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Resumen

El mucilago de Opuntia ficus-indica es un compuesto muy complejo que tiene la
capacidad de formar redes moleculares y retener fuertemente grandes
cantidades de agua, es un biopolimero compuesto por polisacaridos
semejantes a las pectinas dentro de los cuales se destacan arabinosa,
galactosa, ramnosa, xilosa y acido galacturénico (Gutiérrez-Cortez, 2011).
Existe evidencia de que el extracto metandlico de Opuntia ficus-indica tiene
efectos bactericidas en el crecimiento de Campylobacter jejuni, Campylobacter
coli y Vibrio cholerae (El-Mostafa et.al., 2014). También existe evidencia de la
actividad inhibitoria de los polifenoles contenidos en la planta, contra
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa y Salmonella spp (Dhaouadi et.al., 2013). El objetivo
fue determinar la capacidad antimicrobiana del extracto etandlico del mucilago
de nopal. Metodologia. Se obtuvo mucilago mediante una extraccién etandlica
de la cual el mucilago fue recolectado y puesto a secar al sol para después ser
pulverizado. Para la caracterizacién de los microorganismos se le realizaron
pruebas bioquimicas y tincion de Gram para asegurar que se trataba del
microorganismo en cuestion. Se pusieron a prueba Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella sp., Pseudomonas
aeruginosa, Candida krusei y Aspergillus niger; mediante un vaciado en placa
con cultivos estandarizados a una escala de 0,5 McFarland; se colocaron
discos impregnados con diferentes concentraciones del extracto, los cuales se
incubaron 24 horas a 37 °C, para las bacterias y la especie levaduriforme, 5
dias para A. niger, para posteriormente determinar la concentracion inhibitoria
minima (CIM), después se realizaron pruebas con un kit que mide la viabilidad
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celular para evaluar la supervivencia de las células ante la exposicion al
extracto. Resultados. Para S. aureus, S. epidermidis y K. pneumoniae la CIM
fue de 10 mg/ml, para E. faecalis 15 mg/ml, para B. subtilis de 50 mg/ml, para
E. coli 25 mg/ml para Salmonella 5 mg/ml, P. aeuruginosa, Candida krusei y
Aspergillus niger presentan resistencia al extracto; la evaluacion de viabilidad la
CIM se encontr6 entre 1 y 5 mg/ml para todos las microorganismos.
Conclusion. Con los resultados obtenidos en las pruebas realizadas, se puede
inferir que los compuestos presentes en el extracto etandlico del mucilago de
nopal tienen un efecto antimicrobiano sobre el desarrollo de las bacterias y
hongos mencionados, las diferencias de los resultados de CIM entre una
metodologia y otra pueden deberse a la difusion del extracto en el agar para la
primer metodologia y a la solubilidad del extracto para la segunda.

Palabras clave: nopal * antimicrobiano * Opuntia ficus-indica * mucilago
OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la capacidad antibacteriana y antimicoética del extracto etandlico del

mucilago de nopal (Opuntia ficus-indica).

Objetivos Especificos

1. Estandarizar los cultivos bacterianos y micéticos.

2. Observar el efecto antibacteriano y antimicotico del extracto etandlico del
mucilago de Opuntia ficus-indica mediante la metodologia de difusién en
placa.

3. Observar el efecto antibacteriano y antimicotico del extracto etandlico del
mucilago de Opuntia ficus-indica mediante la metodologia de evaluacion de
la proliferacion celular.

4. Determinar la concentracion inhibitoria minima, por ambas metodologias:
difusion en placa y evaluacion de proliferacion celular.

Materiales y métodos

Obtencion del extracto etandlico de Opuntia ficus-indica

El mucilago se obtuvo de las pencas de nopal, a través de una extraccion
etandlica (Aguilar y Maldonado, 2015: 14), de las pencas de nopal, a las cuales
se les elimind la corteza epidérmica recolectando los corazones. Los corazones
se cortaron en trozos de alrededor de 2 cm de diametro, posteriormente se
licuaron y se llevaron a cocimiento a 90 °C durante una hora.

Después se precipitd con alcohol etilico al 96% en relacion 1:1 en frascos
ambar durante 48 horas a una temperatura de refrigeracion de 4 °C. El
mucilago se recolectd y se dejé secar al sol para ser pulverizado y asi obtener
el mucilago en polvo.
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Caracterizaciéon de cepario
Se realiz6 observacidn macroscopica y microscépica, tincion de Gram vy
pruebas bioquimicas para asegurar que se trataba de los microorganismos en
cuestién para que los resultados sean cotejados con la bibliografia (Struthers,
2013:33-35), los cuales fueron
e Gram positivos: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis y Staphylococcus epidermidis.
e Gram negativos: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella sp.
y Pseudomonas aeruginosa.
Para el caso de los hongos probados, se trabajé con el hongo levaduriforme
Candida krusei y el hongo filamentoso Asperqgillus niger. Se cotejaron las
caracteristicas microscopicas y macroscopicas de estas especies para
corroborar que se trataba de estos microorganismos.

