos tubos n&o turvos, foi determinado que a Concentracéo Bactericida Minima é
de 10 mg / ml, da mesma forma para os dois microorganismos.

Palavras-chave: Linum usitatissimum, Salmonella, antimicrobiana, Concentracé&o Inibitéria Minima, Concentragao
Bactericida Minima.
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Introduccion

"l’ Las investigaciones des plantas medici-

mu

recCi

nales son una fuente de suma importancia
para el descubrimiento de nuevos farma-
CoSs que luego se sintetizan, permitiendo asi
un conocimiento mas profundo de los be-
neficios que estas y sus componentes pue-
dan aportar, lo que conduce a que muchos
productos naturales puedan ser reconoci-
dos como fitofarmacos, es decir, compues-
tos que igualan el nivel de los farmacos de
sintesis. (Vivot, Sanchez, Cacik, & Sequin,
2012) (Anchundia Delgado, y otros, 2019)

En la actualidad muchas plantas medicina-
les con actividad antimicrobiana pasan des-
apercibidas, esto puede deberse a que, si
bien son conocidas por las personas, estas
no han sido analizadas a profundidad por lo
que sus beneficios no han sido completa-
mente dilucidados. (Gallegos-Zurita, 2016)

Actualmente, existe una gran variedad de
plantas medicinales que son cultivadas vy
recolectadas en nuestro pais, estas contie-
nen metabolitos secundarios que presen-
tan actividad biolégica, sin embargo, a la
gran mayoria de las plantas que crecen en
el Ecuador, no se les ha podido realizar un
analisis de lo mas idéneo que permita co-
nocer con mayor seguridad todas las pro-
piedades curativas que presenten. (Azue-
ro, Jaramillo, San Martin, & D"Armas, 2016)
(Garcia de Alba Garcia & Ramirez Hernan-
dez, 2012)

Con apoyo de estudios cientificos realiza-
dos con anterioridad, en este trabajo de
investigacion se evaluara la actividad an-
timicrobiana del extracto hidro-alcohdlico
obtenido a partir de las semillas de lino por
método de maceracion a diferentes con-
centraciones frente a agentes patdégenos
del género Salmonella.

Metodologia
Tipo de investigacion

La investigacion a realizar es de tipo expe-
rimental, longitudinal y prospectivo. Todo
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dato e informacion que se obtenga sera
controlado en su totalidad por el estudiante
con la finalidad de modificar la variable de-
pendiente mediante la manipulacion de las
variables independientes.

Lugar de Investigacion

Esta investigacion sera realizada en los la-
boratorios de la Facultad de Ciencias Qui-
mica y en el Instituto Nacional de Investiga-
cién en Salud Publica Dr. Leopoldo Izquieta
Pérez (INSPI).

Poblacion y muestras

La muestra a utilizar en esta investigacion
es la semilla de lino (Linum usitatissimum)
adquirida directamente en los mercados lo-
cales.

Técnicas a emplear

La muestra sera procesada en los labora-
torios de la Facultad de Ciencias Quimicas.
Se clasificaran las semillas aparentemente
de mejor condicion, se las secara previa-
mente antes de realizar la extraccion por
el método de maceracion. Se filtra y se al-
macena en frascos de vidrio. Posterior a la
obtencion del extracto, se sembraran los
extractos obtenidos en agar chocolate para
comprobar su esterilidad.

Una vez verificada su esterilidad se traba-
jaran los extractos obtenidos en las instala-
ciones del Instituto Nacional de Investiga-
cién en Salud Publica Dr Leopoldo Izquieta
Pérez (INSPI), donde se procedera a eva-
luar la actividad antimicrobiana de cada di-
lucién del extracto mediante el método Con-
centracion Inhibitoria Minima (CIM).

Técnica procedimental
Obtencion del extracto

Un kilogramo de semillas de lino (Linum
usitatissimum) fue adquirido en un local co-
mercial ubicado en la ciudad de Portoviejo

Se seleccionaron las semillas que se en-
contraban en mejor condicion. Se peso6 5 g

RECIMAUC VOL. 4 N° 1 (2020)



EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO OBTENIDO DE
LA SEMILLA DE LINO (LINUM USITATISSIMUM), FRENTE A SALMONELLA TYPHIMURIUM (ATCC 14028) Y

SALMONELLA TYPHI (ATCC 9298)

de semillas y se las coloco en un vaso de
esterilizado para su almacenamiento. Pos-
terior a esto se le adiciono 250 ml de sol-
vente (125 ml de agua destilada y 125 ml
de alcohol) y se lo dejo en maceracion por
20 dias.

