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5. Resumen
En este estudio se determind el efecto del extracto metandlico de Psilocybe
cubensis sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus a concentraciones de 10
pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml y 40 pg/ml. Se tomo un tamafio de muestra de 14
repeticiones por cada concentracion, se determind la prueba de sensibilidad
antibiética mediante el método de difusion en agar o Kirby — Bauer, las placas con
la bacteria fueron cultivados por 24 horas a 36 grados. En donde se evidenci6 un
efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano a partir de la concentracién de 20
pug/ml en adelante, resultando en la presencia de halos con valores de 10.7 mm,
16.0 mm, 36.7 mm respectivamente, en comparacion con el antibiotico control que
presentd un halo de 37.3 mm y ademas se demostrd que si existe diferencia
significativa a través de las pruebas estadisticas de ANOVA por lo que se concluyo
que el extracto metanolico de Psilocybe cubensis tiene mejor actividad
antimicrobiana frente a los Staphylococcus aureus, a mayor concentracion,

demostrando el potencial que tiene esta seta.

Palabras claves: infeccion, inhibitorio, metanol, Psilocybe, Staphylococcus
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Abstract

In this study, the effect of the Psilocybe cubensis methanolic extract on the growth
of Staphylococcus aureus at concentrations of 10 pg / ml, 20 pg / ml, 30 pg / ml
and 40 pg / ml was determined. A sample size of 14 repetitions was taken for each
concentration, the antibiotic sensitivity test was determined by the agar diffusion
method or Kirby-Bauer, the plates with the bacteria were grown for 24 hours at 36
degrees. Where an inhibitory effect of bacterial growth was evidenced from the
concentration of 20 pg / ml onwards resulting in the presence of halos with values
of 10.7 mm, 16.0 mm, 36.7 mm respectively, compared to the control antibiotic
that presented a 37.3 mm respectively and it was also shown that if there is a
significant difference through the ANOVA statistical tests, it was concluded that
the methanolic extract of Psilocybe cubensis has better antimicrobial activity
against Staphylococcus aureus, at a higher concentration, demonstrating the

potential of this mushroom

Keywords: infection, inhibitory, methanol, Psilocybe, Staphylococcus
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l. Introduccion

Con el transcurrir de los afios, los avances de la biotecnologia han permitido
clasificar e identificar aproximadamente 700 microrganismos que colonizan la
cavidad oral, entre las cuales tenemos bacterias comensales y algunos patégenos
como el género Staphylococcus que se les asocia con la presencia de afecciones

orales.!

El microambiente que ofrece la cavidad oral, permite el desarrollo de los
microorganismos, porque las condiciones como: temperatura, humedad y nutrientes,
contribuyen de forma natural a la colonizacion de bacterias y hongos sobre los
tejidos orales?. Por ello entender el microbioma oral, es una tarea compleja que debe
tratarse desde un enfoque cientifico, debido a la gran variedad de especies de
bacterias que se encuentran alli y que originan los procesos infecciosos en la boca

para proponer nuevos métodos y estrategias preventivas.®

Los alcaloides han sido considerados como nuevos compuestos antibacterianos?,
dentro de los alcaloides tenemos heterociclicos aromaticos como es el caso de la

psilocibina una triptamina, que es producido por hongos del género Psilocybe.®

La psilocibina es considerada un alcaloide ind6lico que conserva en gran parte el
esqueleto del aminoacido que le da origen, guardando gran similitud estructural con

el aminoéacido triptéfano.®

La interaccidn entre algunos alcaloides y las bacterias puede resultar en efecto
favorable en la inhibicion del crecimiento. Algunas especies como Staphylococcus
aureus y Enterococcus feacalis han sido enfrentadas a compuestos inddlicos puros

y sintetizados, demostrando estos compuestos su eficacia contra estos patogenos.®
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El papel del Staphylococcus aureus en la mayoria de las infecciones orales es
virulenta, tiene la capacidad para evolucionar y crear genes que la vuelven resistente
a los antibidticos actuales como la penicilina, eritromicina, estreptomicina, y
tetraciclinas ademas este microorganismo esta considerado como modelo para los

enfoques biotecnoldgicos por su potencial patgeno.®

Por ello el objetivo de esta investigacion fue determinar, si existe efecto inhibitorio,
in vitro del extracto metandlico de Psilocybe cubensis a concentraciones de 10, 20,

30, 40 ug/ml sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus.

Esta investigacion logro evidenciar un efecto inhibitorio del crecimiento a partir del
extracto metandlico de P. cubensis sobre cepas de S. aureus, que pueden ser
encontradas como bacterias oportunistas en la cavidad bucal, los principios activos
contenidos en este extracto servirian como un aporte en el disefio de nuevos
farmacos y tratamientos contra las infecciones en donde esta presente esta bacteria
oportunista, logrando asi eliminar las infecciones en menor tiempo y darle una mejor

calidad de salud al paciente.

Los resultados de esta investigacion han demostrado un efecto inhibitorio del
crecimiento bacteriano a partir de la concentracion de 20 pg/ml en adelante,
resultando en la presencia de halos con valores de 10.7 mm, 16.0 mm, 36.7 mm
respectivamente, en comparacién con el antibiético control que presentd un halo de
37.3 mm y ademas se demostrd que si existe diferencia significativa a través de las
pruebas estadisticas de ANOVA vy se concluyé que el extracto metandlico de
Psilocybe cubensis tiene mejor actividad antimicrobiana frente a los Staphylococcus
aureus, a mayor concentracion, demostrando el potencial que tiene esta seta.
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I1. Revisién de la Literatura
2.1 Antecedentes

Ragupathi V.° (India, 2018) En su estudio “Antibacterial activity, in vitro
antioxidant potential and gc-ms characterization of methanolic extract of
gymnopilus junonius, a wild mushroom from southern western ghats, India”
tuvo como objetivo demostrar la actividad antibacteriana, del hongo de la risa
por poseer fitocomponentes similares al Psilocybe cubensis. El tipo de
investigacion que realizo fue cuantitativa experimental. El estudio especifica
que los hongos fueron cosechados del mismo ambiente silvestre, fueron lavados
y conservados a 4°C, de alli se deshidrataron y fueron pulverizados en un
mortero, luego este resultado se diluyo en metanol y se filtrd la mezcla para
obtener el extracto metandlico, las concentraciones que se usaron para
determinar el efecto antibacteriano fue de 20, 40, 60 y 100ug/ml mediante
difusion de disco “Kirby -Bauer” y se us6 amoxicilina como control positivo
frente a una especie de bacterias Gram positiva, como el E. faecalis, la cual la
tomamos como referencia para este estudio por ser Gram positiva como el
Staphyloccocus aureus. Los resultados demostraron un efecto inhibitorio del
crecimiento bacteriano a partir de la concentracion de 20 pug/ml en adelante,
resultando en la presencia de halos con valores de 12 mm, 15 mm, 16 mmy 18
mm respectivamente, en comparacion con el antibiotico control que presentd
un halo de 14 mm. Concluyé que a medida que se incrementaba la

concentracion era mayor el efecto inhibitorio.



