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RESUMEN

En las dos Ultimas décadas ha aumentado en el mundo el uso de medicamentos tradicionales,
particularmente de herbarios para cuidar y prevenir enfermedades, con el fin de disminuir el
costo de los tratamientos. El objetivo de este proyecto es determinar la actividad
antibacteriana del extracto hexanico obtenido de las hojas de la planta Hedyosmum sp. frente
a bacterias ATCC de interés clinico como: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis. Para la obtencion
del extracto se utilizo las hojas las cuales fueron trituradas y procesadas por el método de
maceracion y se dejaron reposar en hexano por un periodo de 2-14 dias posteriormente fue
filtrado y rotaevaporado hasta la sequedad. La actividad antimicrobiana fue determinada
mediante el método de Kirby- Bauer el cual fue ensayado a concentraciones de: 500.000,
250.000, 125.000, 62.500 y 31.250 pg/mL partiendo de la solucion stock preparada con
dimetilsulfoxido, se usaron controles positivos y negativos. Se obtuvo un rendimiento del
extracto de las hojas de un 5,42%. Los resultados obtenidos en este proyecto con las bacterias
Gram negativas mostraron que E. coli fue la mas sensible frente al extracto hexanico de las
hojas, con un CMI de 31.250ug/mL a diferencia de las bacterias Gram positivas en las que
solo hubo actividad antibacteriana para S. aureus, con un CMI de 250.000 (pg/mL). Este

extracto puede ayudar frente a otras cepas bacterianas como un antimicrobiano natural.

Palabras claves: Hedyosmum sp., actividad antibacteriana, extracto vegetal, antibiograma.



Abstract

In the last two decades, the use of traditional medicines has increased worldwide,
particularly herbal medicines to care for and prevent diseases, in order to reduce the cost of
treatments. The objective of this project is to determine the antibacterial activity of the
hexane extract obtained from the leaves of the plant Hedyosmum sp. against ATCC
bacteria of clinical interest such as: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis. Leaves were used to obtain
the extract, which were crushed and processed by the maceration method and allowed to
stand in hexane for a period of 2-14 days, after it was filtered and rotacvaporated until dry.
The antimicrobial activity was determined by the Kirby-Bauer method which was tested at
concentrations of: 500,000, 250,000, 125,000, 62,500 and 31,250 pg / mL starting from the
stock solution prepared with dimethyl sulfoxide, positive and negative controls were used.
A vyield of extract of the leaves of 5.42% was obtained. The results obtained in this project
with the Gram negative bacteria showed that E. coli was the most sensitive against the
hexane extract of the leaves, with a MIC of 31.250pg / mL, unlike the Gram-positive
bacteria in which there was only activity antibacterial for S. aureus, with a MIC of 250,000

(ng / mL). This extract can help against other bacterial strains as a natural antimicrobial.

Key words: Hedyosmum sp., Antibacterial activity, plant extract, antibiogram.
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INTRODUCCION

En las dos ultimas décadas ha aumentado en todo el mundo el uso de medicamentos
tradicionales, particularmente herbarios. En la resolucion de la Asamblea Mundial de la
Salud WHA56.31 sobre medicina tradicional, los miembros solicitaron a la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) «que preste apoyo técnico, incluso con el fin de elaborar
metodologia para vigilar o garantizar la calidad, eficacia y seguridad de los productos,

preparar directrices y promover el intercambio de informacion»®.

Se recomendd que la OMS diera una prioridad alta a la elaboracion de directrices aplicables
en todo el mundo para fomentar la inocuidad y la calidad de las materias vegetales
medicinales mediante la formulacion de cddigos de buenas préacticas agricolas y buenas

préacticas de recoleccion aplicables a las plantas medicinales®.

Desde su origen, el hombre se sirvi6 de las plantas para cuidarse y prevenir enfermedades.
En el curso de los siglos este saber, que es la medicina tradicional, se desarroll6 y se
transmitio verbalmente de generacién en generacion. En efecto, la medicina tradicional es
muy desarrollada y utilizada por las poblaciones de la subregion andina y puede ser una
solucién a problemas de acceso a los centros de salud, o de costo de los tratamientos. En la
actualidad, una de las preocupaciones de los paises de la subregion andina es conservar este
saber y, por otra parte, intentar de integrar esta medicina tradicional en los sistemas de salud

“occidentales” o “clasicos”?.

Ecuador se encuentra entre los 17 paises con mayor diversidad a nivel mundial, alberga dos
de los 24 hotspots o puntos calientes de biodiversidad, como son los Andes tropicales y el
Chocd Darién ecuatoriano. Existen varios factores que determinan la alta biodiversidad del
Ecuador, entre ellos se mencionan: la confluencia de varias regiones biogeograficas como el
Choc6, Tumbez, los Andes y la Amazonia que atraviesan el pais de norte a sur; y la
variabilidad ambiental en cada una de estas zonas; asi como la circulacion de la corriente

fria de Humboldt y la célida del Nifio®.

