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Evaluacion de la eficiencia anti-
fungica del extracto de Justicia
Spicigera en hongos productores
de aflatoxinas

RESUMEN: Los hongos son un mis-
terio, tan grande que es el reino que
alberga distintos géneros, z poco co-
nocidos hasta el momento, con gran
impacto tanto para el desarrollo hu-
mano como para el mismo detferioro
de la salud.

Meéxico posee una enorme diversidad
de recursos naturales como son las
plantas medicinales. Justicia spicige-
ra posee antecedentes etnobotanicos
confra padecimientos como anemia,
presioén arterial y problemas urina-
rios, entre otfros. Farmacolégicamente
al extracto de Justicia se le ha com-
probado actividad antibacterial, an-
tiprotozoaria y antifungica. Tomando
en cuenta esta Ultima propiedad, asi
como el incremento de las enferme-
dades por hongos y la biodisponibili-
dad de esta planta, consideramos la
importancia de continuar con el estu-
dio de Justicia spicigera que permita
determinar su actividad confra dife-
rentes especies de hongos de impor-
tancia médica.
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vus, Aspergillus fumigatus, Candida
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ABSTRACT: Fungi are a mystery, so great that it is the kingdom
that hosts different genres and liftle known so far, with great impact
for both human development and the same deterioration of health.
Mexico has an enormous diversity of natural resources such as
medicinal plants. Justicia spicigera has an ethnobotanical back-
ground against conditions such as anemia, blood pressure and
urinary problems, among others. Pharmacologically, the extract of
Justice has been proven antibacterial, antiprotozoal and antifun-
gal activity. Taking into account this last property, as well as the
increase of fungal diseases and the bioavailability of this plant, we
consider the importance of continuing with the study of spicigera
Justice that allows to determine its activity against different spe-
cies of fungi of medical importance.
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INTRODUCCION

Los microorganismos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza,
enfre éstos se encuentran los hongos [1], quienes se han convertido
en un problema tal, que el poco conocimiento sobre ellos causa una
gran desventaja; al presentarse problemas en la salud derivados del
consumo desmoderado de alimentos contaminados; principalmente
semillas, leguminosas y verduras a las que ho se les realiza un analisis
para la determinacion de hongos.

Se han descrito mas de doscientas especies de hongos que pueden
ser patégenas para los humanos. Las mas comunes son las distintas
especies de Candida y Aspergillus que pueden producir tanto infec-
ciones localizadas, como invasivas y con mayor frecuencia de las vias
respiratorias provocando alteraciones pulmonares, sinusitis, entre ofras
enfermedades las cuales cabe la posibilidad de terminar en algun tipo
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de cancer, ya que las especies de Aspergillus contienen
aflatoxinas que son foxinas producidas en cultivos agrico-
las como el maiz, cacahuates, la semilla de algodon y los
frutos secos, los sinftomas provocados por estas toxinas
son casi indefectables hasta cierto punto; por fanto son
dificiles de diagnosticar sin las herramientas adecuadas.
La diversidad botanica de México es muy amplia y un
alto porcentaje de esta se usa en la medicina tradicional.
Ejemplo de lo anterior es el muicle (Justicia spicigera) es
una planta originaria de México, se encuentra presente en
climas célidos [2, 3]. Posee antecedentes etnobotanicos
contra padecimientos como anemia, presion arterial y
diabetes [4,5]. Farmacoldgicamente al extracto de Justi-
cia se le ha comprobado actividad antibacterial, antiproto-
zoaria y antifungica. [4]. Considerando los anfecedentes y
disponibilidad de la planta, se considera evaluar el efecto
antifungico de Justicia spicigera.

MATERIAL Y METODOS

Este proyecto se llevo a cabo en las instalaciones del Insti-
tuto Tecnologico Superior de Atlixco, el extracto de J. spi-
cigera fue donado por la Dra. Maria Guadalupe Delgado
Lépez del Centro de Investigacion Biomeédica de Oriente
(CIBIOR), para este trabajo los hongos se inocularon en el
medio de cultivo agar dextrosa y papa, con los métodos
estandarizados por el Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorio (CLSI) para el estudio de la sensibilidad a
los anfifungicos (documentos M27-A3, M38-A y M44-A).