McCormack M.1° (Reino Unido, 2015) En su estudio “Staphylococcus aureus
and the oral cavity: An overlooked source of carriage and infection?”, Tuvo
como objetivo demostrar la incidencia de Staphylococcus aureus MRSA y
MSSA en maltiples patologias orales. Su estudio fue de tipo cuantitativo, no
experimental, realiz6 un analisis comparativo de informes de 10 afios de
antigliedad de laboratorios que informaban sobre el aislamiento de
Staphylococcus aureus a partir de muestras clinicas orales y periorales
infectadas. El resultado demostré que de 11312 muestras enviadas al laboratorio
se han aislado 1986 especimenes (18%). Del cual el 90% eran Staphylococcus
aureus sensibles a la meticilina y el 10% eran Staphylococcus aureus resistentes
a la meticilina. Concluyd que los Staphylococcus son microorganismos
constituyentes del microbioma oral y que tienen un papel importante en la

patogenia infecciones orales.

Nowacka N, et al.'* (Irlanda, 2015) En su estudio “Antibacterial, Antiradical
Potential and Phenolic Compounds of Thirty-One Polish Mushrooms”.
Tuvieron como objetivo determinar el efecto antibacteriano de 31 especies de
hongos silvestres de Polonia. Su estudio fue cuantitativo y experimental, se
recolectaron de forma silvestre 5 gramos de cada hongo entre ellos Psilocybe
fascicularis, fueron lavados y de alli se liofilizaron y se molieron en un mortero,
luego el polvo del hongo se mezcldé con 50 ml de metanol en un matraz y se
dejo reposar por 24 horas de alli se filtrd para obtener un extracto puro libre de

pedazos de los cuerpos fructiferos del hongo. La actividad antibacteriana se



realiz6 concentraciones que oscilaban entre 0,078 y 5 mg/ml mediante la prueba
de Kirby- Bauer contra cepas Gram-positivas como Staphyloccocus
epidermidis y Staphyloccocus aureus, El resultado del estudio demostré que la
concentracion inhibitoria minima del extracto (MIC) de Psilocybe fascicularis
tuvo un halo de 2.5 mm y la concentracion bactericida minima (MBC) tuvo un
halo de 5.5 mm para Staphyloccocus epidermis, y que para Staphyloccocus
aureus la concentracion inhibitoria minima (MIC) fue de 2 mm vy la
concentracion bactericida minima (MBC) fue de 2.5 mm. Concluyé que los

hongos silvestres constituyen una gran fuente de agentes antibacterianos

Tyls F.1? (Chequia, 2014) En su estudio “Psilocybin, summary of knowledge
and new perspectives” Tuvo como objeto demostrar que el Psilocybe cubensis
posee una gran variedad de fitocomponentes que le atribuyen efectos
etnofarmacoldgicos en especial su principio activo la psilocibina. Su estudio
fue cuantitativo, no experimental realizé un analisis retrospectivo de casos
clinicos donde se empled psilocibina pura y las dosis que se describieron como
seguras. El resultado de su estudio dio a conocer que la dosis de psilocibina en
personas adultas es de 0.045-0.429 mg/kg via oral y 1-2 mg por via intravenosa.
Y que los efectos secundarios solo se observan a dosis mayores de 15 mg via
oral o a niveles plasmaticos de 4-6 ng/ml. Estas medidas son necesarias para
justificar este estudio ya que no se empled psilocibina pura si no el cuerpo
fructifero del hongo Psilocybe cubensis y todos sus fitocomponentes extraidos

por el metanol. En conclusion, estas medidas se deben tomar en cuenta como



parametros para realizar estudios in vitro ya que un 1 Kg de hongo seco produce
6.4 mg de psilocibina pura, por lo que las dosis para estudios deben ser

inferiores.

Karaman M, et al.®® (Reino Unido, 2014) En su estudio “Wild-growing
lignicolous mushroom species as sources of novel agents with antioxidative and
antibacterial potentials” tuvieron como objetivo determinar el efecto
antibacteriano de los extractos metandlicos de dos especies de hongos
lignicolas: Meripilus giganteus, Agrocybe aegerita, que crecen de manera
silvestre en Serbia. El tipo de investigacion fue cuantitativo y experimental, se
recolectaron 100 gramos de hongos y se limpiaron de alli se trituraron en un
mortero, luego en un matraz se diluyé con 50 ml de metanol y con un filtro de
papel se obtuvo el extracto metandlico a unas concentraciones de 20, 40 y 60
ug/ml. Luego se determind el efecto antibacteriano mediante la prueba de
difusion en agar “Kirby-Bauer” contra cepas de Staphylococcus aureus. Los
resultados demostraron que el extracto metandlico tuvo un efecto inhibitorio
mayor a la concentracion de 60 ug/ml con un halo igual a 2.3 mm. Concluyeron

que los hongos silvestres poseen efecto inhibitorio ante Staphylococcus aureus.

Mahmood Z.** (Inglaterra, 2013) En su estudio " Bioactive Alkaloids from
Fungi: Psilocybin." tuvo como objetivo determinar los fitocomponentes del

Psilocybe considerandolo una especie de hongo con efectos etnofarmacoldgicos



positivos. Su estudio fue cuantitativo, y experimental, empleé un analisis
retrospectivo acerca del uso del Psilocybe y cultivd 100 gramos del hongo en
condiciones de laboratorio para luego analizar sus fitocomponentes mediante
una columna de cromatografia. Los resultados dieron a conocer que el
Psilocybe contiene una variedad de alcaloides entre ellos la psilocibina que es
una triptamina quimicamente muy similar a la serotonina del cuerpo humano
que solo en concentraciones mayores a 10 mg serian las iniciadoras del efecto
alucindgeno, también hallé lipidos, proteinas, compuestos antioxidantes y
grupos inddlicos, que son de interés para este estudio ya que se quiere demostrar
que este hongo posee efecto antibacteriano atribuidos a estos componentes.
Concluyo que se sugiere realizar estudios in vitro a nivel celular para determinar

sus efectos ya que pueden ser util y de gran interés medico.

Mohammed T.°® (Bélgica, 2012) En su estudio “Tryptamine-derived
compounds as antibacterial agents”, tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano de los compuestos indolicos de la triptamina mediante la
elaboracién de un farmaco. Su estudio fue cuantitativo y experimental,
desarrollo de una formula quimica para unir los compuesto inddlicos extraidos
de la triptamina un alcaloide que es un compuesto que contienen los Psilocybes
de este estudio, a un farmaco con concentracion de 4 ug/ml que sometié a una
prueba de sensibilidad antibiotica frente a Staphylococcus aureus mediante un
cultivo en agar Miller Hinton. El resultado demostré6 que hubo un efecto

bactericida ya que el farmaco destruyé mas del 63% de las colonias. Concluyé



2.2.

que los compuestos indolicos extraidos de la triptamina poseen efectos

inhibitorios frente a bacterias como Staphylococcus aureus.

