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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo la determinacion de la actividad
antibacteriana de extractos metandlicos de la especie Tanacetum spp. frente a cepas
ATCC tales como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa. Los extractos metandlicos se obtuvieron de las partes de la
planta colectada es decir flores, hojas y tallos estas fueron sometidas a un proceso de
secado, pulverizacion y maceracion en metanol durante 72 horas y luego el metanol fue
separado por rotaevaporacion. Las pruebas de actividad antibacteriana se realizaron bajo
la directriz de la técnica de antibiograma basado en Kirby Bauer y las normas del
Clinical & Laboratory Standards Institute M100 28™ (CLSI) con el uso de los controles
respectivos. Se cargaron discos de sensibilidad con concentraciones de 100000, 50000,
25000, 12500, 6250 pg/mL de cada uno de las diferentes partes de la planta. Los
extractos presentaron diferente actividad antibacteriana frente a las cepas en estudio,
siendo asi la concentracién minima inhibitoria (CMI) de las flores para E. coli y S.
aureus de 25000 pg/mL, K. pneumoniae y P. aeruginosa 100000 pug/mL. La CMI del
extracto de las hojas para E. coliy S. aureus resulto en 50000 pg/mL; K. pneumoniae y
P. aeruginosa no mostro inhibicion. El extracto obtenido de los tallos no mostro
actividad antibacteriana frente a las bacterias en estudio a las concentraciones
ensayadas. Se confirm6 por medio de siembra en placas muestras de cada uno de las

diferentes concentraciones para verificar la presencia o no de colonias bacterianas.

Palabras claves: Tanacetum spp. actividad antibacteriana, extractos metandlicos.



ABSTRACT

The objective of this research was to determine the antibacterial activ{ty of methanolic
extracts of the species Tanacetum spp. against ATCC strains such as Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa. The
methanolic extracts were obtained from the parts of the collected plant i.e. flowers, leaves
and stems, these were subjected to a drying process, pulverization and maceration in
methanol for 72 hours and then the methanol was separated by rotaevaporation.
Antibacterial activity tests were performed under the antibiotic-based antibiotic-based
screening guideline and the Clinical & Laboratory Standards Institute standards M100
28th (CLSI) with the use of the respective controls. Discs of sensitivity were loaded with
concentrations of 100000, 50000, 25000, 12500, 6250 pg/mL of each of the different
parts of the plant. The extracts presented different antibacterial activity against the strains
under study, thus being the minimum inhibitory concentration (MIC) of the flowers for
E. coli and S. aureus of 25000 pg/mL, K. pneumoniae and P. aeruginosa 100000 pg/mL.
The MIC of the leaf extract for E. coli and S. aureus resulted in 50000 pg/mL; K.
pneumoniae and P. aeruginosa showed no inhibition. The extract obtained from the stems
showed no antibacterial activity against the bacteria under study at the concentrations

tested. Samples from each of the different concentrations were confirmed by plating in

order to verify the presence or absence of bacterial colonies.

Translation reviewed by

Language Center Teacher.



INTRODUCCION

El reino vegetal ofrece gran variedad de sustancias potencialmente Utiles para tratar
problemas de enfermedades humanas incluyendo las producidas por microorganismos
infecciosos M) Las plantas medicinales son consideradas como una fuente potencial de nuevos
tratamientos sobre todo si su contenido de fitoquimicos es de poco o nulo efecto tdxico. Ante
esto, los estudios cientificos promueven la bldsqueda de nuevos principios activos con
actividad antibacteriana por lo que, el empleo de plantas medicinales y de productos
derivados de las mismas estd aumentando de manera importante frente al problema de
resistencia a los antibi6ticos comerciales

El conocimiento de las propiedades de las plantas medicinales se ha extendido de tal forma,
gue mucha gente las sigue utilizando como medicina alternativa y en ocasiones como apoyo a
la llamada medicina tradicional, para evitar la utilizacion de antibioticos comerciales ©) para
determinar la efectividad de estos, en los laboratorios clinicos se realizan las pruebas de
antibiogramas que son de gran apoyo para los conocedores de medicina ancestral y asi
facilitaria el trabajo de estos ).

La importancia de las plantas medicinales se hace mas patente en la actualidad en los paises
en vias de desarrollo. En Pakistan se estima que un 80% de las personas dependen de estas
para curarse y un 40% en la China. En paises tecnoldgicamente avanzados como los Estados
Unidos se estima que un 60% de la poblacion utiliza habitualmente plantas medicinales para
combatir ciertas dolencias. En Japdn hay mas demanda de plantas medicinales que de
medicinas oficiales ©

El tratamiento de enfermedades muy complejas puede requerir en algunos casos el apoyo de
las propiedades medicinales de las plantas o de los derivados que ellas nos proporcionan
como lo son los principios activos. La ingestion de vegetales con propiedades antioxidantes,
como coles, rabanos, etc., o ciertas liliaceas, como el ajo o la cebolla, tienen la capacidad de
contrarrestar la aparicion de ciertas enfermedades degenerativas como el cancer u otras
enfermedades del aparato circulatorio )