Determinacion del efecto antibacteriano y antimicético

Se determind la actividad antimicrobiana de dicho extracto sobre:

e Bacterias gram positivas que fueron: Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis y Staphylococcus epidermidis;

e Bacterias gram negativas que fueron: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella sp. y Pseudomonas aeruginosa.

e Microorganismos fungicos levaduriformes: Candida krusei y filamentosos:
Aspergillus niger a los cuales, una vez identificados, se les aplico el
antibiograma correspondiente que serviria como control positivo.

e Posteriormente se evalué la presencia o ausencia de actividad
antimicrobiana del extracto asi como también se determiné la concentracién
inhibitoria minima (CIM) que se define como la concentracion minima de un
antimicrobiano necesaria para impedir o inhibir el crecimiento y desarrollo
microbiano.

e Posteriormente se determind la viabilidad celular por medio de una
determinacién hecha con un kit (MTT Cell Proliferation Assay Kit) para medir
la proliferacion.  Los procedimientos mencionados se realizaron por
duplicado.

Las concentraciones usadas fueron 5, 10, 15, 25, 50 y 75 mg/ml y se utilizaron

cultivos en caldo nutritivo estandarizados a una escala 0.5 McFarland que es

equivalente a 1,5x108 unidades formadoras de colonias/ml.

Una vez obtenidos los resultados por el método comun de determinacion de la

CIM, se procedio a realizar una prueba con mayor sensibilidad, la cual se basa

en medir la viabilidad de la cantidad de células a través una reduccion

metabdlica de Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)
realizada por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa, en un
compuesto coloreado de color azul (formazan).

La cantidad de formazan es directamente proporcional a la cantidad de células

vivas, la determinacién de formazan se realizd6 midiendo la densidad 6ptica de

los cultivos a los que se les aplicé la prueba (MTT Cell Proliferation Assay Kit).
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Resultados

Los resultados de la caracterizacion de cepario coinciden con las descripciones
macroscopicas y microscopicas reportadas en la bibliografia, ademas de
obtener altos porcentajes de pruebas bioquimicas para la identificacion de
microorganismos, con un 81% para Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas
aeruginosa; 72% para Klebsiella pneumoniae y Salmonella sp; por ultimo 68%
para Escherichia coli.

Los resultados de los antibiogramas aplicados a las bacterias se presentan en
las tablas | y Il, donde se puede observar un comportamiento similar tanto en
bacterias gram positivas como gram negativas, excepto en el caso de
Enterococcus faecalis, la cual presentd resistencia a todos los antimicrobianos
a los que fue expuesta excepto a gentamicina cuyo halo de inhibicién fue
menor con respecto a los demas.

Tabla |. Resultados de los antibiogramas aplicados a las bacterias gram

positivas.
Microrganismo S. aureus | E. faecalis | B. subtilis epi de%mi dis
Farmaco (ug) Inhibicién Inhibicién Inhibicién Inhibicién
(mm) (mm) (mm) (mm)
Ampicilina 100 Resistente Resistente Resistente Resistente
Cefalotina 30 Resistente Resistente Resistente 23
Cefotaxima 30 15 Resistente Resistente Resistente
Ceftazidima 30 Resistente Resistente Resistente Resistente
Cefuroxima 30 Resistente Resistente Resistente 17
Dicloxacilina Resistente Resistente Resistente Resistente
Eritromicina 15 Resistente Resistente 18 10
Gentamicina 10 10 14 13 24
Pefloxacina 5 18 Resistente 19 Resistente
Penicilina 10U Resistente Resistente Resistente Resistente
Tetraciclina 30 Resistente Resistente 16 22
SJ}E:%?{SS;Q?'ZS 22 Resistente | Resistente 32

Los resultados para la prueba de difusion en placa correspondiente para
bacterias gram positivas se presentan en la tabla Ill. Se determiné una CIM
para Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis de 10 mg/ml,
Enterococcus faecalis de 15 mg/ml y 75 mg/ml para Bacillus subtilis. Las
fotografias de la difusion en placa se presentan en la figura 1 donde se puede
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observar que, conforme aumenta la concentracién del extracto, el halo de
inhibicion es mas amplio.