Jean N, et al. 1® (Francia, 2012) En su estudio “Novel indole derivatives,
methods for preparing same, and use thereof particularly as antibacterial
agents” Tuvo como objetivo demostrar el efecto antibacteriano de los
compuestos inddlicos, aclarando que ha sido extraido de una triptamina, mismo
compuesto que contienen los Psilocybes de este estudio. Su estudio fue
cuantitativo y experimental. Aplic6 una férmula quimica para sintetizar un
farmaco que contenga estos compuestos indolicos, para aplicarlo mediante
difusion por agar Miiller-Hinton contra cepas de Staphylococcus aureus en la
concentracion de 10 ug/ml. Y como control positivo utilizd un farmaco
conocido como ampicilina. Los resultados demostraron que si hubo inhibicion
a la concentracion de 10 ug/ml, correspondiente a un halo de 15 mm, siendo
mayor que el halo del farmaco control. Concluyo que los compuestos indolicos

poseen efecto antibacteriano contra cepas de Staphylococcus aureus.
Bases teoricas
2.2.1. Infeccion oral

Es una enfermedad comun de etiologia polimicrobiana que afecta y
destruye los tejidos de la boca ya sean dentarios, de soporte y epitelial.*’
Las infecciones orales se pueden presentar en forma de caries o absceso;
por lo que puede ser clasificada en odontégenas y/o no odontdgenas.

Sabemos que la infeccion comprende el desequilibrio del microbioma



oral; y que siempre hay que pensar en una posible bacteriemia por parte
de los patdgenos que albergan la boca, ya que las consecuencias podrian
ser una infeccion Osea aguda y destruccion en los casos mas graves.
Afortunadamente las infecciones orales son controladas mediante la

higiene oral y la prescripcion de medicamentos.*®

Las infecciones orales mas conocidas de manera general son: infeccion
de los tejidos blandos como estomatitis aftosas, estomatitis subprotésica,
verrugas, infecciones viricas, osteomielitis de la mandibula, problemas
periodontales, infecciones periapicales e infecciones supurativas de las

glandulas.?
2.2.2. Origen de las infecciones orales
2.2.2.1. Odontogenas

Se describe como la infeccion biodindmica mixta en donde las
bacterias anaerobias facultativas como Staphylococcus aureus son
predominantes en abscesos periapicales, periodontitis, pericoronaritis,

y osteomielitis.?

Para que estos microorganismos lleguen a colonizar la region 0sea es
necesario que exista antecedentes de infeccién, como una necrosis del
tejido pulpar, de alli estas se desplazan hacian la region periapical y

abarcan tejido circundante.??

El tratamiento quirdrgico es el indicado en estos casos avanzados de

infeccibn ya que el hueso se encuentra comprometido, y la



administracion de antibidticos debe ser gradual a medida que se
observe una evolucion favorable o desfavorable. Los antibidticos
comUnmente usados son: penicilinas, como amoxicilina méas éacido

clavulanico y clindamicina.? 24

2.2.2.2. No odontdgenas

Las lesiones no odontégenas estan mas asociadas con la formacién de
quistes, tumores mandibulares, que infecciones infamatorias.?®
Cuando la patologia se da sobre la mucosa y estructuras extradentales
como: glandulas salivares, lengua, labio, paladar, y sus consecuencias
puedan ser obstruccion de los conductos salivales; aparicion de hongos
clinicamente dando origen a mucormicosis y aspergilosis que se
diseminan clinicamente permitiendo observar partes estructurales de

la cara comprometidos con la infeccion.?®
2.2.2.3. Infecciones mas comunes de la cavidad oral

Las infecciones orales mas comunes son las infecciones periapicales,
que inician como una lesion pulpar a causa de una caries no tratada a
tiempo, su etiologia es la mala higiene oral y la dieta enriquecida en
hidratos de carbono, que permite la adhesion de microorganismos
acidofilicos en el esmalte del diente, y que metabolizan y fermentan
los azucares creando un ambiente propicio para su desarrollo mientras

desintegran los cristales de hidroxiapatita del primer tejido dentario.
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Algunas especias de bacterias oportunistas logran unirse en este grupo

de bacterias acidofilicas para sobrevivir.?': 28

Luego esta la osteomielitis, que también es una infeccién de origen
bacteriano, esta principalmente asociado con Staphylococcus aureus
MRS. Esta infeccion se extiende por los espacios medulares del hueso.
Los signos y sintomas més relevantes son fiebre, dolor localizado y

perdida de sensibilidad local.?®
2.2.3. Microorganismos mas frecuentes en las infecciones orales

El microbioma oral contiene mas de 300 especies de bacterias conocidas,
ademas de organismos no cultivables que han sido descubiertos con
técnicas moleculares, destacandose recientemente estudios del

microbioma bucal, por pirosecuenciacion.*

Streptococcus mutans, estas bacterias son cocos Gram positivos, que se
disponen en cadenas cortas de 4 a 6 cocos o largas, los cuales miden de
0,5 a 0,8 um de didmetro, anaerobios facultativos, forman parte de la flora
microbiana de cavidad oral y también de las vias respiratorias altas, se les
denomina también como patdgenos oportunistas que producen
enfermedades como la caries dental y la endocarditis bacteriana. Este
microorganismo produce &cido lactico, acido acético, acido férmico y
acido propionico cuando metaboliza carbohidratos fermentables como la
sacarosa, glucosa y fructosa. Estos &cidos se transportan a traves de la

placa dental hacia el esmalte, liberando hidrogeniones, los cuales

11



disuelven con rapidez los minerales del esmalte, generando calcio y
fosfato, los cuales, a su vez, salen fuera del esmalte. Este proceso se

conoce como desmineralizacion.®°

Candida albicans, este género comensal es el mas representativo en la
cavidad bucal, aparece principalmente en la lengua y el paladar. Este
hongo presenta caracteristicas similares a Enterococcus feacalis, puede
invadir los tabulos dentinarios debido a sus enzimas colagendliticas que
le permite degradar la matriz organica y producir en ella biopeliculas que
pueden resistir a los ataques de los monocitos y a varios agentes

antifingicos.®!

Enterococcus feacalis, es la bacteria méas representativa que se
encuentran en la mayoria de fracasos endodonticos, se caracteriza por
sobrevivir en condiciones que son comuUnmente letales para otros
microorganismos, como crecer en ambientes con bajo contenido de
nutrientes, tener un alto potencial redox, poseer resistencia en condiciones
anaerdbicas, establecerse en un amplio rango de temperatura, pH y
concentraciones de sal, como el hidroxido de calcio. Ademas, tienen la
capacidad de invadir el tabulo dentinal, utilizar el colageno de la dentina

para formar una biopelicula.®?

Staphylococcus aureus, es la bacteria resistente mas representativa de las
infecciones orales con resistencia a los antibidticos, esta especie son
cocos Gram positivos de 0,5 a 1.5 um de diametro, su agrupacion es
irregular parecido a un racimo de uvas, si bien es un microorganismo

12



2.2.4.

inmovil y no esporulado, figura dentro de los microbios no esporulados
con mas resistencia. Este microorganismo puede tolerar bastante los
cambios de temperatura ya sea el calor, la desecacion e incluso algunos

antisépticos y concentraciones salinas.

