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RESUMEN

Uno de los principales problemas que existe en el siglo XXI es la resistencia a los
antibidticos, el cual es atribuido principalmente al uso indebido de los medicamentos
también denominado automedicacidn, con esto se reduce su efecto y también su mecanismo
de accion, lo que hace a las bacterias multirresistentes. Los aceites esenciales se han
considerado como una fuente principal para la busqueda de nuevos antimicrobianos por su
alto contenido de compuestos terpénicos. El objetivo principal de este estudio fue evaluar la
actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de Hedyosmum sp. del bosque natural
Jacarén frente a cinco especies bacterianas incluyendo Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.
El aceite fue obtenido a partir de las hojas frescas mediante el método de hidrodestilacion
usando la trampa de Clevenger y se obtuvo un rendimiento de 0,09%. La actividad
antibacteriana fue detectada a través del método Kirby-Bauer o de difusion en agar e
interpretada mediante las zonas de inhibicion observadas. Se realizO un primer ensayo
empleando el aceite puro y la concentracion minima inhibitoria (CMI) aproximada se
determind desde la concentracién de 500000 pg/dL. P. aeruginosa fue la bacteria mas
sensible a la accion del aceite puro, seguida de E. coli y K. pneumoniae, y las bacterias
grampositivas no mostraron susceptibilidad a este. La CMI aproximada del aceite frente P.
aeruginosa fue de 250000 pg/mL, y para el resto de las cepas fue > 500000 pg/mL. Se
concluye que el aceite esencial de Hedyosmum sp. a las concentraciones ensayadas resulto
ser activo solo frente a las bacterias gramnegativas empleadas en este estudio.

Palabras clave: Hedyosmum sp., actividad antibacteriana, aceite esencial



ABSTRACT

One of the main problems that exists in the XXI century is resistance to antibiotics, which
is attributed mainly to the misuse of medicines, also called self-medication,with this reduces
its effect and also its mechanism of action which makes, the multiresistant bacteria.
Essential oils have been considered as a main source for the search for new antimicrobials
due to their high content of terpene compounds. The main objective of this study was to
evaluate the in vitro antibacterial activity of the essential oil of Hmakesedyosmum sp. of the
Jacarén natural forest against five bacterial species that include Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa. The oil was obtained from the fresh leaves by the hydrodistillation method using
the Clevenger trap and a yield of 0,09% was obtained. The antibacterial activity was detected
through the Kirby-Bauer method or diffusion in agar and interpreted by the zones of
inhibition observed. A first test using pure oil and the approximate minimum inhibitory
concentration (BMI) was determined from the concentration of 500000 pg / dL. P.
aeruginosa was the bacteria most sensitive to the action of pure oil, followed by E. coli and
K. pneumoniae, and gram-positive bacteria are not susceptible to it. The approximate MIC
of the oil against P. aeruginosa was 250000 pg / mL, and for the rest of the strains it was >
500000 pg / mL. It is concluded that the essential oil of Hedyosmum sp. to the applications

tested to the grammatical persons used in this study.

Key words: Hedyosmum sp., Antibacterial activity, essential oil.
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INTRODUCCION

Esta investigacion se basa principalmente en la determinacion de actividad antibacteriana
del aceite esencial (AE) Hedyosmum sp. frente a cepas ATCC de interés clinico facilitadas
por la Facultad de Ciencias de la Salud de la UNACH.

En la actualidad numerosas investigaciones se han direccionado a la exploracion, obtencion
e identificacion de compuestos bioldgicos que constituyen fuentes potenciales para el
desarrollo de agentes terapéuticos, esto con el objetivo primordial de contrarrestar distintas
enfermedades infecciosas causadas por bacterias, lo que constituye un problema de salud

publica fundamentalmente en los paises en vias de desarrollo.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), considera a la Medicina Natural y Tradicional
como la medicina mas inofensiva, efectiva y ademéas con un costo racional, accesible y
aceptada por la poblacién. La OMS, sostiene que se debe garantizar la inocuidad y la calidad
de este tipo de medicamento que podria ser eficaz como tratamiento y prevencion de primera

linea, para afecciones tales como diarreas, dolores de estdmago, fiebres ligeras, entre otras®.

En la actualidad mas del 70% de la poblacion mundial recurre a las plantas para la solucién
de problemas basicos de salud. La industria farmacéutica ha obtenido del reino vegetal la
materia prima necesaria para la elaboracion de casi el 30% de los productos farmacéuticos

que hoy emplea la medicina moderna?.

En Latinoamérica las plantas medicinales son utilizadas por mas del 90% de la poblacion de
los paises en desarrollo. Su incorporacion a las politicas de salud ain se encuentra relegada
debido a las barreras de los sistemas, servicios y personal de salud y es poco frecuente

integrar en un mismo servicio, las medicinas tradicionales y la alopatica®.

En los Gltimos afios se han desarrollado nuevas tecnologias para la identificacion de los
principios activos, como la resonancia magnética nuclear y el desarrollo de la quimio-
taxonomia, entre otros. Asi mismo, la farmacologia ha logrado aproximarse a la verdadera
funcién y utilidad de las plantas medicinales, con el descubrimiento en estas de sustancias

antioxidantes y limpiadoras de radicales libres, oligoelementos y otros principios?.

Los aceites esenciales (AEs) y extractos de hierbas se han convertido en una de las
principales fuentes de productos naturales, ya que representan una alternativa a los
antimicrobianos y antioxidantes sintéticos en la industria farmacéutica, medicina alternativa

y terapias naturales3.


https://wanamey.org/plantas-medicinales

Problema y justificacion

La Organizacion Mundial de la Salud OMS explica que las amenazas a la salud mundial van
desde el cdlera hasta la peste, en 2017 hubo varias emergencias causadas por conflictos,
catastrofes naturales o brotes de enfermedades. Pero en 2018 podria ser ain peor, debido a
la falta de preparacion, prevencion y respuesta a tiempo. En el presente afio, la Organizacion
Mundial de la Salud continta haciendo frente a los brotes de enfermedades y a otras
emergencias de salud publica en todo el mundo. No obstante, no dispone de fondos

suficientes para llevar a cabo sus actividades, y las necesidades continlian en aumento®.

En Ecuador las enfermedades infecciosas mé&s comunes son las infecciosas-intestinales con
una tasa anual de 2978 casos, neumonia con 2524, accidentes de trafico/vehiculos 2049,
enfermedad isquémica del corazén con 1833, bronquitis, enfisema y asma con 1489, tumor
maligno de estdbmago con 1233, tuberculosis con 1209, homicidio con 1060 y al final se

encuentra la diabetes mellitus con 9945,

En las enfermedades infecciosas-intestinales la diarrea aguda es uno de los problemas de
salud mas dificiles de erradicar y controlar, debido a que contintan siendo una de las
primeras causas de consulta externa. De acuerdo a la informacion disponible de 1990 a 2003,
se dio un incremento del 40% en los casos notificados como enfermedades diarreicas

agudas®.