Finalmente, no se debe olvidar el caracter preventivo que las plantas tienen con respecto a la
aparicion de enfermedades. En este sentido las plantas medicinales superan a los remedios
guimicos, que se aplican fundamentalmente cuando ya ha aparecido la enfermedad M- La
medicina tradicional es una parte importante y con frecuencia subestimada de los servicios de
salud. En algunos paises, la medicina tradicional o medicina no convencional suele

1



denominarse medicina complementaria. Histéricamente, la medicina tradicional se ha
utilizado para mantener la salud, prevenir y tratar enfermedades, en particular enfermedades
crénicas ©

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion (FAO), se calcula que las dos terceras partes de la poblacion mundial
4000 millones de personas recurren al uso de plantas medicinales. En América Latina existen
alrededor de 250000 especies de plantas medicinales, de las cuales s6lo se conoce en parte el
10%, lo que indica lo mucho por investigar y el gran potencial sobre futuros medicamentos.
Ecuador es un pais que posee gran biodiversidad y alberga una porcion importante de éstos, el
conocimiento y uso de las plantas medicinales es un componente importante de sus
poblaciones indigenas ) Estudios realizados en Ecuador, en la provincia de Machala
determinaron la actividad antibacteriana de los extractos metanolicos obtenidos de diversas
plantas medicinales utilizando la técnica de difusion en agar, frente a cepas de bacterias Gram

positivas y Gram negativas. Todos los extractos analizados, reflejaron la importancia de estas

especies en la produccidn de fitofarmacos antibioticos (10).

Estudios clinicos indican que la especie vegetal Tanacetum spp. inhibe la sobreproduccién de
serotonina y prostaglandina que ayudan contra las migrafias limitando la inflamacién de los
vasos sanguineos en la cabeza, ademé&s de actuar como un tratamiento para las nduseas, la

gota y la artritis. Tras realizarse estudios los cientificos afirman que esta especie vegetal

también reduce la fuerza de los ataques de asma y ayuda a superar la depresion (11).

En nuestro pais existen diversos recursos naturales que requieren ser estudiados; entre ellos
estan especies nativas, muy apreciadas por los pobladores debido a sus propiedades
terapéuticas; en este contexto el objetivo del presente trabajo es determinar la actividad
antibacteriana del extracto de la especie vegetal Tanacetum spp. sobre cepas bacterianas de
ATCC, lo que representaria un aporte para disminuir la resistencia bacteriana a antibi6ticos

comerciales que afectan la salud de los ciudadanos.



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana de extractos metanolicos de la especie Tanacetum spp.
de la familia Asteraceae, comprada en el Mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba a
los expendedores de plantas medicinales que crecen en Ecuador, frente a cepas bacterianas
ATCC.

Objetivos especificos

o Obtener los extractos metanolicos de las fracciones de las hojas, tallos y flores de la
planta Tanacetum spp.

« Aplicar ensayos de actividad antibacteriana con los extractos obtenidos de las flores en
bacterias ATCC.

o Emplear ensayos de actividad antibacteriana con los extractos obtenidos de las hojas
en bacterias ATCC.

« Utilizar ensayos de actividad antibacteriana con los extractos obtenidos de los tallos en
bacterias ATCC.



ESTADO DEL ARTE RELACIONADO A LA TEMATICA

Antecedentes Historicos

No se tiene ninguna certeza, sobre el inicio de la utilizacion de las plantas medicinales. Los
descubrimientos fueron la mayor parte de las veces, producto de la casualidad. Nuestros
antepasados tenian que buscar constantemente nuevos alimentos y para ello probaban todas
las especies botanicas que les ofrecia la tierra que habitaban para comprobar si eran
comestibles 0 no. Como consecuencia de esto; pudieron comprobar si algunas eran
comestibles, en cambio otras les producian efectos negativos incluso mortales. Todos estos
conocimientos adquiridos se fueron propagando primero a traves de la palabra y luego de los

escritos (12)-

Importancia de las Plantas Medicinales

Inicialmente las plantas fueron utilizadas por la gente para satisfacer sus necesidades
nutricionales. En varias culturas humanas alrededor del mundo mas de 35.000 especies de
plantas se estan utilizando para fines medicinales y para el cuidado médico primario, casi
80% de las poblaciones mundiales confian en estas medicinas tradicionales que incluyen el

uso de extractos de la planta la mayor parte del tiempo (13).