Tabla Il. Resultados de los antibiogramas aplicados a las bacterias gram

negativas
Microrganismo E. coli pneurﬁloniae Salmst;nella P. aeruginosa
Farmaco (ug) Inhibicién Inhibicién Inhibicién Inhibicién
(mm) (mm) (mm) (mm)
Amikacina 30 20 26 21 23
Ampicilina 10 Resistente Resistente Resistente Resistente
Carbenicilina 100 Resistente Resistente Resistente Resistente
Cefalotina 30 Resistente Resistente Resistente Resistente
Cefotaxima 30 18 19 Resistente Resistente
Ceftriaxona 30 26 27 11 20
Cloranfenicol 30 22 22 21 11
Gentamicina 10 Resistente 17 16 15
Netilmicina 30 20 27 17 20
Nitrofurantoina 300 21 21 12 Resistente
Pefloxacina 5 21 26 23 23
Trimetoprima-
sulfamzeéoxazol Resistente 22 19 19

Tabla Ill. Resultados de las pruebas de difusidén en placa de las bacterias gram
positivas ante diferentes concentraciones del extracto.

Microorganismo S. aureus E. faecalis B. subtilis epi des;mi dis
Concentracion de Inhibicion (mm)
mucilago (mg/ml) A B A B A B A B
5 - - - - - - - -
10 8 7 - - - - 7 7
15 10 9 8 8 - - 9 8
25 12 12 10 9 - - 12 11
50 15 14 11 10 - - 14 13
75 17 17 12 12 13 12 16 15
Control etanol - - - - - - - -
Control H,0O - - - - - - - -
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Figura 1. Fotografias de las pruebas de difusion en placa para las bacterias
gram positivas: A. Staphylococcus aureus, B. Enterococcus faecalis,C. Bacillus
subtilis,D. Staphylococcus epidermidis.

Los resultados de la prueba de difusibn en placa correspondiente para
bacterias gram negativas se presentan en la tabla IV. Se determiné una CIM
para Eschericha coli de 25 mg/ml, 10 mg/ml para Klebsiella pneumoniae 5
mg/ml, Pseudomonas aeruginosa presentd resistencia a todas las
concentraciones a las que fue expuesta, las fotografias de la prueba se
muestran en la figura 2.

Tabla IV. Resultados de las pruebas de difusion en placa de las bacterias gram
negativas ante diferentes concentraciones del extracto.

Microorganismo E. coli pneur’r(‘l.oniae Salmonella aeru;l:nosa

Concentracion de Inhibicién (mm)

mucilago (mg/ml) A B A B A B A B

5 - - - - 12 12 - -

10 - - 10 9 16 14 - -

15 - - 10 10 16 14 - -

25 12 12 11 10 17 15 - -

50 14 12 12 12 18 17 - -

75 16 15 14 13 20 19 - -

Control etanol - - - - - - - -

Control H,O - - - - - - - -
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Figura 2. Fotografias de las pruebas de difusion en placa para las bacterias
gram negativas. A. Escherichia coli, B. Klebsiella pneumoniae, C. Salmonella
sp. D. Pseudomonas aeruginosa.

Las pruebas ante Candida krusei y Aspergillus niger no exhibieron actividad
antimicotica por la metodologia de difusion en placa.

Nuestros resultados son comparables a los obtenidos en un estudio realizado
por Necchi y colaboradores (2012), quienes determinaron por la misma
metodologia una CIM por parte de un extracto etandlico de Nopalea
cochinellifera de 10 mg/ml para Staphylococcus aureus y de 5 mg/ml para

Klebsiela pneumoniae,

Tabla V.Resultados de las pruebas de viabilidad celular para bacterias gram
positivas después de la exposicidon a diferentes concentraciones del extracto.

Microorganismo S. aureus E. faecalis B. subtilis S. epidermidis
CEEITUEGE C Viabilidad (células/ml)
mucilago (mg/ml)
biemil 1,34x10° 1,41x10° 1,03x10° 1,08x10°
negativo)
1 1,36x10° 4,83x10° 5,19x10° 8,33x10°
2 4,88x10° 3,19x10° 3,48x10° 6,40x10°
5 3,08x10° 9,64x10° 4,18x10° 5,84x10°
10 1,57x10° 3,98x10° 3,94x107 6,10x10°
15 4,76x10° 6,98x10° 4,22x10" 1,52x10°
25 1,5x10" 1,19x10° 1,41x10’ 9x10’
50 2,53x10’ 3,84x10’ 1,03x10’ 7,5x10°
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Tabla VI. Resultados de las pruebas de viabilidad celular para bacterias gram
negativas después de la exposicion a diferentes concentraciones del extracto.