La concentracion del extracto se obtiene
mediante la siguiente ecuacion

Concentracion de extracto = Mg de soluto
(semillas) /ml solvente

Microorganismos

Las cepas de Salmonella typhimurium
(ATCC 14028) y Salmonella typhi (ATCC
9298) fueron donadas por el Instituto Na-
cional de Salud Publica e Investigacion Dr.
Leopoldo Izquieta Pérez. Para su reactiva-
cion, las cepas fueron incubadas en agar
sangre a 35 °C durante 24 horas.

Pruebas Bioquimicas

Como ensayo preliminar y de confirma-
cion, se realizod, a cada cepa, las siguien-
tes pruebas bioguimicas con su respectivo
tipo de siembra.

Tabla 1. Pruebas Bioquimicas

Prueba Tipo de siembra
Citrato Estria (Pico de flauta)
Lisina Picadura y estria
Kliger Picadura y estria (Pico de flauta)
Urea En estria
SIM Picadura

Fuente: Los autores 2020

Concentracion inhibitoria minima
Dilucion del extracto

Se parte desde la concentracion inicial 20
mg/ml. Este es el tubo # 1. Se toman en to-
tal 7 tubos que contengan 5 ml de caldo
Mueller Hinton suplementado con cationes
(excepto el tubo #1 que contendra solo 5 ml
del extracto). Se adiciona 5 ml del extracto
en el tubo # 2. Se homogeniza y se adiciona
5 ml de la solucion del tubo # 2 al tubo # 3.
Se repite este proceso hasta completar el
tubo # 7 el cual es utilizado como descarte.

RECIAMUC VOL. 4 N° 1 (2020)
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%EP ' .. Extracto: 20 mg / mi

E 3 Se adiclonan 5 ml de extracto a

cada tubo con caldo Mueller
Hinton [(MH)
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Figura 1. Esquema de dilucion del extracto

Fuente: Los autores 2020

Tubo Concentracion
#1 20 mg/ml
#2 10 mg/ml
#3 5 mg/ml
#4 2,5 mg/ml
#5 1,25 mg/ml
#6 0,6 mg/ml
Preparacion de la solucion McFarland la 0,5 de McFarland con ayuda del equipo
Densimat.

En un tubo de Kahn (10 x 13 mm) por cada
cepa, colocar solucion salina, posterior-
mente inocular con un hisopo la cepa, agi-
tando y homogeneizando, se ajusta la esca-
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO OBTENIDO DE
LA SEMILLA DE LINO (LINUM USITATISSIMUM), FRENTE A SALMONELLA TYPHIMURIUM (ATCC 14028) Y
SALMONELLA TYPHI (ATCC 9298)

Inoculacidn de la cepa
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Figura 2. Preparacion de la solucion McFarland

Fuente: Los autores 2020

Preparacion de la solucién bacteriana

Se utiliza un tubo (20x15 mm) por cada
cepa a analizar. En cada tubo adicionar 5
ml de caldo Mueller Hinton. Se descartan
100 ul con la ayuda de una pipeta automati-
ca. Inmediatamente se le adiciona 100 ul de
Solucion Mcfarland preparada en el anterior
proceso. Se mezcla y homogeniza

Diluciéon del microorganismo

Se seleccion 8 tubos de Kahn (10 x13 mm)

RECIAMUC VOL. 4 N° 1 (2020)

por cada cepa que se vaya a analizar.