Las consideraciones que defienden el uso de las plantas medicinales y sus extractos o
derivados en terapéutica, pueden afianzarse en las siguientes premisas:
« Trabajan en la reactivacién de funciones o procesos organicos alterados.
o Estimulan las defensas de los organismos, no las remplazan ni las fuerzan a actuar.
o Refuerzan el funcionamiento 6ptimo de 6rganos y tejidos en funciones nutritivas y
regenerativas.
o Eliminan toxinas o sustancias indeseables (depuracion y limpieza) favoreciendo la

circulacion sanguinea 4

Principios Activos de las Plantas Medicinales

Los principios activos son sustancias que se encuentran en las distintas partes u érganos de las

plantas y que alteran o modifican el funcionamiento de 6rganos y sistemas del cuerpo humano
y animal ®®- Para que las plantas medicinales nos proporcionen sus efectos debemos

extraerles aquellos componentes que contienen sus principios activos. Existen plantas

medicinales que pueden tomarse directamente, consumiéndolas como un alimento, y no



precisan de preparacion especial. Se puede decir que se trata de alimentos con propiedades
medicinales (16)

Consideraciones generales de la planta

Familia Asteraceae: Es de las familias de plantas con flores con mayor nimero de especies
(mas de 20.000 especies y 1.100 géneros), y de mayor distribucién en todo el mundo. La
mayoria son especies herbaceas anuales o perennes y algunas son arbustos o arboles. Esta
familia contiene especies de importancia econdmica como el girasol (Helianthus annuus L.),
comestibles como la lechuga (Lactuca sativa L.), ornamentales como las dalias, alimentarias

como el estragbn (Artemisia dracunculus L.) y medicinales como la manzanilla

(Chamaemelum nobile) 47

Es parte de la familia més representativa del paramo ecuatoriano (Asteraceae), pertenece a la
tribu Senecioneae una de las tribus que contribuyen a la mayor diversidad de dicha familia en
los altos Andes. En el paramo la tribu esta representada por algunos géneros importantes
como Senecio, Pentacalia y Lasiocephalus. Hierbas o subarbustos hasta de 0,8 m, flexuosos,
con grueso indumento aracnoideo, gris-blanquecino sobre todo en las partes jovenes,

glabrescentes con la edad, los tallos con costillas notorias (18).

Tanacetum spp.

Es una especie vegetal conocida con el nombre comun de Santa Maria, se le atribuyen
propiedades diuréticas, aperitivas, digestivas, espasmoliticas, vermifugas, coleréticas y
emenagogas ()

Acciones Farmacoldgicas

Entre las acciones méas destacables a nivel popular, la que mas fama tiene es la que ejerce
sobre los gusanos intestinales. Segun se cuenta, esta hierba, administrada convenientemente,
consigue paralizar la actividad vital de los gusanos y, aunque no llega a acabar con su vida
facilita enormemente su expulsién si se emplea junto con algin purgante. Otra de las acciones
que se le atribuyen es la de descargar el higado, es decir, que actia como colerético. Sin
embargo, estas acciones no estdn todo lo estudiadas que debieran, por lo que conviene

manejarla con cuidado. Su empleo se debe dejar en manos de profesionales, pues en la
actualidad existen remedios mejores, sobre todo para expulsar lombrices intestinales (20).
Usos y Caracteristicas:

e De las hojas de la hierba de Santa Maria se extrae un aceite que tiene propiedades

insecticidas.



e Las tisanas de esta planta son muy apreciadas, atribuyéndoles un efecto astringente,
antiseptico, antiespasmaodico, carminativo, colagogo y sedante.

e Se ha descrito un efecto protector hepatico de los extractos alcohdlicos de esta planta
en algunos experimentos en animales de laboratorio.

e Las hojas secas, molidas o trituradas se conservan en recipientes herméticos. Pueden
consumirse frescas para aromatizar ensaladas o sopas.

e Tienen un olor de menta-citronelada que conserva durante mucho tiempo y un sabor
ligeramente amargo (21).

Actividad Antibacteriana

Se refiere a la capacidad de impedir la proliferacion de bacterias que pueden provocar
infecciones graves o incluso la muerte de los seres humanos. Hay una amplia diversidad de
familias y grupos de antibacterianos de interés clinico. Los mecanismos por los que los
compuestos con actividad antibacteriana inhiben el crecimiento o causan la muerte de las
bacterias son muy variados. Atendiendo a su efecto antibacteriano se han clasificado

tradicionalmente en bactericidas (ejercen una accién letal para la bacteria) o bacteriostaticos
(solo inhiben transitoriamente el crecimiento bacteriano) (22).
Técnica de extraccion de solventes

Rotaevaporacion

El método de rotaevaporacion se realiza mediante el equipo rotavapor es el aparato que,
mediante una destilacién a vacio, permite la evaporaciéon rapida del disolvente de una
disolucién, recuperando el soluto (liquido o sélido). Generalmente se utiliza una trompa o una
bomba de membrana o de vacio ®® Es importante conocer el punto de ebullicién del

disolvente que se va a eliminar para no sobrecalentar el bafio de agua. Si el producto que se

quiere aislar es liquido, también deberia conocerse su punto de ebullicién, para evitar

evaporarlo junto con disolvente ¢4



Figura 1 Rotavapor
Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular y Genética