Esta es la especie patdgena coagulasa-positivo mas aislada de las
infecciones orales y es muy temido por ser responsable de altas tasas de

morbimortalidad.®?

En otras palabras, este microorganismo es capaz de producir infecciones
tanto localizadas como diseminadas que afectan a cualquier 6rgano o

tejido con diferente gravedad llegando a causar la muerte.?

En los cultivos Staphylococcus aureus es muy facil de identificar por la
produccién de un pigmento amarillo dorado que le da el nombre a la
especie, ademas la capacidad de fermentar manitol y segregar una enzima

que coagula el plasma (coagulasa), permite su reconocimiento.*?
Staphylococcus aureus y sus factores virulentos

Los Staphylococcus aureus poseen un antigeno especifico ubicado en la
pared celular “proteina A”, unido a un mucopéptido que esté ahi presente,
este se une a la region Fc de la IgG, para dar paso a la actividad
antifagocitica. También la ayuda a aumentar su capacidad para adherirse
sobre las demas células del huésped y sobre las superficies protéticas. El

péptidoglucano que posee en la pared, actia como una endotoxina, atrae
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leucocitos PMN vy activa la lisozima, podria decirse que contribuye a la

respuesta inflamatoria.®

Los &cidos teicoicos que posee la bacteria, favorecen la adhesién, al igual
que la capa de limo, constituida por hidratos de carbono y proteinas
extracelulares, esta capa facilita la adhesion e inhibe la quimiotaxis y la

fagocitosis.®

Entre las enzimas que posee, una de las mas conocidas es la coagulasa o
factor clumping, de la cual existen hasta ocho tipos. La coagulasa
formaria un codgulo que internalizaria el microorganismo haciéndolo mas
dificil de fagocitar. Claro esta que este no es el Unico factor de

patogenicidad.

La hemolisina estafilocécica o toxina alfa, beta, gamma y fi se diferencian
por el tipo de eritrocitos que lisan. Estas toxinas también acttan sobre

otras células y son auténticas del género Staphylococcus.®

Los productos que producen son: penicilinasa o B-lactamasa que destruye
la penicilina; catalasa que interfiere sobre mecanismo de defensa
dependientes del oxigeno; Hialuronidasa; fosfodiesterasa que cliva el
acido nucleico; lipasa; fibrinolisina o estafilocinasa: que es muy

semejante a la estreptoquinasa.®

Se han encontrado infecciones endoddnticas, abscesos periapicales,

infecciones de las glandulas salivales, hasta casos de osteomielitis de los
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huesos maxilares que han sido causadas por microorganismos de este

género.*
2.2.4.1. Staphylococcus aureus y medicamentos resistentes

Todos los microorganismos cuando se exponen a cualquier sustancia
natural o quimica buscan sobrevivir mediante una capacidad llamada
adaptacion. En este caso las cepas de Staphylococcus aureus son
conocidos porque tienen la capacidad de mutar cromosémicamente y

adquirir resistencia a | todos los antibiéticos desarrollados.®*

Los Staphylococcus aureus producen B- lactdmicos que la hacen
resistentes contra las penicilinas, debido a que poseen el gen mecA que
produce una proteina de union llamada PBP (penicillin-binding

protein), PBP 2A que tiene muy poca afinidad por los B- lactamicos.

Por otro lado, el engrosamiento de la pared celular le permite la
disminucidn del entrecruzamiento, por lo que es mas posible que las
moléculas de los antibioticos sean atrapadas en la pared externa antes
de llegar a la membrana plasmatica donde actdan las transglicosilasas,
a este mecanismo se le conoce como “atrapamiento por afinidad” la

cual retiene la estructura y actividad biologica de los antibioticos.3*

La mutacion es sumamente importante es una gran ventaja que tienen
las bacterias después de sufrir algun déficit, porque llegan a superar
sus contrapartes sensibles estando expuestos hasta en un medio libre

de antibiéticos.®*
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2.2.4.2. ATCC del Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ATCC 43300 es una cepa de control para
pruebas de susceptibilidad y como cepa de control de calidad para
productos comerciales. Este ATCC es un aislado clinico con la
designacion Seattle 1945 que se utiliza como cepa de control de
pruebas de laboratorio estandar. Es sensible a una variedad de

antibidticos, incluida la meticilina.®®

El ATCC con microorganismos certificados para el control de calidad
en microbiologia y es utilizado en disciplinas como la clinica,
alimenticia, farmacéutica, cosmética o0 ambiental. Sus caracteristicas
genotipicas y fenotipicas garantizan la identidad del microorganismo
y al tener esta documentacion, el laboratorio evitara realizar pruebas
adicionales para la identificacion de las cepas, lo que se traduce en

ahorro de tiempo y recursos.®
Tipos de cepas:
Cepas de referencia: Son cepas cultivadas una sola vez.®

Cepas de reserva: Son unas copias idénticas logradas de las cepas de
referencias mediante un subcultivo dnico y se mantienen en

liofilizacion, ultra congelacion rapida, entre otros métodos.®

Cepas de trabajo: Se obtienen por subcultivo de las cepas de reservas
y contienen indicaciones sobre su tiempo y manipulacién para uso

rutinario.®®
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Las bacterias obtenidas por este medio tienen certificado de control de
calidad de pureza y viabilidad por cada vez que se realice la réplica de
la bacteria no perdera sus propiedades y mantendrd sus caracteres

bioquimicos.*

2.2.5. Psilocybe cubensis (seta)
2.2.5.1. Origen

Segun estudios realizados por Giorgio Samorini, estas setas existen
desde hace mas de 6000 afios a. C. en el desierto de Argelia, debido a
que perduran grabados en piedra que datan entre los 5000 y 7000 afios
a. C. los datos antropoldgicos en latino américa descubrieron que hace
menos de 1000 afios la cultura maya y azteca consumia setas
alucinégenas con fines psicoactivos, y estaban asociados a usos
principalmente sagrados. Estas las representaban mediante esculturas

denominadas piedras-hongo.337

Los estudios sobre localidades que contienen setas alucindgenas son; en
América desde Estados Unidos hasta México, en Asia en, India,
Tailandia. Los lugares con mas recoleccion de setas son Espafia, que en
épocas de otofio y primavera se aprecian setas alucindgenas de tipo
Psilocybe; y México que es el pais que contiene mas especies de hongos
alucindgenos a escala mundial gracias al tipo de suelo y clima adecuado

para que se desarrolle y se reproduzcan. 383
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Con respecto al Perd, no se ha detallado oficialmente la presencia de
alguna especie en concreto perteneciente al género Psilocybe, sin
embargo, la literatura refiere que durante el periodo comprendido entre
los afios 800 — 100 a. C. la cultura Paracas tiene predominantemente
representaciones de hongos en sus finos textiles, al punto de representar
un proceso de volar como chaman, con dos estructuras como setas en
sus dos manos. La interpretacion que esta cultura le daba era que uno
podia adquirir visiones con la ingesta de hongos entedgenos del género