Microorganismo E. coli K. pneumoniae Salmonella |P. aeuruginosa
?n‘:]'l‘f;’gf'(f:;?rgl‘; Viabilidad (células/ml)
%g:t’:\tlg 5,09%10° 4.44x10° 8,05x10° 5,35%10°
1 3,98x10° 3,01x108 2,04x10° 2,7x10°
2 1,39x10° 1,84x10° 1,58x10° 3,41x10°
5 1,27x10° 3,16x108 9,56x107 8,81x10’
10 1,64x10° 1,44x108 4,31x107 1,88x10’
15 1,42x10° 1,2x108 1,31x10" 2,45x10°
25 6,94 x10’ 1,66x10° 1,5x10" 1,66x10°
50 3,38x10’ 3,4 x107 2,16x10’ 3,56x10"

Tabla VII: Resultados de las pruebas de viabilidad celular para Candida krusei
después de la exposicidn a diferentes concentraciones del extracto.

Candida krusei

Concentracién de Absorbancia Viabilidad

mucilago (mg/ml) A B (células/ml)

0 (control positivo) 0,587 0,625 1,14x10°
1 0,377 0,393 7,22x10°
2 0,518 0,542 9,94x10°
5 0,428 0,44 8,14x10®
10 0,415 0,431 7,93x10°
15 0,152 0,151 2,84x10°
25 0,025 0,021 4,31x10’
50 0,008 0,012 1,88x10"

Los resultados obtenidos al evaluar la proliferacion celular bacteriana y
micoticas después de la exposicion al extracto estan presentados en las tablas
V, VI, VIl y VIII; asimismo en las graficas 1, 2 y 3 se puede observar una
disminucion considerable de la cantidad de células a partir de la concentracién
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de 1 mg/ml para todos los casos tanto de bacterias como de hongos. Para el
caso de Salmonella sp. se observo la mayor disminucioén.

Tabla VIIl. Resultados de las pruebas de viabilidad celular para Aspergillus
niger después de la exposicion a diferentes concentraciones del extracto.

Aspergillus niger

Concentracion de Absorbancia Viabilidad

mucilago (mg/ml) A B (células/ml)

0 (control positivo) 0,584 0,600 1,11x10°
1 0,403 0,415 7,67x10°
2 0,354 0,319 6,31x10°
5 0,234 0,251 4,55x10°
10 0,059 0,069 1,2x10°
15 0,044 0,039 7,78x10’
25 0,078 0,076 1,44x10°
50 0,012 0,008 1,88x10’

En un estudio realizado por Dhaouadi y colaboradores (2013) en el que el
extracto de la tuna de Opuntia ficus-indica, utilizando el mismo método de
evaluacion de la proliferacion celular determinaron una CIM de 0,6 mg/ml para
varias especies de Staphylococcus y Escherichia coli, y 0,3 mg/ml Salmonella
sp. Este ultimo fue el microorganismo mas sensible al extracto lo que
concuerda con nuestro resultado con el extracto etandlico de mucilago de nopal
(Opuntia ficus-indica).

Conclusiones

Se tuvo una certeza de mas del 60% al corroborar por pruebas bioquimicas,
observacion macro y microscépica los microorganismos con los que se
trabajaron.

Para la metodologia de difusién en placa, todos los microorganismos tuvieron
cierto grado de sensibilidad excepto Pseudomonas aeruginosa, Candida krusei
y Aspergillus niger.

El grado de inhibicidn del extracto etandlico de mucilago de nopal Opuntia
ficus-indica fue menor que los farmacos que se aplicaron en el antibiograma, ya
que su efecto antibacteriano se logré a concentraciones 100 veces mayores
que las indicadas en el antibiograma.
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La CIM con la metodologia de difusion en placa fue distinta para cada
microorganismo, sin embargo con el kit de evaluacion de la proliferacion
celular, se determindé una inhibicion del crecimiento bacteriano desde la
concentracion de 1 mg/ml.
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El extracto etandlico de mucilago de nopal Opuntia ficus-indica tiene efecto
antibacteriano sobre el crecimiento de bacterias tanto gram positivas como
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gram negativas. Los microorganismos gram positivos fueron mas sensibles al
efecto por lo cual se puede inferir que la estructura de la pared celular es un
factor para el efecto antibacteriano. Se observé ademas, un efecto antimicético
en el desarrollo de Candida krusei y Aspergillus niger. Candida krusei fue el
hongo mas sensible.

Por lo antes expuesto se concluye que el extracto etandlico de nopal Opuntia
ficus-indica tiene un potencial antimicrobiano que puede usarse en la industria
de alimentos y farmacéutica. El presente trabajo aporta informaciéon importante
en la busqueda de alternativas para nuevos tratamientos contra infecciones
bacterianas y micoticas.
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