Cepas de Interés Clinico

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publica los patdgenos prioritarios resistentes a
los antibidticos, en la que se incluyen las bacterias mas peligrosas para la salud humana. El
grupo de prioridad critica incluye las bacterias multirresistentes que son especialmente
peligrosas en hospitales, residencias de ancianos y entre los pacientes gque necesitan ser
atendidos con dispositivos como ventiladores y catéteres intravenosos. Entre tales bacterias se
incluyen  las  siguientes: Acinetobacter, Pseudomonasy  varias  enterobactericeas
como Klebsiella, S. aureus, E. coli, Serratia, y Proteus. Son bacterias que pueden provocar

infecciones graves y a menudo letales, como infecciones de la corriente sanguinea y

neumonias. Tales como: -

Escherichia coli

Es una bacteria Gram negativa que se encuentra normalmente en el intestino del ser humano y
de los animales de sangre caliente. Es causante de enteritis por diferentes mecanismos. Estas
cepas poseen factores de virulencia que la hacen, entero patégenas como son adhesinas
especificas, tienen sistemas para la penetracion intracelular y produccion de toxinas. Es
causante de las mayorias infecciones de las vias urinarias (IVU) en la mujer. Asi mismo,
puede causar cistitis, meningitis, mastitis, septicemia, colecistitis, peritonitis, neumonia y

bacteriemia (26)



Staphylococcus aureus

Es una bacteria Gram positiva que posee caracteristicas particulares de virulencia y resistencia
a algunos antibidticos como por ejemplo la meticilina. En los humanos causa una amplia
variedad de enfermedades infecciosas. En algunas ocasiones el S. aureus puede entrar en el
torrente sanguineo desde el sitio de la infeccion y alcanzar otros tejidos distantes, como el
cerebro o los pulmones. Las enfermedades mas frecuentes que produce es Osteomielitis,

Conjuntivitis, Artritis, Sinusitis, Meningitis, Otitis media, Bronquitis, Cistitis, Prostatitis 7).

Klebsiella pneumoniae

Es una bacteria Gram negativa, es un patdgeno oportunista colonizador de piel y mucosas de
pacientes hospitalizados que pueden presentar infecciones invasoras como bacteriemias o
septicemias. Es el agente causal de infecciones del tracto urinario, neumonias, sepsis,

infecciones de tejidos blandos e infecciones de herida quirtrgica. Usualmente las manos

contaminadas del personal son el vehiculo responsable de brotes epidémicos (28).

Pseudomonas aeruginosa

Es una bacteria Gram negativa habitante comun de agua, suelos y plantas. En los hospitales
puede ser encontrada en respiradores, humidificadores, vertederos, duchas, piscinas de
hidroterapia y ocasionalmente en las manos de los trabajadores de la salud. P. aeruginosa es
un patdégeno oportunista, responsable de infecciones, principalmente nosocomiales.
Particularmente los pacientes con inmunosupresion, asi como aquellos que han sufrido
guemaduras severas, neutropenia inducida por quimioterapia o presentan enfermedades

pulmonares subyacentes estan propensos a desarrollar la infeccion (29).

Mecanismos de resistencia bacteriana frente a los antibioticos

La resistencia antimicrobiana es un problema continuo y en aumento. Los fendmenos de
resistencia antimicrobiana son variados, destacando entre ellos cuatro mecanismos

principales:

Enzimas hidroliticas: Las bacterias sintetizan enzimas que hidrolizan al antimicrobiano,
destruyendo su accion antibacteriana, sin tener posibilidad de actuar sobre el microorganismo.
Modificacion del sitio activo: La modificacion de un aminoécido genera un blanco diferente y

asi disminuye la afinidad de union por el antimicrobiano (30)



Disminucion de la permeabilidad de la pared celular al ingreso del antimicrobiano: Cambios
en el didmetro y/o nimero de porinas pueden bloguear el ingreso del antimicrobiano a la
bacteria %

Bombas de flujo: Transporta al antimicrobiano hacia el exterior de la célula sin
modificaciones, pero sin accién antimicrobiana. Existen bombas de eflujos multidrogas en la
pared bacteriana que permiten la expulsion de drogas como los antimicrobianos. Estos genes
explican la resistencia a macrélidos en estos patégenos y a fluoroquinolonas. Para combatir

este tipo de resistencia se encuentran en estudio la asociacion de inhibidores de bombas de

eflujo junto con el antimicrobiano G%
Métodos de Determinacion de Actividad Antibacteriana

Antibiograma: es la prueba microbioldgica que se realiza para determinar la susceptibilidad
(sensibilidad o resistencia) de una bacteria a un grupo de antibidticos. Las técnicas de
antibiograma son las utilizadas en el laboratorio de microbiologia para estudiar la actividad de
los antimicrobianos frente a los microorganismos responsables de las infecciones. El
antibiograma mide la sensibilidad de una cepa bacteriana que se sospecha es la responsable de

una infeccion a uno o varios antibioticos. El antibiograma sirve para orientar las decisiones

terapéuticas individuales ademas de seguir la evolucion de las resistencias bacterianas (31).