En Riobamba, un grupo de agricultores se ha dedicado a la siembra de especies que sirven

para preparar remedios naturales. Las mujeres indigenas estan dedicadas a este tipo de



actividades que incluyen limpias. Achira, ajenjo, manzanilla, mucuna y llantén son algunas
de las plantas medicinales que se encuentra en la parroquia Cebadas en el canton Guamote,
Chimborazo. Sus plantas han aliviado a cientos de personas de su comunidad convirtiéndola
en una de las mujeres de sabiduria en la zona (yachac), reconocida por su pueblo y por el
Ministerio de Salud Publica (MSP)*.

El género Hedyosmum forma parte de la familia Chloranthaceae, la cual esta integrada por
cuatro géneros y los grupos Sarcandra y Chloranthus (se encuentran en el este de Asia,
Indonesia), Ascaria (Malasia, Polinesia y Nueva Zelandia) y el género Hedyosmum es el
Unico presente en América, es el de mayor abundancia en la regién andina de Sur América,
donde se encuentran mas de dos tercios de sus especies, esta crece en altitudes
aproximadamente de 500 a 2.800 m.s.n.m., su héabitat es en las montafias encontrandose en

regiones que estan bajo la influencia frecuente de las nieblas o, en zonas mas secas®.

Algunos géneros, especialmente Chloranthus y Hedyosmum, se utilizan como plantas
ornamentales o medicinales: tonificante, estimulante, antifingicas, vermifugas y
antidiarreicas, y para fines alimentarios: bebidas tonificantes y saborizante de licores.
Ademas, se referencian las investigaciones fitoquimicas en este género y se destacan los

estudios realizados en aislamiento de lactonas®.

Hedyosmum es facilmente reconocido por sus hojas opuestas y dentadas con la base de sus
peciolos revestida, inflorescencia en espiga, ebracteada; estambres solitarios; flores con
pistilos simples, con una sola bractea floral, ademas de un agradable aroma a acre que
emanan las zonas expuestas de la planta. EI nombre Hedyosmum deriva del griego hedy

(placentero) y osmum (olor) el cual es asociado con el de la pimienta, el limén y el anis®.

Las plantas han sido utilizadas durante muchos afios por sus actividades bioldgicas para
prevencion y tratamiento de enfermedades, ya que se ha comprobado que tienen propiedades
antimicrobianas. Los antimicrobianos son medicamentos esenciales para la salud humana y
animal, y su aplicacién ha permitido salvar millones de vidas. Sin embargo, su uso masivo
e inapropiado, ha generado la aparicion y el veloz desarrollo del fendbmeno de la resistencia
antimicrobiana (RAM). La RAM es uno de los mecanismos que tienen los microorganismos

para defenderse en un medio desfavorable, como lo es la presencia de los antibioticos’.



La resistencia a los fArmacos antibacterianos tiene particular importancia en América Latina.
Las bacterias Gram positivas que producen infecciones humanas frecuentes son, en su
mayoria, cocos: Staphylococcus, Streptococcus (incluidos Neumococos) y Enterococcus,
tanto en el medio comunitario como en el nosocomial. Esta situacion no es diferente en la
Region de las Américas. Entre las bacterias Gram positivas, las que causan bacteriemia con
mayor frecuencia corresponden a cepas de Staphylococcus coagulasa negativos, seguidas de

las de Enterococus®.

Las cepas del género Streptococcus aisladas de infecciones respiratorias aun son sensibles a
penicilina. Por otra parte, la resistencia de las enterobacterias es de gran importancia en la
Region, particularmente por la gran difusion de betalactamasas de espectro extendido

(BLEE) de tipo CTX-M, algunas de las cuales se originaron en América Latina®.

En lo referente a los antibioticos, existen varias opciones para tratar infecciones por bacterias
Gram positivas. La situacion terapéutica no es igual para las infecciones por enterobacterias
y por bacilos Gram negativos no fermentadores, donde las opciones resultan adn
insuficientes para el tratamiento adecuado de los pacientes®.

Los antibioticos han salvado millones de vidas, y ademas han supuesto una revolucién en la
medicina. Sin embargo, una amenaza creciente deteriora la eficacia de estos farmacos: la
resistencia bacteriana a los antibioticos, que se define en este trabajo como la capacidad de
una bacteria para sobrevivir en concentraciones de antibidtico que inhiben/matan a otras de

la misma especie®.

La resistencia a los antibidticos en patdgenos bacterianos humanos existia antes del uso de
estos farmacos por el hombre y su prevalencia era baja. Los estudios realizados con bacterias
obtenidas en los afios previos al descubrimiento de los antibidticos o con bacterias de
poblaciones humanas que no habian tenido acceso a ellos lo demuestran. Desde el uso
masivo de los antibioticos se ha constatado a nivel mundial un aumento muy importante de

la prevalencia de la resistencia®.