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un grave problema de salud publica. Muchas
de las bacterias, virus o protozoos que causan enfermedades infecciosas ya no responden a
los antimicrobianos comunes como antibidticos, medicamentos antivirales y
antiprotozoarios®. La resistencia a los antibiéticos esta presente en todos los paises. Los
pacientes con infecciones causadas por bacterias resistentes a los medicamentos tienen un
mayor riesgo de peores resultados clinicos y posteriormente la muerte, y consumen mas
recursos de atencion médica que los pacientes infectados con cepas no resistentes de la

misma bacteria’.

Entre ellas tenemos la resistencia de Escherichia coli a los antibiéticos fluoroquinolonas que
son los mas utilizados para el tratamiento de infecciones del tracto urinario. Se dice que en
varios paises del mundo este tratamiento no es efectivo en mas de la mitad de los pacientes,
otro ejemplo constituye la resistencia a los medicamentos de primera linea para tratar las

infecciones causadas por el Staphylococcus aureus, ya que se estima que el 64% de personas



con Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) tiene mas probabilidades de

morir que las personas con una forma no resistente de la infeccién 7.

La OMS esté trabajando con sectores como la tuberculosis multirresistente, para aplicar un
plan de accion mundial con el fin de hacer frente a la resistencia a los antimicrobianos
mediante el aumento de la concientizacion y los conocimientos, la reduccion de las
infecciones y el fomento del uso prudente de los antimicrobianos®, cuyo objetivo es
garantizar, mientras sea posible, la continuidad de la prevencion y el tratamiento
satisfactorios de las enfermedades infecciosas con medicamentos eficaces, seguros y de
calidad garantizada, que se usen de modo responsable y sean accesibles a todas las personas

que los necesiten®.

Entre enero y diciembre de 2011 se llevo a cabo el estudio de la resistencia bacteriana frente
a la infeccion de vias urinarias en pacientes embarazadas que fueron atendidas en el servicio
de ginecologia y obstetricia en el Hospital General Docente de Riobamba, en el cual se
evidencio una elevada resistencia de E. coli al tratamiento con ampicilina, fosfomicina,

nitrofurantoina, trimetroprin — sulfametoxazol y amoxicilina mas acido clavulanico3.

El género Hedyosmum perteneciente a la familia Chloranthaceae esta constituido por
alrededor de 40 a 45 especies distribuidas principalmente en América intertropical, una sola
habita en el Sureste de Asia. La infusion de las hojas de varios representantes de este género
se consume en forma de té o substituto de café. A ciertas especies se les atribuyen

propiedades medicinales contra variadas afecciones®®.

Segln el estudio preliminar realizado por Ansalon et al.l! sobre plantas medicinales
utilizadas en algunas Comunidades de las Provincias de Azuay, Cafar y Loja, uno de los
resultados se obtuvo con el material vegetal conocido como Guayusa del cerro que es el
nombre comun de la especie Hedyosmum cumbalense, de la que se utilizan las hojas para el

dolor estomacal.

Zamora et al.1? explica que algunos géneros (especialmente Chloranthus y Hedyosmum) se
utilizan para fines medicinales como tonificante, estimulante, antifingicas, vermifugas y
antidiarreicas, como alimentarios en bebidas tonificantes y saborizante de licores y como
plantas ornamentales. Estos autores reportaron la composicion quimica del AE de hojas de

Hedyosmum translucidum.



Ademas, el H. translucidum es reportado como el género con un indice de valor de
importancia ecosistémica, representado como la sumatoria de los indices de abundancia,
cobertura y densidad en muestreos de vegetacion realizados en las riberas del rio Pasto y rio
Miraflores en la zona de vida de Paramo sub andino, 3000 - 3600 msnm, cuenca Alta del rio
Pasto, Las Tiendas, y en la zona de vida Bosque hiimedo bajo montano, 2650 - 2950 msnm,

cuenca Media del rio Pasto, El Retiro y La Laguna®?.

Las especies del género Hedyosmum tienen una larga historia de uso en la medicina
tradicional con una variedad de propiedades biologicas/farmacoldgicas interesantes que han
sido cientificamente confirmadas. Existen reportes de la composicion quimica del AE de
Hedyosmum luteynii, Hedyosmum translucidum, entre otras. Estas especies son muy
utilizadas en el campo de la medicina ancestral en el Ecuador para el tratamiento y alivio de
infecciones respiratorias agudas y enfermedades diarreicas, que son las enfermedades con

mayor tasa de morbilidad en el Ecuador 3.

La resistencia a los antibidticos estd aumentando a niveles peligrosamente altos en todas
partes del mundo. Estdn surgiendo nuevos mecanismos de resistencia que se estan
extendiendo a nivel mundial, amenazando nuestra capacidad para tratar enfermedades
infecciosas comunes. Una lista creciente de infecciones, como neumonia, tuberculosis y
gonorrea entre otras se estan volviendo mas dificil y a veces imposible de tratar, ya que los

antibioticos se vuelven menos efectivos®#.

Tomando en cuenta las consideraciones anteriores, en esta investigacion se ha formulado la
siguiente pregunta: ¢En la evaluacion antibacteriana del AE obtenido mediante
hidrodestilacion de las hojas de Hedyosmum sp. del bosque natural de Jacardn, Colta
Provincia de Chimborazo, se detectara actividad frente a las cepas bacterianas ATCC
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia coli? Asi este estudio podria ser el punto de partida en la
identificacion de compuestos con actividad biologica presentes en el mencionado AE, que
serian fuente de nuevos farmacos o la base estructural para el desarrollo y sintesis de

principios activos efectivos en el tratamiento de distintas enfermedades infecciosas.



OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial (AE) de Hedyosmum sp. del
bosque natural Jacaron, Provincia de Chimborazo frente a cepas bacterianas ATCC
grampositivas y gramnegativas de interées clinico durante el periodo octubre 2018 - febrero
20109.

Objetivos especificos

1. Extraer el AE de las hojas de la planta Hedyosmum sp. mediante la técnica de
hidrodestilacion para la realizacidn de ensayos de actividad antibacteriana.

2. Evaluar la actividad antibacteriana del AE de Hedyosmum sp. frente a las bacterias
gramnegativas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa y
grampositivas Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis, mediante el método de
difusion en agar Kirby Bauer.

3. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del AE de Hedyosmum sp. frente
a las bacterias en estudio mediante la determinacion del efecto inhibitorio a diferentes

concentraciones.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

Desde los inicios de la vida se ha intentado disminuir los dolores con distintos tipos de
medicina como tradicional, ancestral, entre otras, esto ha permitido prolongar la vida de las
personas Yy llegar hasta nuestros dias. Y ahora que nos encontramos en un nuevo siglo no se
han evitado muertes, solo se ha utilizado para mitigar ciertos sintomas de enfermedades y
no causar otras. En la antigtiedad el ser humano solo contaba con recursos brindados por el
planeta entre ellos minerales, vegetales y animales utilizandolos como su Unica herramienta
en aliviar el dolor y evitar la muerte, estos se consideraron recursos terapéuticos por

excelencia hasta mediados del siglo XX*>.

Es por ello, que cada region del mundo desarrollé su forma de curar a partir de plantas
medicinales. Con el tiempo estas terapias con caracteristicas locales pasaron a conformar la
denominada medicina tradicional y al ser preservada por los pueblos originarios fue llamada
medicina aborigen o autoctona, existiendo estos términos hasta nuestros dias, al igual que
las recetas tradicionales o autdctonas que agrupan tantos usos, formas de preparacion,

administracion, dosis, entre otros parametros farmacolégicos modernos?®.

Hoy en dia y desde hace aproximadamente dos décadas se ha observado un especial interés
por el empleo de plantas medicinales en los paises desarrollados del mundo occidental. Por
ejemplo, en los Gltimos afios, la prevencion del cancer y enfermedades cardiovasculares se
han asociado con la ingestidn de frutas frescas, vegetales o infusiones ricas en antioxidantes
naturales. Existe una gran cantidad de estudios que sugieren que una mayor ingesta de dichos
compuestos se asocia con un menor riesgo de mortalidad por estas enfermedades que
incluyen, ademas, la hipertension arterial, la aterosclerosis y la diabetes mellitus. Estas

patologias son las principales causas de muerte en los paises industrializados *°.

Ecuador es uno de los paises con mayor biodiversidad del mundo y en este momento suple
una parte de la demanda externa en plantas medicinales y aromaticas abriéndose un gran
potencial para la exportacion de productos como los extractos y AEs vegetales. Las plantas
aromaticas y medicinales son un recurso natural que posee grandes valores ecologicos y un
importante potencial de desarrollo socioeconomico local. Combinando a estos factores
positivos, se puede llegar a una situacion de desarrollo sostenible, pudiendo aprovechar este

tipo de plantas y obteniendo unos claros beneficios, tanto econémicos como ecolégicos?!?.

6



En Ecuador estan registradas 3118 plantas que pertenecen a 206 familias con fines
medicinales. Segun estudios de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE), el
45% se registra en la categoria de sintomas, mientras que el 26% se encarga de las afecciones
causadas por bacterias, virus, hongos o protozoos, y otro grupo de plantas tratan las heridas,
lesiones y desordenes del sistema digestivo. Son los kichwas de la Amazonia los que mas
especies usan, seguidos de los kichwas de la Sierra y de los mestizos. Entre las principales
planas medicinales con un efecto inflamatorio e infeccioso tenemos las siguientes: achira,

tepazan, llantén, nogal y ruda?®.

Estructura bacteriana

Las diferentes estructuras bacterianas que se observa (figura 1) se dividen en: si son
constantes 0 no, en estructuras permanentes o variables, en internas o citoplasmicas y
externas o de la envoltura celular. Dentro de las primeras se destaca la pared celular,
membrana celular, ribosomas y material genético, en las estructuras variables estan los
flagelos, fimbrias o pilis, capsula y esporas, en las estructuras internas esta el material
genético, ribosomas y cuerpos de inclusién y finalmente en la envoltura celular engloba la
membrana plasmatica, pared celular que la recubre, capsula y apéndices como fimbrias o
pilis y flagelos. Ademas, se puede clasificar mediante la utilizacion de una tincion Gram

distinguiéndolas en dos grupos grampositivas y gramnegativas*®.

”:embf?na mesosoma tabigue de
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Figura 1 Estructura bacteriana

Fuente: http://labdemicrobiologia.wixsite.com/scientist-site/morfolog-a-y-estructura-

bacteriana



Bacterias de importancia clinica utilizadas en esta investigacion
Grampositivas

Son aquellas que toman el primer colorante (Cristal de violeta) utilizado en la tincion de

Gram con color azul oscuro o morado.

Staphylococcus aureus también llamado estafilococo dorado pertenece a la familia
Staphylococcaceae. Es grampositivo, aunque las cepas viejas 0 microorganismos
fagocitados se tifien como gramnegativo. Tiene forma de coco y puede aparecer en parejas,
en cadenas o en racimos. Su tamafio oscila entre 0,8 a 1,5 micras de diametro, es inmovil y
algunas cepas producen una cépsula externa mucoide que aumenta su capacidad para
producir infeccién. En relacion con su metabolismo, es anaerobio facultativo, coagulasa

positiva, catalasa positivo y oxidasa negativa?°.

Enterococcus faecalis es el patdgeno humano mas frecuente representando de 60 - 90% de
los aislamientos clinicos de enterococos, son cocos grampositivos, que se encuentran
aislados, en pares o formando cadenas cortas. Ellos pertenecieron clasicamente a
Streptococcus grupo D de Lancefield, sin embargo, a mediados de la década de 1980 fueron
oficialmente clasificados en su propio género. Son catalasa negativa, anaerobios
facultativos, capaces de crecer en condiciones un tanto extremas. Las caracteristicas
bioquimicas sobresalientes incluyen: la habilidad de crecer en presencia de NaCl al 6,5%, a

temperaturas entre 10°C y 45°C, y hasta en un pH de 9,621,
Gramnegativas

Son aquellas que toman el ultimo colorante (safranina) utilizado en la tincion de Gram con
color rosado y consta de tres elementos: la membrana citoplasmatica, la membrana externa
y, entre ambas, un espacio periplasmico constituido por peptidoglicano. Esta ultima
estructura confiere a la bacteria su forma y rigidez y le permite resistir presiones osmoticas

ambientales relativamente elevadas??.

Escherichia coli se caracteriza por ser un bacilo gramnegativo, no esporulante, productor de
indol a partir de triptéfano, que no utiliza citrato como fuente de carbono y no produce

acetoina. Ademas, fermenta la glucosa y lactosa con produccion de gas?2.