Meétodo de Kirby Bauer: EI método Kirby-Bauer (método de difusion en agar) es empleado
para determinar la sensibilidad de un agente microbiano frente a un antibiético. Este método
comprende lo que se denomina un antibiograma o prueba de susceptibilidad bacteriana frente
a drogas especificas. En el método de Kirby Bauer, el microorganismo es inoculado en la
superficie de una placa de agar, sobre el cual se colocan discos impregnados con una
concentracion conocida del antibi6tico. Las placas se incuban por 16-18 horas a 35- 37°C.
Durante la incubacion, el antibidtico difunde radialmente desde el disco a través del agar, por
lo que su concentracién va disminuyendo a medida que se aleja del disco. En un punto
determinado, la concentracion del antibiotico en el medio es incapaz de inhibir al germen en
estudio. El didametro del &rea de inhibicion alrededor del disco puede ser convertido a las
categorias de sensible, intermedio o resistente (S, I, 0 R) de acuerdo a tablas publicadas por la

cLs| G2

Concentracion Minima Inhibidora (CMI) es la medida de la sensibilidad de una bacteria a
un antibiotico. Es la minima cantidad de antimicrobiano que es capaz de impedir el

crecimiento de un microorganismo en unas condiciones normalizadas. Es el método habitual
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utilizado en los laboratorios de Microbiologia Clinica. Para llevarlo a cabo es necesario
utilizar cepas control (de referencia) con el fin de que los resultados sean reproducibles y
comparables. Este método nos ofrece informacién sobre la sensibilidad de las bacterias S

(sensible), I (intermedia) y R (resistente) 3

e Sensible, si existe una buena probabilidad de éxito terapéutico en el caso de un
tratamiento a la dosis habitual.

¢ Resistente, si la probabilidad de éxito terapéutico es nula o muy reducida. No es de
esperar ningun efecto terapéutico sea cual fuere el tipo de tratamiento.

e Intermedia, cuando el éxito terapéutico es imprevisible. Se puede conseguir efecto

terapéutico en ciertas condiciones (fuertes concentraciones locales o aumento de la

posologia) 33
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METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

DISENO DE LA INVESTIGACION

En la presente investigacion se utilizo el método inductivo con un procedimiento analitico,
cientifico y explicativo, con el fin de alcanzar los objetivos propuestos.

Metodo inductivo: Se utilizé este método ya que permite el estudio de cada una de las
bacterias para obtener resultados confiables que nos lleven a sacar conclusiones particulares
de mi tema de investigacion.

Método analitico: Permitio analizar la actividad antibacteriana de los diferentes extractos
metanolicos de las partes de la planta Tanacetum spp.

Metodo explicativo: Ayudd a determinar las causas y los efectos del tema de estudio.

TIPO DE INVESTIGACION

Descriptiva: Permite describir la situacion del problema en estudio.

Explicativa: Se basa en el procesamiento de la informacion recolectada en textos, libros,
folletos y articulos cientificos que permitirdn establecer las causas y los efectos de la
evaluacion antibacteriana de la especie Tanacetum spp.

Observacional: Se obtiene el dato de acuerdo al resultado que genera cada ensayo de

actividad antibacteriana.

COHORTE

Transversal: La investigacion se realiza en un tiempo determinado.

CARACTER

Cualitativa: Permiten clasificar directamente a un microorganismo como sensible o resistente
utilizando la técnica del antibiograma.

Cuantitativo: Mediante la CMI se determina la medida de sensibilidad de una bacteria frente

a los extractos metandlicos ensayados.

POBLACION Y MUESTRA

Poblacion: En esta investigacion se utilizé las partes de la planta Tanacetum spp. y bacterias
ATCC para evaluar bajo técnicas de laboratorio, por lo tanto no se aplica el célculo de

poblacion.
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Muestra: Las partes de la planta Tanacetum spp. fueron conseguidas en junio de 2018 a
través de personas dedicadas al expendio de plantas medicinales en el Mercado San Alfonso

de la ciudad de Riobhamba.

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Técnica

Observacion y recoleccion de informacion.

Instrumentos de recoleccion de datos

El procedimiento para la recoleccion de informacion que se adapta al disefio del estudio es la
observacion directa de los datos en el laboratorio, descrita como aquella que nos pone en
contacto con los hechos, fendmenos y situaciones en el momento que acontecen y permite la

busqueda deliberada de datos necesarios para desarrollar el proceso investigativo.®®

PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION

Preparacion de las Muestras

Se separaron cada una de las partes de la planta Tanacetum spp. a estudiarse es decir: flores,
hojas y tallos. Luego se peso cada una de las partes de la planta obteniendo 250 g de flores,
198 g de hojas, 210 g de tallos, y se colocé en un secador de plantas durante una semana en la
azotea de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional de Chimborazo (Anexo 1).
Con la utilizacién del molino analitico marca IKA A1l basic, se pulverizé cada parte de la
planta a investigar y las muestras pulverizadas obtenidas se colocaron en frascos de vidrio
cada una. Posteriormente se pesé cada una de las muestras pulverizadas obteniéndose 113,4 g
de flores, 108,8 g de tallos y 129,9 g de hojas (Anexo 2).