En cada tubo se anade 1 ml de solucion
bacteriana y 1 ml de concentracion de ex-
tracto diferente (6 concentraciones). Ade-
mas se preparan dos tubos adicionales.
Uno de control de crecimiento que contie-
ne solucion bacteriana y uno de control de
esterilidad que contiene Unicamente caldo
nutritivo.
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| Sol
"‘\. __.f'
“\Bacteriana”
Cada tubo contendra 1 ml de
extracto y 1 ml de solucion
bacteriana, reduciendo asi, su
concentracion a la mitad
1 ml
PR
& F P i " "
I- T \I' | “_ | T‘_ | |I Il I‘_
\20 / \1wo0 / \53 / \25 / \15 [ \06
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#1 #2 #3 #a #5 #o

Figura 3. Esquema de dilucion del microorganismo

Fuente: Los autores 2020

Tabla 3. Concentraciones a utilizar del extracto diluido

Tubo Concentracion final
#1 10 mg /ml
#2 5 mg /ml
#3 2,5 mg/ ml
#4 1,25 mg / ml
#5 0,6 mg / ml
#6 0,3 mg /ml

Fuente: Los autores 2020
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SALMONELLA TYPHI (ATCC 9298)

Se procede a incubar en estufa de aire a 35
- 37 °C durante 24 horas.

Interpretacion de la CIM

Luego de una incubacion de 24 horas se
observa la turbidez en los tubos, indicando
de esta manera desarrollo bacteriano. Los
microorganismos crecieron en el control de
crecimiento (positivo) y en todos los otros
tubos en los que no esté presente suficiente
agente antimicrobiano como para inhibir su
desarrollo. La concentracion de antibiotico
que presento ausencia de crecimiento, de-
tectada por falta de turbidez (igualando al
control de esterilidad), es lo que se desig-
na como Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM).

Concentracion bactericida minima

Se subcultiva por 24 horas a 35 - 37 °C en
agar sangre 0,1 ml de dilucion de cada tubo
gue no haya presentado turbidez (Concen-
traciones 10, 5y 2,5 mg/ml). Se determinan
las UFC por recuento de colonias.

Resultados

De acuerdo a la literatura. Los resultados de

las pruebas Bioguimicas fueron los espera-
dos para ambas bacterias.

Para S. Typhi:
Prueba del Citrato: Negativo

Prueba de Hierro Triple Azucar: Glucosa
fermentada con produccion de H2S

Prueba de Lisina: Positivo
Prueba de Urea: Negativo
Prueba del Indol: Negativo

Desprendimiento de gas y motilidad: Posi-
tivo

Para S. typhimurium
Prueba del Citrato: Positivo

Prueba de Hierro Triple Azucar: Glucosa
fermentada con produccion de H2S

Prueba de Lisina: Positivo
Prueba de Urea: Negativo
Prueba del Indol: Negativo

Desprendimiento de gas y motilidad: Posi-
tivo

Tabla 4. Resultados de las Pruebas Bioguimicas

PRUEBAS BIOQUIMICAS
Cepa Citrato KIA Lis” Urea H2S Gas Mot Indol
S typhi - K/A + - + + + ,
S
+ K/A + - + + + -
typhimurium

Lis® = Lisina, Mot® = Motilidad

Fuente: Los autores 2020

La Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
se determind mediante la observacion de
la presencia 0 ausencia de turbidez en los
tubos de dilucién que contenian los microor-
ganismos en conjunto con el extracto de se-
millas de lino a diferentes concentraciones.
Se hallé que tanto para S. typhi y S. typhi-

RECIAMUC VOL. 4 N° 1 (2020)

murium, la Concentracion Inhibitoria Minima
es de 5 mg / ml ya que el tubo con esta
concentracion estaba transparente, a dife-
rencia de los tubos de siguiente concentra-
cion (2,5 mg/ml) que presentaban turbidez
a simple observacion.

La Concentracion Bactericida minima se
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N |  determind mediante subcultivo de los tubos  centracion de 10 mg / ml, determinando asi
-III' gue no presentaron turbidez, obteniendo  esta concentracion como la CBM.
/ como resultado para ambos microorganis-

mos un desarrollo de 0 UFC/ml para la con-

Tabla 5. Resultados de CIM y CMB de S. typhimurium

mu

Salmonella typhi

Concentracion inhibitoria minima

recCi

(CIM) 5 mg/ml

Concentracion bactericida minima

(CBM) 10 mg/ml

Fuente: Los autores 2020

Tabla 6. Resultados de CIM y CMB de S. typhimurium

Salmonella typhimurium

Concentracion inhibitoria minima

5 mg/ml
(CIM)
Concentracion bactericida minima
(CBM) 10 mg/ml

Fuente: Los autores 2020
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Tabla 7. Contaje de colonias de S. typhi y S. Typhimurium