Klebsiella pneumoniae es una bacteria de forma bacilar gramnegativa, anaerobia facultativa,
inmovil y usualmente encapsulada, ampliamente esparcida en el ambiente, y presente de

manera especial en las superficies mucosas de mamiferos, en los seres humanos coloniza la
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nasofaringe y el tracto gastrointestinal. La tasa de deteccion de adultos portadores de K.
pneumoniae en materia fecal es de 5 - 38%, y en nasofaringe entre 1 - 6%; en los nifios el
estado de portador fecal puede alcanzar el 100%23. Es un patdgeno de importancia en el
ambito hospitalario, frecuentemente relacionado con infecciones nosocomiales en unidades
de cuidado intensivo y salas de pediatria, desde donde se aislan cada vez con mas frecuencia
cepas resistentes a cefalosporinas de tercera generacion con resistencia combinada
(corresistencia) a multiples antibioticos. Con la proliferacion de cepas multirresistentes, el
problema de las infecciones intrahospitalarias causadas por K. pneumoniae es ain mayor, ya
que al ser més dificiles de tratar dan lugar a incrementos de las tasas de mortalidad, de las

estancias hospitalarias y de los costos de atencion?*.

Pseudomonas aeruginosa pertenece a la familia Pseudomonaceae. Se trata de un bacilo recto
o ligeramente curvado gramnegativo, con un tamafio de 2-4 x 0,5-1 micras, y movil gracias
a la presencia de un flagelo polar. En relacion con su metabolismo, es aerobio (aunque puede
desarrollarse en condiciones anaerobias utilizando nitrato), produce catalasa y oxidasa. La
transmision se produce principalmente a traves del contacto de la piel lesionada y de las
mucosas con el agua o con los objetos contaminados. En el &mbito sanitario, constituyen una
fuente de infeccion para los pacientes el instrumental quirdrgico, respiradores, catéteres o

manos del personal sanitario contaminadas, entre otros?®.

Infeccion bacteriana

Es aquella infeccion causada por bacterias que son microorganismos unicelulares sin nicleo
y que se encuentran en todos los ambientes, también existen especies que se alojan dentro
del cuerpo humano y los animales como por ejemplo las bacterias que habitan en la piel,
boca, vias respiratorias, sistema digestivo, sistema reproductor o urinario. Existe una gran
cantidad de microorganismos que no causan dafio y una pequefia cantidad de bacterias
provocan enfermedades mediante la produccién de toxinas (sustancias nocivas),
transmitiéndose, invadiendo tejidos del organismo, adhiriéndose a las células del huésped o

invadiendo el sistema inmunitario 2°.

Las bacterias infecciosas se reproducen rapidamente dentro del cuerpo y pueden causar
enfermedades. Muchas producen sustancias quimicas llamadas toxinas, que pueden dafiar

los tejidos y asi ocasionan enfermedades?”’.



Antimicrobiano

Es un término que incluye los compuestos obtenidos de forma natural o biosintética, asi
como los conseguidos totalmente en el laboratorio. La actividad antimicrobiana tiene la
capacidad de impedir la proliferacion de bacterias que pueden causar infecciones graves o
incluso la muerte de los seres humanos3. Los agentes antimicrobianos se comportan de

diferentes maneras:

e Bactericidas producen la muerte de los microoganismos responsables del proceso
infeccioso ente estos tenemos losB-lactdmicos, aminoglucdsidos, vancomicina,
quinolonas, entre otros.

e Bacteriostatico inhiben el crecimiento bacteriano, de forma que el microrganismo

permanece vivo cuando se suspende el tratamiento puede recuperarse y multiplicarse?8.

En la actualidad, existen tres categorias de antimicrobianos:

* Los que producen una accion bactericida poco relacionada con la concentracion, como es
el caso de los B-lactamicos y los aminoglucésidos, con los que se obtiene la maxima accion
bactericida cuando se alcanzan concentraciones de 5 a 10 veces superiores que las CMI. El
aumento en la concentracion por encima de esto no se acompafia de mayor actividad ni de

mayor duracion del efecto postantibidtico.

* Los que poseen actividad bactericida concentracion-dependiente, como los

aminoglucosidos y las fluorquinolonas.

* Los que se comportan como bacteriostaticos: macrolidos, tetraciclinas y cloranfenicol,

entre otros.

La actividad antibacteriana exige una normalizacion o cuantificacion, que se consigue
mediante los métodos utilizados in vitro para comprobar la susceptibilidad del

microorganismo en relacion con el antibiético. Con estos métodos se define:

» La concentracion minima inhibitoria (CMI). Es la concentracion minima de la
mezcla de compuestos (antibidtico) que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento
10° bacterias en 1 ml de medio de cultivo, después de 18-24 horas de incubacion

» La concentracién minima bactericida (CMB). Es la concentracién minima capaz de
destruir o matar 105 bacterias en 1 ml de medio de cultivo, después de 18-24 horas

de incubacién?®
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Mecanismos de accion de los antimicrobianos y toxicidad

Los agentes antimicrobianos usados en el tratamiento de infecciones causadas por gérmenes

patdgenos, deben de tener, como caracteristica Optima, efectos deletéroes para el

microorganismo, y nula o poca toxicidad para los tejidos del hombre. Esta "toxicidad

selectiva” va a depender de la accion que tenga la droga sobre las estructuras del

microorganismo, que no estén presentes o sean diferentes de las encontradas en el ser

humano?®. Tienen la capacidad de actuar en diferentes niveles como: inhibicion de la

sintesis de la pared celular (en la biosintesis del peptidoglucano), proteinas, cidos nucleicos

e inhibidores de betalactamasas3°(figura 2).
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Figura 2 Mecanismos de accion de los antimicrobianos

Fuente: https://www.monografias.com/trabajos81/resistencia-bacteriana/resistencia-
bacteriana_image006.jpg

Mecanismos de resistencia a los antibiéticos

Como podemos observar en la figura 3 se resumen en cuatro categorias:

1.

Modificacion enzimatica del antibidtico: las bacterias expresan enzimas capaces de
crear cambios en la estructura del antibiético haciendo que éste pierda su funcionalidad.
Las 3-lactamasas son las mas prevalentes. Son proteinas capaces de hidrolizar el anillo R-
lactdmico que poseen los antibi6ticos de esta familia. De igual forma, las enzimas
modificadoras de los aminoglucésidos son capaces de modificar estos antibi6ticos

mediante reacciones de acetilacion, adenilacion y fosforilacion.
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2. Bombas de salida: operan tomando el antibidtico del espacio periplasmico y
expulsandolo al exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de accién. Este
mecanismo es frecuentemente utilizado por las bacterias gramnegativas.

3. Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: las bacterias pueden generar
cambios de la bicapa lipidica, aunque la permeabilidad de la membrana se ve alterada,
principalmente, por cambios en las porinas. Las porinas son proteinas que forman canales
Ilenos de agua embebidos en la membrana externa que regulan la entrada de elementos,
entre ellos, los antibidticos. Los cambios pueden llevar a que la membrana externa no
permita el paso de estos agentes al espacio periplasmico.

4. Alteraciones del sitio de accion: las bacterias pueden alterar el sitio donde el antibidtico
se une a la bacteria para interrumpir una funcion vital de ésta. Este mecanismo es,
principalmente, utilizado por las bacterias grampositivas, las cuales generan cambios
estructurales en los sitios de accion de los antibidticos R-lactamicos a nivel de las

proteinas unidoras de penicilinas3?.

Las bacterias son seres vivos 2 oo 4.
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Figura 3 Estrategias de resistencia
Fuente: https://www.solomamitis.com/tipos-de-resistencia-antibi%C3%B3tica

La utilizacion de los AEs y extractos obtenidos de especies vegetales se han convertido en
pilares fundamentales en la exploracién de antimicrobianos debido a la presencia de
compuestos bioactivos, entre elementos terpénicos que tienen actividad frente a bacterias

patogenas de interés clinico3.

Métodos para la determinacion de actividad antibacteriana

Se describen los principales métodos a continuacion:
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1. El método de dilucion en agar es utilizado generalmente para determinar si el AE es letal
contra un organismo, ademas se usa con microorganismos aerébicos y anaerdbicos con
la velocidad variable de crecimiento. Para esta técnica se preparan diferentes soluciones
de los AEs, posteriormente las diluciones y se afiaden a los agares, estos son puestos en
cajas Petri para su solidificacion finalmente los microorganismos en prueba previamente
diluidos son inoculados en los agares e incubados a su temperatura y tiempos 6ptimos32.

2. Dilucion y microdilucion en caldo este método es seriado y se lleva a cabo en tubos o
pocillos con medios liquidos, cada uno contiene concentraciones crecientes es decir una
serie de diluciones de AE diluido en el caldo en el cual se inocula un nimero definido de
células bacterianas3?.

3. Generalmente el método de difusién en agar o Kirby Bauer el méas utilizado para la
determinacién de actividad antimicrobiana, este tiene dos formas para la identificacion.
La primera es el agar solidificado se inocula con la suspension requerida en
microorganismos aerébicos y un papel filtro es impregnado con la solucion de
concentracion conocida del aceite y sus diluciones el cual se coloca en una superficie del
agar y la segunda se perfora el agar solidificado y previamente inoculado usando un
perforador estéril y se vierte una solucion de cierta concentracion del AE en

las perforaciones32.

Aceites esenciales (AES)

Los AEs o también denominados volatiles - “la quinta esencia”, como los solian llamar los
griegos en la antigliedad-, se producen en cantidades apreciables (0,5 — 6%) en las llamadas
plantas “aromadticas”, aquellas, que generalmente son hierbas o arbustos, poseen un fuerte y

caracteristico olor o fragancia y a menudo son atractores de insectos33.

Un AE es un liquido aromatico de aspecto fluido o espeso y de color variable segun las
plantas de las que esté extraido. Es segregado por células especiales que se encuentran tanto
en las hojas (menta piperita, albahaca linalol), como en las flores (lavanda, ylang ylang), la
madera (cedro del atlas, sandalo blanco), las raices (jengibre, valeriana, vetiver) o las
semillas (cilantro, anis verde, zanahoria). El tamafio de esas gotas es de unos pocos micrones,

motivo por el cual no podemos verlas 34.

Estas sustancias son sintetizadas por las plantas como metabolitos secundarios y pueden ser
extraidas mediante métodos fisicos como la destilacion a vapor o hidrodestilacion. Los AE
tienen un papel importante en la proteccion de las plantas, pues actian como agentes
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antibacterianos, antivirales, antifngicos e insecticidas. Poseen una composicion quimica
compleja que consiste en una mezcla de sustancias organicas como hidrocarburos, alcoholes,

aldehidos, cetonas, ésteres, entre otros3°.

Meétodos de obtencién de los AEs

Los AEs pueden ser obtenidos a través de distintos métodos entre ellos tenemos la extraccién
mediante disolventes, por fluidos supercriticos, por microondas y la mas utilizada es el

arrastre por vapor de agua3®.

El arrastre por vapor de agua consiste en la utilizacion de una cuba de metal inerte como el
cobre o el acero inoxidable como una olla de presién, con un tamiz en el fondo para que las
plantas no entren en contacto directo con el agua. El vapor generado atraviesa la planta y
extrae las microgotas del AE. Este vapor de agua aromatico se enfria en un serpentin
mediante un circuito de agua fria. A la salida del serpentin, se obtiene una mezcla de agua
aromatica y AEs. ElI AE, de menor densidad que el agua, flota, lo que permite recuperarlo

facilmente3*.
Propiedades terapéuticas de los AEs

Desde el punto de vista farmacolégico, las propiedades de los AEs son muy variables debido
a la heterogeneidad de sus componentes. Algunas de las moléculas presentes en los AEs de
ciertas plantas poseen gran interés terapéutico, lo que ha dado origen a la aromaterapia.
Algunas de estas acciones, por sus efectos sobre la piel, han encontrado también su
aplicacion en cosmética. Por otro lado, desde el punto de vista toxicoldgico, los AEs son
potencialmente toxicos ya que facilmente puede darse una sobredosificacion, incluso con
AEs de plantas que en si mismas son muy poco téxicas. Ademas, algunos muestran una
toxicidad especifica por tener componentes que atraviesan la barrera hematoencefalica y que
afectan al sistema nervioso central, como ocurre con la tuyona, que abunda en las esencias

de ajenjo, tuya y salvia 37.
Taxonomia de la especie vegetal Hedyosmum sp.

Familia Chloranthaceae: se caracteriza por ser arboles o arbustos o hierbas, tallos nudosos,
fuertemente aromatico. Hojas simples, opuestas, margen aserrado, unidas por las bases de
sus peciolos en una vaina estipular, a menudo con apéndices lineares. Inflorescencias

espigas, racimos. Flores unisexuales, el perianto (sépalos y pétalos) ausente o con 3 lébulos;
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estambres 1 - 3; ovario desnudo o infero. Frutos drupaceos; 1 semilla, muy dura, conteniendo

abundante aceite38.