Obtencidn de las Partes de la Planta Obtenidas por Maceracién con Metanol
En cada frasco contentivo las partes pulverizadas de la planta se colocan 500 mL de metanol y

se dejé reposar por 72 horas al resguardo de la luz.

Figura 2 A: Fraccion de las hojas, B: Fraccion de las flores y C: Faccion de los tallos.
Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular y Genética
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Filtracion de los Extractos Metandlicos

Cada extracto metandlico de las partes de las flores, hojas y tallos se filtré con papel filtro y
fueron colocados en frascos ambar esterilizados para evitar contaminaciones y deterioro.
(Anexo 3).

Obtencion de los Extractos Metanolicos de las Partes de las Flores, Hojas y Tallos de la
Planta Tanacetum spp.

Para la obtencion del extracto metandlico de las partes de las flores, hojas y tallos de la planta
se utilizo el equipo rotavapor durante 3 horas a una temperatura de 40°C y una presion de 260
hectopascales (hPa). Los extractos obtenidos fueron almacenados a una temperatura de 4-6°C,

en frascos herméticos y resguardados de la luz hasta su analisis (Anexo 4).

Determinacién de la Actividad Antibacteriana de Extractos Metandlicos de la Planta
Tanacetum spp. frente a Cepas Bacterianas ATCC.

Preparacién del Preinoculo

La preparacion del preindculo consistié en sembrar una o dos colonias de las distintas cepas
bacterianas en estudio: E. coli ATCC 10536, S. aureus ATCC 6530, K. pneumoniae ATCC
10031, P. aeruginosa ATCC 27853, crecidas en medio sélido. Posteriormente, el preindculo

se incub6 a 37°C durante 18 horas.

Preparacion del In6culo

Se prepar6 suspensiones bacterianas de E. coli, S. aureus, K. pneumoniae y P. aeruginosa; las
cuales fueron comparadas con el patron de McFarland 0.5 que se utilizan como patrones de
turbidez en la preparacion de suspensiones de microorganismos Las normas de turbidez se
preparan mezclando productos quimicos que generan precipitacion para formar una solucién
de turbidez reproducible. El patron de McFarland se prepara afiadiendo &cido sulfdrico
(H2S04) al 1% (0,36N) a una solucion acuosa de cloruro de bario (Cl2Ba) al 1,175% (0,048
M) que produce la formacion de una precipitado de sulfato de bario (BaSO.) suspendido. Para
asegurar la densidad del estandar de McFarland asi preparado puede ser verificado usando un

espectrofotometro con una celda de cuarzo de 1cm; para el estandar 0,5 de McFarland, la

absorbancia a una longitud de onda de 625 nm puede estar entre 0,08 a 0,1 (34).

McFarland equivale a 10%-108 UFC/mL crecidas sobre medio sélido Mueller Hinton en placas

mono Petri (Anexo 5).
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Preparacion de la Solucion Stock de los Extractos

La solucion stock de los extractos se prepararon con Dimetilsulfoxido (DMSO) a
concentraciones de 100000 pug/mL, 50000 ug/mL, 25000 pg/mL, 12500 pg/mL y 6250 pg/mL
para lo cual se peso6 400 ug de cada extracto y se afiadio 3600 uL. de DMSO en tres tubos

diferentes para las tres partes de extractos metanolicos de la planta.

Preparacion de las Diferentes Concentraciones de los Extractos

Las concentraciones de los extractos metandlicos de las partes de flores, hojas y tallos de la
planta se realizé en tubos eppendorf, a concentraciones de 100000 pg/mL, 50000 ug/mL,
25000 pg/mL, 12500 pg/mL y 6250 pg/mL. Se depositaron 250 puL de caldo Mueller Hinton,
realizando dos replicas y 250 uL de la solucion stock en la primera dilucion, para llevar a

cabo diluciones seriadas.

Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

Se aplicaron cinco diferentes concentraciones de 100000 pg/mL, 50000 pg/mL, 250000
pug/mL, 125000 pg/mL y 62500 pg/mL. En las cajas mono Petri previamente infundidas con
el medio se colocaron cinco discos y en cada disco se coloc 20 pL de cada concentracién. Se
dejo en la incubadora a una temperatura de 37°C por 24 horas para su analisis. Estas
diluciones fueron inoculadas con 20 pL de una suspension de la bacteria a ensayar, realizada a
partir de preinoculos preparados como se indicd anteriormente, de modo que quedara a una
densidad celular inicial de 10°-108 UFC/mL. Cada ensayo fue realizado por duplicado y como
control positivo se utilizo el antibidtico comercial Estreptomicina de 300 pg y como control
negativo 20 puL. de DMSO, en ningln caso la concentracion de DMSO super6 la maxima

tolerable por cada bacteria.