Psilocybe.*°

De igual forma se encuentra la cultura Moche durante los afios 100 a. C.
— 800 d. C. quienes han producido ceramicas con las representaciones
maés realisticas del Perd. Sus obras muestran en forma clara que los
hongos jugaron un rol importante en el antiguo Perd. Con el arte Moche
es posible tener una oportunidad unica de entender la mente y los
rituales en esta época. Los Moche representaron los hongos con tal
precision que en algunos casos es posible asociar e identificar las
especies hasta el género sin conocer ni haber encontrado el hongo en el
campo. En una imagen el ‘curandero’ estd atendiendo una persona
evidentemente enferma, sobre su cabeza, una seta de un hongo muy
prominente. Es una manifestacion del uso medicinal de hongos en el
antiguo Peru. Otra imagen contiene una seta tan en detalle que es posible
identificarlo hasta por grupos especificos: laminas blancas, separados

del tallo, con una bifurcacién al fin, y su estipite (tallo) de color marron

18



claro muy similar al género Psilocybe. En una ceramica el sombrero de
la seta, de color rojo con puntos blancos, es sin duda la Amanita
muscaria, un hongo muy bien conocido y sagrado en México, Asia y
Europa, ademas, asociado con muchos cuentos folcloricos. Estas
ceramicas solas muestran sin duda que las setas de hongos jugaron un
rol importante en la vida social Moche y en diversos pueblos peruanos

Pre Hispanicos.*

Existen 31 especie y variedades de Psilocybe de las cuales 27 son
alucinogenas, los principales habitats son: estiércol; jardines y tierras
removidas, bosques, pastos. Y la especie Psilocybe cubensis es una seta
que crece directamente sobre excremento de vacuno, equino; por lo que
su corta vida, tarda lo que demora el excremento en descomponerse. El
género Psilocybe posee un cuerpo fructifero, a excepcion de las
laminillas, se torna azul-verdoso al tocarlas y presenta un olor y sabor

semejantes a los de la harina fermentada.*°
2.2.5.2. Componentes de los basidiocarpos de Psilocybe cubensis,

Posee psilocibina, este alcaloide pertenece al grupo de las triptaminas,
se propone su empleo debido a la similitud estructural referenciadas en
antecedentes en donde alcaloides de este grupo lograron un efecto

antibacteriano contra bacterias del género Staphylococcus.*!

Este alcaloide es producido de manera natural por hongos del género

Psilocybe, entre ellos la especie Psilocybe cubensis la cual, se basa en
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el aminodcido triptofano para realizar la sintesis de este alcaloide,

conservando en gran parte la estructura inddlica.*!
2.2.5.3. Principios activos del hongo género Psilocybe

Hoffman y Mandrile refieren que la cantidad de psilocibina que posee
a la seta varia de 0,01% cuando el cultivo se encuentra en fase micelial,
hasta 0,6 % cuando se han formado basidiocarpos inmaduros, mientras
que la de psilocina es sensiblemente menor (0,05%), por otro lado, se
encuentra la baeocistina y norbaeocistina en cantidades trazas.
Hofmann® y sus colaboradores dilucidaron las estructuras de
psilocibina y baeocistina en 1959. Mas tarde, se describieron los
analogos de demetilo baeocystin y norbaeocystin. EI orden de los
eventos biosintéticos que llevan a la formacion de psilocibina con su
exclusivo grupo 4-fosforiloxi en el nicleo del indol se publico en 1968.
Se propuso que el L-triptofano primero sufre una descarboxilacion
para producir triptamina, seguido de N, N-dimetilacion sucesiva,

hidroxilacion C-4 y 4-O-fosforilacion.*?

Las triptaminas estan formadas por compuestos inddlicos, y una base
nitrogenada, se le otorga propiedades, farmacéuticas y antibacterianas,
39 se ha demostrado que se puede obtener nuevos antibacterianos a base
de esos compuestos, con diferentes resultados y altas concentraciones
inhibitorias sobre bacterias sensibles y resistentes del tipo Gram

positivo como Staphylococcus aureus.*?
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2.2.6. Enfrentamiento entre Staphylococcus aureus y Psilocybe cubensis

Staphylococcus aureus tiene la capacidad de generar genes resistentes a
los antibacterianos. La estructura quimica del alcaloide psilocibina,
intervendria en el desarrollo de esta bacteria dando paso a la accion

antibacteriana, inhibiendo la pared celular del Stapylococcus aureus.*?
I11. Hipotesis

A medida que se incrementa la concentracion del extracto metandlico a 10, 20, 30, 40
pug/ml, disminuira el crecimiento de Staphylococcus aureus en condiciones de

laboratorio.
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IV. Metodologia
4.1. Disefio de la investigacion

Es de disefio experimental, porque las variables han sido manipuladas, de tal
manera que existe una variable dependiente y una variable independiente, para

determinar una respuesta mediante el fendmeno de causa y efecto.

Tipo de la investigacién: Segun el enfoque el estudio, es cuantitativo, porque

busco establecer una cantidad de elementos en relacion al tamafio de muestra.

41

Transversal porque, la recoleccion de los datos se midio solo una vez en el

tiempo.*

Prospectivo porque, se prepar6é todo en un tiempo determinado y luego se

analizaron transcurrido un determinado tiempo.*

Nivel de la investigacion: El presente trabajo es una investigacion de nivel
explicativo, porque se contesto el por qué o la causa del comportamiento de
una variable sobre la otra, buscando una explicacion mediante los

antecedentes de este estudio.**
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4.2. Poblaciéon y muestra

La poblacion estuvo conformada por las placas petri con inoculo de

Staphylococcus aureus ATCC 43300.
Muestra:

(Za/z) + ZB)Z 282
(X 1- X 2)?

Reemplazando:
(1.96 + 0.84)2 % 2(0.95 * (¥; — X,))?
n= ——— 3
(%, — X3)

n= 14.15

n= 14
Donde:

Z g2 = 1.96; coeficiente de la distribucion normal para un a =0.05

7 = 0.84; coeficiente de la distribucion normal para un 3 = 0.20

S =10.95 (X1 - X2) el cual es un valor asumido por no haber informacion sobre
los valores paramétricos en estudios similares.

Criterios de inclusion

Basidiocarpos inmaduros

Criterios exclusion

Basidiocapos con contaminacion

Basidiocarpos adultos

Basidiocarpos con malformaciones

Placas Petri con indculo de Staphylococcus aureus ATCC 43300 contaminadas
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variable Definicion Definicion | Indicador | Valor | Tipo Escala
conceptual operacional final de
medicion
Extracto Sustancia activa | Concentrado | Tiempo de | ug Categodrica | Ordinal
metandlico de | vegetal del hongo | obtenido, maceracién | /ml
Psilocybe Psilocybe cubensis | mediante la
cubensis elaborado a base de | maceracion.
(Independiente) | metanol, que tiene
propiedades
fitofarmacoldgicos.™
Efecto Capacidad de wuna | Tamafio del | Halo  de | mm Cuantitativo | De razén
inhibitorio sustancia para alterar | didmetro del | inhibicion
sobre y bloguear el proceso | halo de
Staphylococcus | de  desarrollo vy [ inhibicion.

arureus
(dependiente)

crecimiento
celular.tt
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4.4. Técnicas e instrumento de recoleccion de datos
Técnica: La presente investigacion utilizo la técnica de observacion.