Género Hedyosmum: arboles o arbustos, rara vez plantas herbaceas, monoicas 0 mas
frecuentemente dioicas (figura 4), a menudo fuertemente aromaticas, con las ramas
quebradizas, articuladas en los nudos, los que suelen ser bastante evidentes; hojas opuestas,
con los peciolos connados en la base a manera de vainas alrededor de los tallos, estipulas
por lo comun presentes, partiendo del margen de la vaina, de formas y tamafios variados,

laminas con el borde dentado, de consistencia algo carnosas a coriacea®.

El género Hedyosmum consta de 40 especies distribuidas principalmente en las montafias
desde el estado de Veracruz (México) hasta el Brasil y Paraguay; una especie se encuentra
en el sureste de Asia. En el Ecuador estan representadas 15 especies, de las cuales 12 se
encuentran en los bosques andinos y subparamos: Hedyosmum anisodorum Todzia, H.
cuatrecazanum Occh., H. cumbalense Karsten, H. goudotianum Solms-Laub., H. luteynii
Todzia, H. purpurascens Todzia, H. racemosum G. Don, H. scabrum, Solms-Laub., H.
spectabile Todzia, H. sprucei Solms-Laub., H. strigosum Todzia y H. translucidum

Cuatrec3.

Taxonomia del género Hedyosmum

Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Chloranthales

Familia: Chloranthaceae Figura 4. Género Hedyosmum
Género: Hedyosmum‘w Fuente: http://www.efloras.org/object_page.aspx?object_id=12832&flora_id=201
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CAPITULO 11
METODOLOGIA
Tipo de investigacion

» Nivel descriptivo: se recolect6 informacidn descrita en la literatura cientifica acerca del
uso tradicional y las propiedades biologicas como la antibacteriana atribuidas al género
Hedyosmum sp., para justificar esta investigacion y discutir los resultados encontrados.

« Disefio cuasi experimental: se modificé una de las variables existentes, ya que se
realizaron ensayos utilizando distintas concentraciones del AE, ademéas se usaron
antibioticos comerciales como controles positivos y dimetilsulfoxido (solvente que usé
para preparar el stock del aceite) como control negativo.

« Corte transversal: la investigacion se ejecuté con el AE obtenido de la planta
Hedyosmum sp. recolectada un lugar especifico (bosque natural Jacarén) y en un tiempo
determinado durante el periodo octubre 2018 - febrero 2019.

« Caracter mixto: ya que se recolectaron datos relacionados con la investigacion, analisis
de datos tanto cualitativos (observacion de la inhibicion mediante los halos de
crecimiento) como cuantitativos (medicion de los halos de inhibicion) dando respuesta al

planteamiento del problema.

Determinacion de la poblacién y muestra
Poblacion

Especies vegetales pertenecientes al género Hedyosmum y especies bacterianas

grampositivas y gramnegativas ATCC.

Muestra

La planta Hedyosmum sp. y las cepas grampositivas Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 y gramnegativas Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Variables de estudio
Variable independiente: diferentes concentraciones del AE de Hedyosmum sp.

Variable dependiente: actividad antibacteriana frente a cepas S. aureus, E. faecalis y E.

coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa.
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Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

Técnicas: observacion directa

Instrumentos: ficha de observacion, cdmara fotogréfica

Material y métodos

Materiales: lapiz graso, asas de platino, micropipetas variables automaticas, puntas
amarillas y azules, pipetas de Pasteur, mechero de bunsen, probeta de 250 mL,
Erlenmeyer de 500 y 1000 mL, vasos de precipitacion de 100 y 200 mL, hisopos estériles,
tubos de tapa rosca 16 x 150, tubos Eppendorf, cajas mono Petri de plastico estériles
desechables, cinta adhesiva, discos de antibiéticos comerciales, discos en blanco (anexo
1).

Equipos: camara de flujo laminar (marca HFsafe 900), incubadora (marca Memmert),
autoclave (marca Tuttnauer), refrigeradora, balanza analitica (marca Adam Equipment),
plancha de calentamiento, vortex (marca BenchMixer™), computador portatil, cdmara
fotografica (anexo 1).

Solventes: agua destilada, suero fisioldgico estéril, DMSO (Dimetilsulfoxido)

Medios de cultivo: agar tripticasa soya (TSA), agar nutritivo (AN), agar Mueller Hilton

(AMH), agar infusion cerebro-corazén (BHI) (anexo 2).

Muestras biologicas

Bacterias ATCC que fueron facilitadas por el Laboratorio de Investigacion de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Chimborazo y
corresponden a cepas de la Coleccion de Cultivo Tipo Americano con sus siglas en
inglés ATCC (American Type Culture Collection). Las bacterias grampositivas fueron
S. aureus ATCC 28923 y E. faecalis ATCC 29212 y las gramnegativas E. coli ATCC
25922, K. pneumoniae ATCC 700603 y P. aeruginosa ATCC 27853 (anexo 6).

Aceite esencial obtenido de las hojas de la planta Hedyosmum sp.
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Procedimiento de la investigacion
Extraccion y aislamiento del AE

La extraccion se realizé a partir de 2000 g de partes aéreas (hojas frescas) recolectadas por
el Ing. Franklin Enriquez Cargua Catagnia, después de ser pesadas se sometieron a la
extraccion por el método de hidrodestilacion mediante la utilizacion de la trampa de
Clevenger, durante 4 - 5 horas a una temperatura entre 60 - 70 °C (anexo 3). El aceite
obtenido fue guardado en refrigeracion a 4 °C en tubos Eppendorf estériles hasta su anélisis.

Preparacion de la solucion madre del AE y diluciones seriadas

El AE se disolvié en DMSO a la concentracion de 500000 pg/mL (ppm) para lo cual se peso
0,503 g de aceite y se afiadié 1000 pL de DMSO (anexo 4) se guardo en refrigeracion a 4 °C
hasta su uso en los ensayos de actividad. A partir de esta solucion concentrada se realizaron
tres diluciones seriadas (anexo 5) en tubos Eppendorf estériles preparadas a las

concentraciones de 250000, 125000 y 62500 pg/mL previo a la realizacion de los ensayos.
Conservacion de las bacterias

Se llevaron a cabo resiembras periodicas para la conservacion de las bacterias en AN, a

excepcion de E. faecalis debido a sus exigencias metabdlicas se lo realizé en BHI.
Determinacion de la actividad antibacteriana del AE de Hedyosmum sp.