La CMI se determind por el método de Kirby Bauer que consiste en determinar la
susceptibilidad in vitro de una cepa microbiana frente a antibiéticos en medio Mueller Hinton
tras 24 horas de incubacién a 37 °C, se observo la presencia o ausencia de halos de inhibicién.
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ANALISIS DE DATOS

Los resultados se interpretaron por medio de la formacion de la longitud de didmetro de los
halos de inhibicion frente a las bacterias de interés clinico. Para el analisis de datos se utilizo

Excel 2010 para realizar la tabulacién y el correspondiente andlisis para explicar los
resultados.

15



RESULTADOS Y DISCUSIONES

Actividad Antibacteriana de los Extractos
La actividad antibacteriana de los extractos de la planta Tanacetum spp. fue evaluada frente a
cuatro cepas ATCC, mediante el método de Kirby Bauer el cual permitio determinar la CMI

para cada una de las especies bacterianas estudiadas.

Los resultados mostraron actividad contra E. coli ATCC 10536 con una CMI de 100000
pg/mL en extractos de flores y hojas, para S. aureus ATCC 6530 una CMI de 100000 pg/mL
en extractos de flores y 50000 pg/mL en extractos de hojas mostrando actividad
antibacteriana, para K. pneumoniae ATCC 10031 una CMI de 100000 pg/mL en extractos de
flores, para P. aeruginosa ATCC 27853 una CMI de 100000 pg/mL en extractos de flores.
Segun la literatura consultada, este es el primer informe sobre la actividad antibacteriana de

los extractos metandlicos de la planta Tanacetum spp. en el Ecuador.

Tabla 4: Actividad Antibacteriana de los distintos Extractos Metandlicos frente a Cepas

Bacterianas ATCC de Interés Clinico.

Cepas ATCC Extractos Halo de inhibicién (mm)
Flores 14
E. coli Hojas 13
Tallos 8
Flores 13
S. aureus Hojas 12
Tallos 10
Flores 14
K. pneumoniae Hojas 11
Tallos 10
Flores 13
P. aeruginosa Hojas 12
Tallos 12

Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular y Genética
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Los resultados obtenidos se interpretaron por la longitud del didmetro de los halos de
inhibicion. La actividad antibacteriana de las partes de la planta Tanacetum spp. de los
extractos metandlicos fueron evaluados frente a bacterias ATCC de interés clinico. En la
Tabla 4 se evidencia el diametro de los halos de inhibicion, el cual se obtuvo del promedio de

tres ensayos al utilizar los distintos extractos de la planta.

Tabla 5: Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de los Extractos Metandlicos de las

Flores frente a Bacterias ATCC

Extracto metanodlico de la fraccion de las flores

Bacterias ATCC CMI (ug/mL)
Escherichia coli ATCC 10536 25000
Staphylococcus aureus ATCC 6530 25000
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 100000
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 100000

Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular y Genética

La actividad antibacteriana de las partes de la planta Tanacetum spp de los extractos
metanolicos fueron evaluados frente a bacterias ATCC. En la Tabla 5 se evidencia la CMI que
mostro en los extractos de las flores, la cual fue E. coli 25000 pg/mL, S. aureus 25000 ug/mL,

K. pneumoniae 100000 pg/mL y P. aeruginosa 100000 pg/mL.

Tabla 6: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los Extractos Metandlicos de las
Hojas frente a Cepas ATCC

Bacterias ATCC CMI (pg/mL)
Escherichia coli ATCC 10536 50000
Staphylococcus aureus ATCC 6530 50000
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 SA
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 SA

SA: Sin actividad
Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular y Genética
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La actividad antibacteriana de las partes de la planta Tanacetum spp de los extractos
metandlicos fueron evaluados frente a bacterias ATCC. En la Tabla 6 se evidencia la CMI que
mostrd en los extractos de las hojas, la cual fue E. coli 50000 ug/mL, S. aureus 50000 pug/mL,

mientras que no hubo actividad para K. pneumoniae y P. aeruginosa.

Tabla 7: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los Extractos Metandlicos de los
Tallos frente a Cepas ATCC

Extracto metanolico de la fraccién de los tallos

Bacterias ATCC CMI (ug/mL)
Escherichia coli ATCC 10536 SA
Staphylococcus aureus ATCC 6530 SA
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 SA
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 SA

SA: Sin actividad
Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular y Genética

La actividad antibacteriana de las partes de la planta Tanacetum spp. de los extractos
metandlicos fueron evaluados frente a bacterias ATCC. En la Tabla 6 se evidencia que la
parte metandlica de los tallos no mostré ninguna actividad antibacteriana.