Instrumento: Para medir el efecto antibacteriano se utiliz6 un vernier digital

calibrado de acuerdo a la norma 1SO 9001 - 17025.
Procedimientos:
M¢étodo cultivo de la seta

El micelio de Psilocybe cubensis, fue proporcionado por el laboratorio de

Fitopatologia de la Universidad Nacional de Trujillo.
Subcultivo de Psilocybe cubensis

En el laboratorio de fitopatologia de la Universidad Nacional de Trujillo se
sembrd P. cubensis en un medio de Agar papa dextrosa (PDA) a una temperatura
de 27 °C por un periodo de 5 dias hasta obtener micelio listo para propagar. °

Figura 1
Propagacion de micelio de Psilocybe cubensis

Se coloc6 trozos del medio de cultivo de PDA que contenia micelio sobre arroz
integral cocido y pasteurizado, y se dejo incubar a 27 ° C por 12 dias. El arroz

estuvo guardado en 12 frascos de polietileno de 1L de capacidad.®
Produccion de basidiocarpos de Psilocybe cubensis

Se realizo el sustrato a base de abono de vaca y arroz integral en proporciones

2:1 en condiciones estériles; en una caja de plastico con orificios y se sometio a
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oscuridad por 3 dias, para verificar que la superficie haya colonizado
uniformemente. En cuanto a la humedad se verifico con un tergo higrometro que

llegue a 90%.° Figura 2

El tiempo de incubacidon para obtener los basidiocarpos inmaduros demord

alrededor de 3 semanas.®
Meétodo de preparacién del extracto metandlico
Seleccidn de basidiocarpos

Se seleccionaron basidiocarpos inmaduros, para no obtener esporas en el proceso,

y luego se colocaron en una placa Petri para su secado.'? Figura 3

Desecado y pulverizacion

Se llevé a desecar a una temperatura de 40 © C por 24 horas en la estufa, luego se
llevaron a pesar a la balanza de gramos digital y se obtuvo 16 gramos de hongos
secos, que fue colocado en un mortero y pilon y fueron pulverizarlos y vaciados

en un recipiente de pirex.2 Figura 5
Extraccion y filtrado

Los 16 gramos de Psilocybe cubensis pulverizados, se mezclaron con 100 ml de
metanol dentro de un envase color ambar y se dejo reposar por 24 horas. Figura

7y Figura 8

Se filtr6 la mezcla con un papel whatman N°1 (Figura 10) colocado en la boca
de un embudo marca pirex, una vez que se obtuvo el extracto purificado, se

conservd en refrigeracion en un envase color ambar. Para determinar las
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concentraciones, se extrajeron 10 ug/ml; 20 ug/ml; 30 ug/ml y 40 ug/ml con una

micropipeta. Figura 11 y Figura 12

Obtencion de la cepa de Staphylococcus aureus

Se adquirio la cepa de ATCC (Figura 13), y se reactivé mediante caldo de BHI.
Conservacién y mantenimiento de la cepa de Staphylococcus aureus

El cultivo puro de Staphylococcus aureus se mantuvo en caldo BHI y medio Agar

Tripticasa Soya (TSA) hasta su utilizacion.™
Evaluacion de la susceptibilidad antibacteriana

La evaluacion del efecto antibacteriano del extracto metandlico sobre el
crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 43300, se realiz6 mediante el
método Kirby Bauer, de difusion en agar. Para lo cual se procedio de la siguiente

manera:
Estandarizacion del inéculo de Staphylococcus aureus

El cultivo puro de Staphylococcus aureus mantenido en Caldo BHI se cultivo en
medio Agar TSA y fue llevado a incubacion a 37°C durante 24 horas, con el fin

de obtener colonias jovenes.:®

Luego, de 24 horas cada colonia de Staphylococcus aureus, se colocé en caldo
BHI y se hicieron suspensiones con una turbidez semejante al tubo niimero 0.5

del Nefelometro de Mac Farland (1.5x 108 bact./mL).*3 Figura 16.
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4.5.

Inoculacion

Luego de 15 minutos al ajuste de la turbidez del indculo (1.5 x108ufc/ml), se
tomo6 una alicuota de 100ul y se coloco en cada una de las placas con Agar
Mueller Hinton, con una jeringa de tuberculina estéril sumergido en la
suspension, luego se distribuy6 la suspensién bacteriana en tres direcciones para
asegurar una distribucién uniforme del indculo en la placa con un asa de
digralsky. Se dejo secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos

para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido.*® Figura 18
Preparacion de los discos con extracto metanolico

Se prepararon 56 discos de papel filtro whatman nimero 3 estériles, los cuales
fueron embebidos con cada una de las concentraciones de 10, 20,30, 40 ug/mL
del extracto metanolico. Luego, con una pinza estéril, los discos fueron colocados
sobre las placas de Miieller Hinton inoculadas con Staphylococcus aureus.™

Después de 24 horas de midieron los resultados con vernier digital. Figura 19
Plan de analisis

Para la presente investigacion se utilizo tablas de resumen de una entrada, con
sus valores absolutos, promedio y desviacion estandar; asi como gréaficos
adecuados para presentar los resultados de la investigacion. Ademas, se uso
andlisis de varianza para la determinacion de diferencia en los efectos inhibitorios
y se usd la prueba de Duncan para la comparacion de grupos. Todas las
estadisticas tuvieron un nivel de significancia del 5%. Se cont6 con el apoyo de

una hoja de calculo de Microsoft Excel y el programa statgraphics centurion.
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4.6. Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES
¢Existe  efecto | OBJETIVO GENERAL A medida que se | extracto
inhibitorio,  in | Determinar, si existe efecto inhibitorio, in | incrementa  la | metandlico de | Unidad de medida
vitro, del | vitro del extracto metandlico de Psilocybe | concentracion Psilocybe del extracto en ug/
extracto cubensis a concentraciones de 10, 20, 30, 40 | del extracto | cubensis ml
metandlico de | ug/ml  sobre el  crecimiento  de | metandlico a
Psilocybe Staphylococcus aureus 10,20, 30, | Cepas de | Unidad de medida
cubensis en sus 40ug/ml, Staphylococcus del tamafo del
tres OBJETIVOS ESPECIFICOS disminuira el | aureus ATCC | halo de inhibicion

concentraciones
distintas sobre el
crecimiento de
Staphylococcus
aureus?

Evaluar el efecto inhibitorio, in vitro del
extracto metandlico de Psilocybe cubensis en
la concentracion 10 pg/ml sobre cepas de S.
aureus.

Evaluar el efecto inhibitorio, in vitro del
extracto metandlico de Psilocybe cubensis en
la concentracion 20 pg/ml sobre cepas de S.
aureus.