La actividad antibacteriana se determiné mediante el método de difusion en agar o Kirby

Bauer utilizando discos de papel de filtro.
Preparacion del preinoculo bacteriano

El preindculo, que debe ser un cultivo fresco, fue preparado a partir de cultivos sélidos
bacterianos de los que se transfirieron una o dos colonias a placas de Petri con TSA para el
caso de las bacterias E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y K. pneumoniae, y con BHI para E.

faecalis y se incubaron a 37 °C durante 18 horas (anexo 7).
Preparacion de los in6culos bacterianos y siembra en placas con AMH

A partir del preindculo, tras las 18 horas de incubacion, se transfirieron unas colonias con la

ayuda de un asa esterilizada a un tubo conteniendo solucion salina al 0,9% estéril hasta
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obtener una turbidez equivalente al patron McFarland 0,5 que corresponde a una densidad
del recuento de células aproximadamente a 1,5 x 108 UFC/mL (anexo 7). Posteriormente,
con un hisopo estéril impregnado en la solucion bacteriana preparada y eliminado el exceso
contra las paredes del tubo se sembraron placas de Petri con AMH empleando la técnica de
los tres giros, pasando el hisopo por toda la superficie de dos a tres veces antes de efectuar

cada giro, para distribuir uniformemente el inéculo.

Incorporacion de los discos impregnados con el aceite puro y las diluciones seriadas

Las placas con el indculo de cada una de las bacterias se dejaron secar durante 4-5 minutos
en posicion invertida. A continuacion, se colocaron los discos impregnados con 15 uL de
aceite puro y de las diluciones realizadas anteriormente (500000, 250000, 125000 y 62500
png/mL). Ademas, en cada ensayo se coloco un disco impregnado con DMSO que constituia
el control negativo, y como control positivo se usaron discos de antibiéticos comerciales, de
Ciprofloxacina [5 pg] para los ensayos realizados con las cepas grampositivas y Amikacina
[30 pg] con las cepas gramnegativas (anexo 8). Estas pruebas de susceptibilidad se

realizaron por duplicado intra e interensayos.

Preincubacion, incubacion de las placas y lectura de resultados

Una vez realizadas las siembras de las respectivas especies bacterianas en las placas con
AMH y colocados los discos como se mencioné anteriormente, estas fueron preincubadas
en refrigeracion a 4°C durante 30 minutos y al cabo de este tiempo se incubaron a 37°C
durante 24 horas (anexo 9). Finalmente, tras el periodo de incubacion se observaron los
resultados de la prueba, en la cual la presencia de un halo de inhibicion de crecimiento
bacteriano alrededor del disco se considerd un resultado positivo o sensible, cuyo diametro
fue medido (mm) y como negativo o resistente la ausencia de dicho halo (anexo 10). Se

midieron los didmetros de los halos de inhibicidn.

Analisis de datos

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) del aceite frente a cada una de las bacterias
ensayadas fueron determinadas mediante la observacion directa de los resultados obtenidos
en cada prueba y la recopilacion de los datos de la medicion del diametro de los halos de
inhibicion. Los resultados fueron tabulados usando como herramienta el programa de

procesamiento de datos Excel.
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION
Extraccion y aislamiento del AE

A partir de 2000 g de hojas frescas de Hedyosmum sp. que fueron sometidas a un proceso de
hidrodestilacion fue extraido y aislado 1,8 mL de AE que representd un rendimiento de
0,09%, que fue calculado tomando en cuenta el volumen del aceite y el peso del material
fresco utilizado para la extraccion. Este resultado fue mayor al rendimiento de 0,071%
obtenido por Torres et al.13 quienes estudiaron la planta H. luteynii y aplicaron el mismo
método de destilacion, asi como el rendimiento de 0,26 % reportado en el estudio con la
especie H. racemosum realizado por Correa*2. Contrario a esto, Zamora et al.*3 registraron
un rendimiento de 1,2% en el estudio con H. translucidum, el cual supera el valor encontrado
en esta investigacion, sin embargo, estos autores usaron el método asistido por microondas.
Resulta importante mencionar que existen factores que influyen en el rendimiento de los
diferentes AEs, entre ellos se incluye los factores climaticos y las condiciones en las que se

realizd el procedimiento como la temperatura, la presion y la cantidad de material vegetal*?.
Actividad antibacteriana del AE

El efecto inhibidor del AE sobre el crecimiento de cepas bacterianas grampositivas y
gramnegativas ATCC de interés clinico evaluado mediante el método de difusion en disco
0 Kirby Bauer fue indicado en el apartado del procedimiento de la investigacion. Los
resultados obtenidos en esta investigacion se expresan en las tablas 1 y 2, los cuales fueron
analizados a partir de las mediciones de los diametros de los halos de inhibicion en mm, asi
mismo las determinaciones de las CMIs fueron realizadas mediante los resultados que
arrojaron las pruebas de susceptibilidad ejecutadas a diferentes concentraciones del aceite
(500000, 250000, 125000, 62500 pg/mL).

La actividad antibacteriana del AE de Hedyosmum sp. frente a las bacterias gramnegativas
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 se muestra en la tabla 1 evidenciandose que el aceite puro result6
maés activo frente a P. aeruginosa con un halo de inhibicion de 21 mm seguido de 14y 7
mm para E. coli y K. pneumoniae, respetivamente. Asi mismo, este efecto bioldgico fue
corroborado con los valores de CMIs, ya que el aceite mostr6 una CMI aproximada de

250000 pg/mL frente a P. aeruginosa inferior a la determinadas frente E. coli que arrojo un
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valor de CMI de 500000 pg/mL. La CMI del aceite frente a K. pneumoniae resulté >500000
pg/mL.

Tabla 1. Actividad antibacteriana del AE de Hedyosmum sp. expresado por los halos de

inhibicion (mm) con su respectivo valor de CMI, frente a bacterias gramnegativas.

Aceite esencial Control  Control
Bacterias Concentraciones (ug/mL) positivo negativo ~ CMI
. Aceite Amikacina (ug/mL)
gramnegativas 500000 250000 125000 62500 DMSO
puro (30 ug)
Escherichia coli
14 7 0 0 0 30 0 500000

ATCC 25922
Klebsiella
pneumoniae ATCC 7 0 0 0 0 28 0 -
700603
Pseudomonas
aeruginosa ATCC 21 13 7 0 0 37 0 250000
27853

La tabla 2 muestra el efecto bioldgico del AE de Hedyosmum sp. frente a las bacterias
grampositivas Staphylococcus aureus ATCC 28923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212
observandose que el aceite resultd inactivo frente a estas cepas ya que no inhibio su
crecimiento, lo que indica que estas especies bacterianas son resistentes al AE puro y, por

tanto, a todas las concentraciones ensayas.

Tabla 2. Actividad antibacteriana del AE de Hedyosmum sp. expresado por los halos de

inhibicion (mm) frente a bacterias grampositivas.