CONTAJE DE COLONIAS
Salmonella typhi Salmonella typhimurium
Dilucion Resultado Dilucion Resultado
10 mg/ml 0 UFC 10 mg/ml 0 UFC
5 mg/ml 6000 UFC/ml 5 mg/ml 17000 UFC / ml
2,5 mg/ml Incontable 2,5 mg/ml 32000 UFC / ml

Fuente: Los autores 2020
Discusion

De los resultados obtenidos, se puede con-
cluir que el extracto hidroalcohdlico con el
que se trabajo, presenta efecto antimicrobia-
no frente a bacterias Gram negativas, tales
como las de este estudio en que se emplea-
ron las cepas de S. typhi y S. typhimurium,
en concentraciones de 5 mg/mly 10 mg/ml.
Esto es comparable con dos estudios rea-
lizados previamente, uno de ellos en el afo
2013, realizado por Gaafar y colaboradores,
y publicado en Egipto por el International
Journal of Pharmaceutical Sciences Review
and Research. Este estudio consistio en la
evaluacion antimicrobiana de los extractos
de las semillas de lino, observandose un
efecto antimicrobiano mas potente frente a
las bacterias Gram negativas tales como (E.
coli y P. aeruginosa) en comparacion con
Bacterias Gram positivas como por ejem-
plo (B. subtilis y St. aureus). Esto concuerda
con las observaciones en nuestro trabajo de
investigacion, aungue con otros miembros
de la misma familia de las Enterobacteria-
ceae (Gaafar, Salama, Askar, El-Hariri, &
Bakry, 2013).

Otra investigacion comparable, es la reali-
zada en el afo 2011 en Pakistan en el Insti-
tuto de Biotecnologia e Ingeniera Genética,
por Bahkt y colaboradores, publicado en
el African Journal of Biotechnology; el cual

RECIAMUC VOL. 4 N° 1 (2020)

consistia en el estudio de la actividad an-
timicrobiana por el método de difusion en
disco del extracto de lino frente a diferentes
solventes. En ese estudio se demostro la ac-
tividad antimicrobiana partir de las semillas
de lino (Linum usitatissimum) utilizando di-
ferentes solventes (acetato de etilo, hexano,
butanol y agua destilada) frente a siete bac-
terias. En ese trabajo, los resultados fueron
expresados en porcentajes revelando un
56 % de actividad antimicrobiana utilizando
butanol y acetato de etilo como solventes
frente a Staphylococcus aureus. Asi mismo
los extractos de butanol y acetato de etilo
inhibieron el crecimiento de Bacillus cereus
un 64 %y 44 % respectivamente. Los datos
indicaron ademas que los extractos acuo-
sos de las muestras redujeron el crecimien-
to en un 79% frente a S. Typhi. Confirman-
do esas observaciones, en nuestro estudio
obtuvimos actividad antimicrobiana frente a
las mismas especies S. typhi y S. typhimu-
rium aunque a otras concentraciones (Ba-
hkt, y otros, 2011)

Conclusiones

Se logré evaluar la actividad antimicrobiana
de un extracto hidroalcoholico obtenido a
partir de semillas de lino (Linum usitatissi-
mum) empleando la técnica de dilucion en
caldo frente a dos agentes patdégenos del
genero Salmonella (typhiy typhimurium).
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Ambas cepas de salmonella presentaron

como resultado una Concentracion inhibito-
ria minima obtenida de 5 mg/ml tanto para
S. typhi como para S. typhimurium.

La Concentracion bactericida minima obte-
nida mediante recuento de UFC/ml fue de
10 mg/ml para ambos microorganismos.

Recomendaciones

Se recomienda realizar méas estudios si-
milares utilizando la semilla de Linum usi-
tatissimum pero empleando solventes con
diferentes polaridades, diferentes concen-
traciones de extractos, evaluando sus efec-
tos antimicrobianos frente a hongos y leva-
duras.

También se deberia realizar la determina-
cion del o los compuestos responsables de
la actividad antimicrobiana de las semillas
de Linum usitatissimum utilizando métodos
cromatograficos como por ejemplo croma-
tografia de gases acoplada a espectrome-
tria de masas.
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