Evaluar el efecto inhibitorio, in vitro del
extracto metandlico de Psilocybe cubensis en
la concentracion 30 ug/ml sobre cepas de S.
aureus.

Evaluar el efecto inhibitorio, in vitro del
extracto metandlico de Psilocybe cubensis en
la concentracion 40 pg/ml sobre cepas de S.
aureus

crecimiento de
Staphylococcus

aureus en
condiciones de
laboratorio

43300

(mm)

Unidad de medida
del crecimiento de
las bacterias
(UFC/ml)
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4.7. Principios éticos

Segun el Cadigo de Etica, aprobado por el consejo Universitario con Resolucion

N° 0973-2019-CU-ULADECH Catdlica, de fecha 16 de agosto del 2019.4

Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad: El fin de este estudio
involucro el medio ambiente y se tomaron medidas de bioseguridad para evitar

dafios con los desechos de los liquidos y reactivos empleados en su ejecucion.**

Beneficencia no maleficencia: Los resultados de la investigacion respondieron
a las reglas generales de no causar dafio, y disminuir los posibles efectos adversos
al igual que maximizar los beneficios, con los nuevos datos adquiridos después

de la ejecucion.*

Integridad cientifica: Bajo la funcion de las normas deontoldgicas de la
profesion se aclard y se evalud los riesgos, dafios y beneficios de la investigacion,
asimismo se aclard los conflictos de interés de este manteniendo la integridad

cientifica de la investigacion.**

Manejo de material contaminante: Las placas Petri con cultivos utilizados
fueron expuestas a 121° C y 1 Bar de presidn para ser inactivadas en autoclave a
fin de desechar el material bioldgico contaminado aplicando las normas

hospitalarias® y de manejo de desechos de la UNT.
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V. Resultados
5.1 Resultados

Tabla 1. Efecto inhibitorio in vitro del extracto metandlico de Psilocybe cubensis

sobre Staphylococcus aureus ATCC 43300

Grupo de tratamiento

n

Promedio

Desv. Estandar

p*
10 ug/ml 14 0 0

20 ug/ml 14 10.7 0.73

30 ug/ml 14 155 0.40 0.0000
40 ug/ml 14 36.7 0.25

Control positivo 14 37.4 0.25

Fuente: Datos propios obtenidos de la medicion**

*Prueba ANOVA (Nivel de significancia 0.05)

Interpretacion: Se observa que el mayor efecto inhibitorio se obtiene con la

concentracion de 40 ug/ml (36.7mm) y con Amoxicilina + Ac. Clavulanico (37.4mm)

y ademas se observa que si existen diferencias muy significativas entre los

tratamientos probados (p < 0.001)

Se excluyo6 del ANOVA a la concentracion del 10% por no presentar valores.
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Tabla 2. Comparacion del Efecto inhibitorio in vitro del extracto metandlico de

Psilocybe cubensis sobre Staphylococcus aureus. ATCC 43300 con la prueba de

DUNCAN
Grupos  de Subconjunto para o= 0.05
. n
Tratamiento 1 5 3 A -
10 ug/mi 14 0
20 ug/ml 14 10.7
30 ug/ml 14 15.5
40 ug/ml 14 36.7
Cor}t_rol 14 274
positivo

Fuente: Datos propios obtenidos de la medicion**

Interpretacion: la prueba de Duncan muestra que existen diferencias entre todos los

tratamientos (p < 0.05)
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5.2. Andlisis de resultados

Los resultados de esta investigacion demostraron que el extracto metandlico de
Psilocybe cubensis presento efecto inhibitorio del crecimiento sobre una cepa de
Staphylococcus aureus presente en cavidades bucales. Se determind que a partir
de 20ug/ml hay efecto inhibitorio con un didmetro de 10.7 mm, en simultaneo
durante la evaluacion dos concentraciones adicionales de 30ug/ml y 40 ug/ml
presentaron halos de inhibicion con diametros de 155 mm y 36.7 mm
correspondientemente, esto concuerda con la hip6tesis planteada en donde se
sugiere un mayor didmetro que indicaria disminucion del crecimiento con
respecto a una mayor concentracion. Estos resultados concuerdan con estudios
realizados por Mohammed T.*® en donde evalud el efecto antibacteriano sobre S.
aureus y demas bacterias de un nuevo compuesto derivado de la triptamina que
conserva como caracteristica principal su estructura ciclica al igual que los
alcaloides presentes en el extracto de esta investigacion, obteniendo asi un
resultado favorable que el autor resume basicamente en la capacidad de estos
compuestos para actuar sobre la pared voluminosa de peptidoglicano de S.
aureus, desnaturalizandola sin activar la accion de betalactamasas caracteristicas
del mecanismo de resistencia en esta bacteria, ademas reporta la aplicacion del
método de difusion en medio Muller Hinton con una concentracion minima
inhibitoria de 4ug/ml en lo cual difiere de este estudio debido a que el autor utilizo
el compuesto en calidad de quimicamente puro a diferencia del extracto
metanolico que arrastra diferentes proteinas, azlcares Yy alcaloides,

predominando entre estos la psilocibina. Ragupathi V° obtuvo resultados
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similares al evaluar el efecto antibacteriano del extracto metandlico de
Gymnopilus junonius un hongo perteneciente a la familia Strophariaceae, a la
cual pertenece también el hongo empleado en esta investigacion, en concreto este
autor demostrd el efecto inhibitorio del crecimiento sobre S. aureus empleando
una concentracion de 20ug/ml con la cual obtuvo un didmetro de 12 mm en el
halo de inhibicién. Estos resultados se aproximan a los obtenidos en esta
investigacion en cuanto a los halos obtenidos, el menor didmetro podria
explicarse debido a la menor cantidad de alcaloides en la especie Gymnopilus
junonius dado que de forma complementaria este autor realizo un anélisis de los
compuestos presentes en el extracto, encontrando flavonoides, polifenoles! pero
en menor cantidad alcaloides presentes en el extracto de esta investigacion, tanto
en grupos metilo como también en anillos ciclicos. Investigaciones realizadas por
Jean N, et al'*® también demostraron la efectividad de compuestos indolicos,
triptaminas y alcaloides con similitud estructural a los presentes en basidiocarpos
de P. cubensis arrastrados en el extracto metandlico, en la inhibicion del
crecimiento de S. aureus dentro de los grupos iV- hidroxilaminas inddlicas, B -
amino indol VV-hidroxilaminas, obteniendo halos de 15 mm para la concentracion
de 10 ug/ml evaluada, esto concuerda con los resultados obtenidos debido a los
compuestos presentes y empleados en ambos estudios, es asi que posteriormente
este estudio termind en patentes al establecer el protocolo correcto para la sintesis

a gran escala de los compuestos de interés.