Para la preparacion del indculo se partié de un cultivo de
48 h, en agar papa dexirosa a 35 (+ 29C). Se tomaron
colonias de cada cepa de Aspergillus flavus, Aspergillus
niger, Aspergillus fumigatus y Candida albicans y se res-
uspendieron en una solucion de agua estéril, homogenei-
zando durante 15 segundos, ajustando la turbidez a 0.5 de
la escala McFarland (equivalente a1x 106 a 5 x 106 UFC).

Se realizd la inoculaciéon por extension de placa, una vez
que se prepard el indculo de cada cepa se extrajeron
entre 200-600 pL del mismo y se colocaron en la placa
Petri. Se distribuyeron homogéneamente por la superfi-
cie con la ayuda de un asa de Digraskly. Se utilizo como
control positivo voriconazol a 1pg/mL, agua estéril utilizada
como control negativo y se adicionaron por separado 9
diluciones diferentes del exiracto de J. spicigera, C1 30
ug/mL, C2 25 pg/mL, C3 20 pg/mL, C4 19 pg/mL, C5
15 ug/mL, C6 10 pg/mL, C7 9 pg/mL, C8 5 ng/mL, C9O 4
ng/mL con el fin de determinar la Concentracion Mimina
Inhibitoria (CMI).

Se incubd por 72 horas a 35 (+ 2°C). El diametro de cada
zona de inhibicion se midié con un vernier. Nueve dilucio-
nes se consideraron para el extracto, se utilizaron con-
troles positivos y negativos, el control negativo fue agua
estéril y positivo voriconazol y el experimento se realizd
por friplicado[7].

De acuerdo a los Métodos estandarizados por el CLSI
para el estudio de la sensibilidad a los antifungicos (do-
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cumentos M27-A3, M38-A y M44-A) (Cantén-Lacasa et
al, 2007). Estas categorias estan basadas en los puntos
de corte que se establecieron mediante el método de di-
lucion, las concentraciones que el anti fungico alcanza en
suero y la distribucion de las (concentraciones minimas
inhibitorias) CMIs para la especie estudiada. El documento
M44-A describe el método de difusion en agar para leva-
duras del género Candida.

RESULTADOS

El objetivo final de las pruebas de sensibilidad In vitro a los
antifungicos es predecir la respuesta de los pacientes al
tratamiento. Sin embrago, el establecimiento de una co-
rrelacion entre la sensibilidad In vitro de un hongo a un an-
tifungico y la eficacia clinica de ese antifungico para tratar
la micosis es dificil de obtener y no esta totalmente re-
suelto en la actualidad. Para la mayoria de los antifungicos
el éxito terapéutico disminuye a medida que aumenta la
concentracion minima inhibitoria (CMI), pero se ha obser-
vado que hasta el 50% de los pacientes infectados con
un organismo resistente a un antifungico responde clini-
camente al tratamiento con ese agente [6].

En éste proyecto se determind que la CMI en del extracto
acuoso de Justicia spicigera (J. spicigera) sobre Candida
albicans (C. albicans) fue de 4 ng/mL.

Vega-Avila y col. analizaron en 2012, un exiracto etanslico
de J. spicigera que no afecté a concentraciones de 5.0
mg/mL el crecimiento de C. albicans. Reportes previos
indican que el extracto etandlico de las hojas en concen-
traciones de 0.375 mg/disco (Jacobo-Salcedo et al, 2011)
y 2.0 mg/disco [10] no inhiben el crecimiento de este hon-
go. Sin embargo, una fraccion hexanica inhibié el creci-
miento de C. albicans con MIC de 0.25 mg/mL.

Los dos grupos de frabajo anteriormente mencionados
emplearon la técnica de difusion en agar, en tanto que no-
sotros empleamos el método estandarizado por el Insti-
tuto de Estandares Clinicos y de Laboratorio CLSI para el
estudio de la sensibilidad de los antifungicos; lo que nos
permitio evaluar la actividad del extracto acuoso de J. spi-
cigera en diversas concenfraciones, incluso mas altas que
la probada por dichos grupos de trabajo.