Aceite esencial Control Control
Bacterias Concentraciones (ug/mL) positivo negativo
. Aceite Ciprofloxacina
grampositivas 500000 250000 125000 62500 DMSO
puro (5 Hg)
Staphylococcus
0 0 0 0 0 35 0
aureus ATCC 28923
Enterococcus
faecalis ATCC 0 0 0 0 0 37 0
29212
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Los resultados obtenidos en este estudio que expresan una mayor sensibilidad de las
bacterias gramnegativas no coindicen con los reportados por Kirchner et al.** quienes en su
investigacion indican que el AE de H. brasiliense presentd una actividad antibacteriana
frente a las bacterias grampositivas S. aureus, S. saprophyticus y B. subtilis mayor a la
registrada frente a las gramnegativas. La susceptibilidad de las bacterias grampositivas y la
tolerancia relativa de las gramnegativas a los AEs se ha correlacionado con la presencia de
una capa externa hidrofilica. Se presume que la penetracién de componentes hidréfobos en
microorganismos gramnegativos es mas dificil debido a la presencia de una segunda barrera

fisica formada por la membrana externa*®.

Asi mismo, en el estudio realizado por Guerrini et al.*® acerca de la actividad con el AE de
H. sprucei frente a bacterias patdgenas humanas reportaron que las cepas mas sensibles
fueron las grampositivas L. grayi y S. aureus con CMI de 250 y 1000 pg/mL
respectivamente, siendo esta Gltima responsable de importantes infecciones nosocomiales.
Las bacterias gramnegativas con CMI >2000 pg/mL fueron maés resistentes a los

tratamientos.

Los AEs tienen un uso muy particular en la prevencion y tratamiento de varias
enfermedades, generalmente en las que son basadas en observaciones de medicina popular.
Aproximadamente 300 AEs caracterizados son econémicamente importantes debido a su

uso extensivo en las industrias farmacéutica, cosmética y de perfumes**.
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CONCLUSIONES

1. Se aisl6 1,8 mL de aceite esencial (AE) a partir de 2000 g de hojas frescas trituradas de
la especie vegetal Hedyosmum sp. colectada en el bosque natural Jacarén mediante el
método de hidrodestilacion usando la trampa de Clevenger, lo cual representd un
rendimiento de 0,09%.

2. Las pruebas de actividad antibacterianas realizadas empleando el método de Kirby Bauer
frente a las bacterias Escherichia coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (gramnegativas) y Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212 (grampositivas) mostraron que el
AE puro fue activo solo frente a las bacterias gramnegativas, siendo mayor el efecto de
inhibicion del crecimiento sobre P. aeruginosa, seguido de E. coli y K. pneumoniae,
resultando en medidas de halos de inhibicion de 21, 14 y 7 mm, respectivamente.

3. Los analisis de las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) del AE de Hedyosmum
sp. realizados en las pruebas de actividad frente a cada especie bacteriana en estudio y
utilizando concentraciones seriadas del aceite (500000, 250000, 125000 y 62500 pg/mL)
confirmaron una mejor actividad frente a P aeruginosa, ya que la CMI fue de 250000
pug/mL inferior a la obtenida con E. coli que fue de 500000 pg/mL. Para el resto de las

bacterias la CMlIs del AE fueron superiores a 500000 pg/mL.
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RECOMENDACIONES

1. La conservacion de los aceites esenciales extraidos de distintas partes de las especies
vegetales se debe realizar guardadndolos en frascos ambar bien sellados y en
refrigeracion a 4°C para evitar la evaporacidon de compuestos que podrian ser bioactivos,
ya que son mezclas volatiles. Es importante la correcta esterilizacion de los materiales
para su utilizacién y la manipulacion idonea de las cepas bacterianas para evitar la
contaminacion durante los ensayos, tanto con microorganismos del medio ambiente
como con aquellos que son comensales de nuestro cuerpo.

2. Lamotivacion a los estudiantes para que realicen investigaciones basicas en este campo
de estudio, en las que no solo se amplie la gama de estirpes bacterianas (que incluya
también cepas aisladas de pacientes resistentes o multirresistentes a antibi6ticos), sino
gue también se realicen estudios con otras especies vegetales de modo consciente
(protegiendo los bosques), debido a que Ecuador cuenta con una diversidad de plantas
que aun no han sido estudiadas, que poseen un gran potencial y de las que se podrian
obtener principios activos para la creacion de nuevos medicamentos.

3. La Universidad Nacional de Chimborazo deberia brindar financiamiento o aporte
econdémico para llevar a cabo mas investigaciones de este tipo, logrando asi generar
nuevos productos que permitan llegar a la solucion de problemas relacionados con la
salud. Ademas, se sugiere que los estudiantes reciban un reconocimiento que certifique
su participacion en un trabajo de investigacion (titulacion) que represente un mérito
avalado por las autoridades de la Universidad.

4. La concientizacion a la sociedad a través de redes sociales como Facebook, Twitter,
entre otras, realizando camparias y charlas informativas presenciales a los sitios o grupos
de personas que no tienen acceso a esta informacién sobre el uso adecuado de los
antibidticos para evitar la resistencia adquirida de las bacterias a estos, que en la
actualidad avanza a pasos agigantados.

5. La publicacion de los resultados obtenidos en eventos de difusion cientifica como un

congreso o articulos de revista indexadas.
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ANEXOS

Anexo 1. Varios materiales y equipos de laboratorio

A. Preparacion de Agar B. Autoclave C. Camara de Flujo Laminar

Anexo 2. Agares

A. Agar de Soja Trypticase B. Caldo de cerebro corazén

30



Anexo 3. Extraccion del aceite Hedyosmum

A. AE en la trampa Clevenger B. Equipo de hidrodestilacion

Anexo 4. Preparacion de solucién madre 500 000 ppm de AE.

Peso del AE
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Anexo 5. Preparacion de diluciones en el Eppendorf

Realizacion de las concentraciones partiendo de la solucién madre

Anexo 6. Bacterias de interés clinico

A. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 B. Escherichia coli ATCC 25922
C. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 D. Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Anexo 7. Preparacion del Pre-inoculo e inoculo

A. Siembra de una bacteria B. Comparacion del inoculo con el patron de McFarland

Anexo 8. Colocacién de los discos impregnados

A. Colocacién de discos de control B. Pipetear 15 uL de aceite y sus concentraciones
en los discos en blanco
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Anexo 9. Preincubacion e incubacion de las placas

A. Colocacidn en refrigeracién B. Incubacion durante 24 horas a 37°C

Anexo 10. Lectura de las pruebas

Medicion de los halos
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