Ademas, la maxima concentracion de 40 pg/ml empleado en este estudio asegura

la ausencia de efectos alucindgenos debido a que estudio realizado por Mahmood
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Z'* determind que solo las concentraciones mayores a 10 mg son capaces de
lograr el efecto alucindgeno en los pacientes. Tyls F'? en investigaciones
posteriores amplia este conocimiento al determinar que concentraciones
administradas por via intravenosa correspondientes a 1 — 2 mg no resultan en
efectos alucindgenos en pacientes adultos, de esta manera las concentraciones
estudiadas al representar valores muy por debajo de la décima parte de la
concentracion minima causante de alucinaciones, asegura la posibilidad de llegar
a una futura aplicacion en pacientes, excluyéndolos de algun riesgo relacionado

a la accion recreativa de este compuesto.
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V1. Conclusiones:

El extracto metandlico de Psilocybe cubensis presenta efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de Staphylococcus aureus, y este efecto aumenta en relacion directamente

proporcional a las concentraciones utilizadas en el estudio.

A una concentracion 10 pg/ml el extracto metandlico no presenta efecto inhibitorio

sobre cepas de Staphylococcus aureus si no a partir de concentracion de 20 pg/ml.

La concentracion de 30 pg/ml presenta un halo de inhibicion mayor que la

concentracion de 20 pg/ml.

El mayor efecto inhibitorio fue al 40 pg/ml del extracto metandlico de Psilocybe
cubensis con un halo de inhibicion casi similar al grupo control de la Amoxicilina mas

acido clavulanico sobre cepas de Sptahylococcus aureus.

Aspectos complementarios

Recomendacién

Se recomienda ampliar los estudios sobre la extraccion metanolica de los metabolitos
liberados por el género Psilocybe, sobre todo el componente principal denominado
psilocibina en donde podria radicar el efecto presentado, asi como métodos de

extraccion y evaluaciones en demas bacterias de interées clinico odontoldgico.
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Anexo 5

Ficha del diametro de halo de inhibicion del crecimiento sobre S. aureus ATCC 43300

Grupo de Tratamiento

muestra
10ug/ml 20ug/iml  30ug/ml  4oug/mi  SOntrol
positivo
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Diadmetros de los halos de inhibicion del crecimiento sobre Staphylococcus aureus

ATCC 43300.
Grupo de Tratamiento
muestra 10ug/ml 20ug/ml  30ug/ml  40ug/ml g:s?tt:ir\?ol
1 0 9.2 16.0 36.3 37.3
2 0 12.0 15.0 37.0 37.0
3 0 11.0 15.2 36.8 37.7
4 0 11.0 15.0 36.8 37.7
5 0 11.1 15.0 36.5 37.0
6 0 10.0 16.0 36.5 37.0
7 0 10.8 16.0 36.9 37.4
8 0 11.5 15.6 36.8 375
9 0 10.0 15.5 37.0 37.6
10 0 10.1 15.8 36.9 37.5
11 0 10.0 15.2 36.4 37.3
12 0 10.4 16.0 36.3 37.7
13 0 11.0 15.6 36.5 37.4
14 0 11.0 15.4 36.7 37.4
Estadistico
de Shapiro- - 0.951 0.876 0.907 0.888
Wilk
p - 0.572 0.052 0.142 0.075

Como se observa todos los grupos tienen distribucion normal, excepto la

concentracion del 10ug/ml que no tiene valores.
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Anexo 7

FIGURA 1. Subcultivo de P.
cubensis en un medio de PDA

FIGURA 2. Propagacion del micelio
de P.cubensis en mezcla de arroz
integral y abono de vaca vy
colonizacidn de la superficie

FIGURA 3. Desarrollo de
basidiocarpos de P.cubensis
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FIGURA 5. Secado de
basidiocarpos de P.cubensi a 40° C
durante 24 horas

FIGURA 4. Recoleccién de
basidiocarpos inmaduros de
P.cubensis

FIGURA 6. cuantificando
16 gramos de P.cubensis
Secos

54



FIGURA 7. Pulverizacion de 16
gramos de P.cubensis con un mortero

y pilén

FIGURA 8. Solucion de 100 ml de
metanol con 16 gramos P.cubensi
triturado

FIGURA 9. Maceracion del
P.cubensis con 100 metanol, dentro
de un envase color ambar por 24
horas.
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FIGURA 10. Filtrado del extracto
metandlico con un papel filtro
whatman N°1

FIGURA 11. Obtencion del
extracto metanolico puro

FIGURA12. Conservacion del
extracto metandlico en frascos
color ambar en sus 5
concentraciones: 10,20,30,40
ug/ml.

56



FIGURA 13. Staphylococcus aureus
ATCC 43300

FIGURA 14. Evaluacion de la
pureza de colonias con
morfologia caracteristica de
S.aureus sin contaminacion
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FIGURA 15. Evaluacién de la
pureza, coloracion  Gram
(cocos Gram positivos)

FIGURA 16. Estandarizacion
del in6culo con una turbidez
correspondiente al tubo 0.5
del Nefelometro de Mac
Farland

FIGURA 17. Preparacion
de agar Muller Hinton para
evaluacién de la actividad
antimicrobiana
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FIGURA 18. Sembrado
de S.aureus por superficie
con 0.1ml de indculo en
cada placa, extendido con
asa de digralsky

FIGURA 19. Colocacién
de discos embebidos con
las siguientes
concentraciones: 5, 10, 20,
30 y 40 ug/ml. Prueba de
sensibilidad antibi6tica.



40 ug/ml

30 ug/ml

20 ug/ml

10 ug/mi

FIGURA 20. Presencia de halos de
inhibicion en las placas, después de 24
horas de incubacion
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FIGURA 21. Prueba de
sensibilidad antibiotica en
agar Mdller Hinton después
de 24 horas de incubacion,
cepas de S.aureus con discos
embebidos con extracto
metandlico de P.cubensis 10
ug/ml

FIGURA 23. Prueba de
sensibilidad antibibtica en
agar Miller Hinton
después de 24 horas de
incubacion, cepas de
S.aureus con  discos
embebidos con extracto
metanodlico de P.cubensis
30 ug/ml
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FIGURA 22. Prueba de
sensibilidad antibidtica en
agar  Mdaller  Hinton
después de 24 horas de
incubacion, cepas de
S.aureus con  discos
embebidos con extracto
metandlico de P.cubensis
20 ug/ml

FIGURA 24. Prueba de
sensibilidad  antibidtica
en agar Miller Hinton
después de 24 horas de
incubacion, cepas de
S.aureus con discos
embebidos con extracto
metanolico de P.cubensis
40 ug/ml



FIGURA 25. Prueba de
sensibilidad antibiotica en
agar Mdller Hinton
después de 24 horas de
incubacion, cepas de
S.aureus  con  discos
embebidos con extracto
metandlico de P.cubensis
30 ug/ml

FIGURA 26. Prueba de
sensibilidad  antibi6tica
en agar Miller Hinton
después de 24 horas de
incubacion, cepas de
S.aureus con  discos
embebidos con extracto
metandlico de P.cubensis
40 ug/ml

FIGURA 27. Vernier digital
marca Mitutoyo, Modelo 500-
196-20 ABSOLUTE
Digimatic Caliper 0-150mm /
0-6", por estar calibrado y
validado con ISO de calidad
17025
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