Tabla 1 Efecto del extracto acuoso de J. spicigera sobre C.
albicans

Concentraciones del extracto Halo de inhibiciéon
Justicia spicigera (mm)
30 ug/mL C1 0.6
25 ug/mL C2 0.83
20 pg/mL C3 1.3
19 pg/mL C4 1.23
15 pg/mL C5 1.16
10 pg/mL C6 0.5
9 ug/mL C7 0.6
5 ug/mL C8 0.66
4 ng/mL C9 0.5
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La fabla 1 muestra la medida del halo de inhibicion de las
diferentes concentraciones del exiracto de la planta J.
spicigera, C;, Cs, C3, Cy, C5, Cs, C7, Cs, Cy, aplicadas a la cepa C.
albicans, ya que en las cepas Aspergillus flavus, Asper-
gillus niger y Aspergillus fumigatus no se obtuvieron halos
de inhibicion.

A partir de los resultados presentados en la grafica 1 se
observa que el extracto presentd una inhibicion del creci-
miento micelial, que no es dependiente de la dosis usada,
la tasa de crecimiento para este exiracto se mantuvo al-
rededor de 123 a 0.5 mm a dosis de 4 pg/mL a 30 pg/mL.
Las concentraciones, Cz, Cs, C4, Cs, son las que tienen mayo-
res resultados al ser aplicadas sobre la cepa.
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Gréfica 1 Comparacion de las diferentes concentraciones utiliza-
das del extracto de J. spicigera aplicado en la cepa C. albicans

La figura 1muestra que el control positivo (C+) utilizado es
voriconazol; el cual alcanzo un halo de inhibicion de 20.00,
2040, 20.25 mm, €; 30 pg/mL alcanzé un halo de inhibi-
cion de 15, 05, 0 mm, C: 25 pg/mL alcanzd un halo de
inhibicion de 0O, 1,15 mm, C; 19 pg/mL alcanzé un halo de
inhibicion de 0, 3.2,.2 mm y en la zona de C- no se formo
halo de inhibicion.

Figura 1 Cultivo de la cepa C. albicans
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Con base a los datos obtenidos del digmetro del halo de
inhibicion, se establecieron las siguientes categorias:

1. Sensible

2. Intermedio / Sensible dependiente de dosis

3. Moderadamente sensible

4. Resistente

Estas categorias estan basadas en el método de dilucién
en caldo, documento M27-A3.

Las 9 concentraciones del extracto de la planta J. spicige-
ra (muicle), se realizaron por triplicado, los resultados ob-
tenidos fueron: C; moderadamente sensible, C: sensible,
C3 sensible, C; sensible, Cs sensible, (s moderadamente
sensible, C; moderadamente sensible, Cs moderadamente
sensible, Cs moderadamente sensible, comparado con el
documento M44-A.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos con el extracto de la planta J.
spicigera (muicle), en la inhibicion del crecimiento de la
cepa Candida albicans fueron prometedores, no obstan-
te cabe destacar que las concentraciones no lograron el
mismo efecto necesario para la inhibicion del crecimiento
de las cepas Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Asper-
gillus fumigatus a partir de estos resultados se observa
una tendencia a aumentar la concentracion del extracto
sobre estas cepas, para que presenten un efecto inhibi-
torio.

El extracto de la planta J. spicigera en las concentraciones
25 pg/mL, 20 pg/mL, 19 pg/mL, 15 pg/mL, es prometedor
para la inhibicion del crecimiento de la cepa C. albicans.
z

El voriconazol que es un potente antifungico generd un
halo de inhibicion mucho mayor comparado con cualquie-
ra de las diferentes concentraciones del extracto de J.
spicigera, al aplicarse en la cepa C. albicans.

Los resultados obtenidos se clasificaron en: 30 pg/mL
moderadamente sensible, 25 pg/mL sensible, 20 pg/mL
sensible, 19 ng/mL sensible, 15 ng/mL sensible, 10 pg/mL
moderadamente sensible, 9 pg/mL moderadamente sen-
sible, 5 ng/mL moderadamente sensible, 4 pg/mL mode-
radamente sensible.

De acuerdo a resultados obtenidos del extracto de J.
spicigera sobre la cepa C. albicans, se propone que la
concentracion minima inhibitoria para este hongo es de
4 pg/mL.
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