Se realizé una busqueda exhaustiva y no se pueden comparar estos resultados ya que no hay

informacidn de la planta en estudio.

Segun la revision bibliografica realizada, este es el primer estudio que muestra la actividad
antibacteriana de los extractos metandlicos de Tanacetum spp. de Ecuador. Con estos
resultados, se espera contribuir al estudio de especies del género Tanacetum, de los cuales
muchos se utilizan desde la antigliedad por la poblacién ecuatoriana; por lo que se sugiere
ampliar el estudio de la actividad antimicrobiana del aceite esencial frente a otros agentes
patogenos con el fin de conocer su espectro de accion. De este modo ayudar para tratar, guiar,
promover la investigacion y desarrollo de nuevos antibi6ticos, como menciona la OMS para

combatir el creciente problema mundial de la resistencia a los antimicrobianos ©°
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron los extractos metandlicos de las partes de las flores, hojas y tallos de la
planta Tanacetum spp. mediante el equipo rotavapor, ademas se obtuvo el rendimiento
a partir del peso seco de las partes de la planta partiendo de 11,8 g del extracto de las
flores se obtuvo un rendimiento de 4,7%, de 12,4 g del extracto de las hojas se obtuvo
un rendimiento de 6,3 % y de 10,6 g de tallos se obtuvo un rendimiento de 5,1%.

Se aplico ensayos de actividad antibacteriana tales como antibiograma y concentracion
minima inhibitoria con los extractos obtenidos de las flores en bacterias ATCC
obteniendo una concentracion minima inhibitoria de E. coli 25000 pg/mL, S. aureus
25000 pg/mL, K. pneumoniae 100000 pg/mL y P. aeruginosa 100000 pg/mL. Dando
como conclusién que la actividad antibacteriana es nula ya que los valores de CMI se
encuentran en un rango superior a 100000 pg/mL.

Se emplearon ensayos de actividad antibacteriana tales como antibiograma y
concentracion minima inhibitoria con los extractos obtenidos de las hojas en bacterias
ATCC de interés clinico, se determin6 la CMI frente a las bacterias: E. coli y S.
aureus 50000 pg/mL, K. pneumoniae Yy P. aeruginosa no se evidencié halos de
inhibicién. Dando como conclusion que la actividad antibacteriana es nula ya que los
valores de CMI se encuentran en un rango superior a 1000 pg/mL.

Se utilizaron ensayos de actividad antibacteriana tales como antibiograma y
concentracion minima inhibitoria con los extractos obtenidos de los tallos en bacterias
ATCC de interés clinico a partir de este procedimiento se determind la CMI frente a
las bacterias: E. coli, S. aureus, K. pneumoniae y P. aeruginosa; el efecto de los
extractos de las partes de los tallos de la planta Tanacetum spp. sobre las bacterias de
interés clinico no se evidencio halos de inhibicién en ninguna de las bacterias en

estudio.
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RECOMENDACIONES

e Utilizar las partes de la planta Tanacetum spp. frente a diferentes bacterias para

comprobar si tienen actividad antibacteriana.

e Se recomienda separar el extracto de las flores, que mayor actividad antibacteriana
mostré en distintas fracciones para ensayarlo con diferentes concentraciones y

determinar la actividad antibacteriana.
e Obtener extractos con otros solventes para obtener compuestos de diferente polaridad.

e Se recomienda que se usen cepas aisladas de interés clinico de pacientes que hayan

resultado resistentes a antibioticos.
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ANEXOS

Anexo 1: Secado de las fracciones de la planta Tanacetum spp.

Se realiz6 el secado de las tres partes de la planta Tanacetum spp. en la azotea de la

Facultad de Ingenieria durante 72 horas.

Anexo 2: Pulverizacion de las partes de la planta

Se trituraron cada una de las partes y se colocaron en frascos de vidrio limpios.



Anexo 3: Filtracién de los extractos metanoélicos

Se filtro cada una de las partes de la planta Tanacetum spp. con papel filtro para llevarlo

a rotaevaporacion.

Anexo 4: Rotaevaporacion de las partes metandlicas de las plantas

Por medio del equipo rotavapor se extrajo todas las partes metandlicas a una

temperatura de 40°C y una presion de 260 hectopascales (hPa).



Anexo 5: Estandar Mcfarland

Se utilizo el estandar de Mcfarland que contiene 108-108 UFC/mL

Anexo 6: Antibiograma sin presencia de halos en la parte de los tallos

Al utilizar el extracto de los tallos se evidencia que no hubo presencia de halos de
inhibicion.



Anexo 7: Interpretacion de resultados de antibiograma

Se interpretaron cada uno de los antibiogramas para determinar la presencia o0 ausencia

de halos de inhibicion.

Anexo 8: Halos de inhibicién

Se midieron cada uno de los halos de inhibicion para determinar por mm el didmetro.