La resistencia a los antibidticos estd aumentando en todo el mundo a niveles peligrosos. Dia
tras dia estan apareciendo y propagandose en todo el planeta nuevos mecanismos de

resistencia que ponen en peligro nuestra capacidad para tratar las enfermedades infecciosas
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comunes. Un creciente nimero de infecciones, como la neumonia, la tuberculosis, la
septicemia, la gonorrea o las enfermedades de transmision alimentaria, son cada vez mas
dificiles y a veces imposibles de tratar, a medida que los antibioticos van perdiendo eficacia.
Alli donde los antibidticos se pueden adquirir sin receta médica para uso humano o
veterinario, la aparicién y propagacion de la farmacorresistencia empeora. En los paises que
carecen de directrices terapéuticas normalizadas, el personal sanitario y veterinario tiene

tendencia a prescribirlos y la poblacion general a consumirlos en exceso®.

Debido a que no se han realizado muchos trabajos de investigacion sobre la actividad
antibacteriana de especies del genero Hedyosmum que crecen en Ecuador, se considera
importante investigar sobre este tema, con el propdsito de determinar las propiedades del
extracto hexanico de las hojas de esta planta, las cuales podrian ser Utiles a futuro en la
busqueda de nuevos agentes terapéuticos.

Esta investigacion va ayudar a conocer los principios activos que se encontré en las hojas de
Hedyosmum sp. los cuales ayudaran al desarrollo de nuevos medicamentos para el
tratamiento de infecciones causadas por las bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus
y Enterococcus faecalis) o Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Klebsiella pneumoniae).



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana del extracto hexanico de las hojas de Hedyosmum sp.
del bosque natural Jacaron Chimborazo en el periodo octubre 2018 — febrero 2019.

Objetivos especificos

1. Obtener el extracto hexanico de las hojas mediante la maceracion de Hedyosmum sp
del bosque natural Jacaron, Chimborazo.

2. Identificar el efecto antibacteriano del extracto hexanico de hojas de Hedyosmum sp.
frente a bacterias Gram positivas y negativas ATCC mediante pruebas de
susceptibilidad.

3. Determinar la concentracion minima inhibitoria del extracto hexanico de las hojas de
Hedyosmum sp. por el método de Kirby- Bauer frente a las bacterias Gram negativas:
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 y bacterias Gram positivas: Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

Plantas del Ecuador

La gran diversidad de la flora ecuatoriana ha sido reconocida y estudiada desde hace mucho
tiempo, hace ocho afios que se documento la presencia de mas de 16.000 especies de plantas
(figura 1), la parte mas importante la constituye una lista de 5.172 especies para las que se
han reportado usos en el Ecuador, tanto a partir de especimenes de herbario como de diversas

publicaciones®?.

Se recopilaron los usos de 221 especies forestales nativas en 20 comunidades de las
provincias de Imbabura, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo y Cafar. Los usos mas
importantes fueron combustibles, materiales, medicinales y alimenticios, algunas de las
especies Utiles que se encontro en esta formacion son: Hypericum laricifolium (C/A), Vallea
stipularis (C/A), Buddleja incana (C/A), Siphocampylus giganteus (C/A), Buddleja
pichinchensis (A), Myrcianthes rhopaloides (C), Hesperomeles ferruginea (C/A), Cinchona

officinalis (A), Brachyotum ledifolium (C/A) y Hedyosmum luteynii (A)™.

Figura 1. Biodiversidad de plantas en el Ecuador
Fuente: http://biologiabiodiversida.blogspot.com/2015/03/

En el Ecuador se dan a conocer 432 especies medicinales, 273 corresponden a aquellas que
se expenden en las hierberias de los mercados y 255 silvestres, 92 se comparten entre las de
mercado Y silvestres. Las especies de las hierberias tratan 77 dolencias y las silvestres 74,
las dolencias mas comunes en los dos casos es la inflamacion, limpiados, bafio caliente,

estomacal, circulacion, nervios, resfrio, cicatrizante y aromatica. Entre las especies de las


http://biologiabiodiversida.blogspot.com/2015/03/

hierberias, 178 son nativas, 83 introducidas y 12 endémicas, mientras que de las silvestres

199 son nativas, 43 introducidas y 13 endémicas*?.

El uso terapéutico de plantas medicinales, como sustitutas de las medicinas farmacéuticas,
se aplica desde la antigiiedad para curar o aliviar las enfermedades. Sin embargo, no existe
todavia la suficiente evidencia cientifica que consolide a la medicina herbaria dentro de los

sistemas de salud®®.

Taxonomia del género Hedyosmum

La familia Chloranthaceae tienen 4 géneros y 75 especies; solo el género Hedyosmum esta
presente en América el cual esta constituido por unas 40 especies, la mayoria estan presentes

en bosques nublados y su taxonomia es (figura 2)4:

Reino Plantae
Division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Chloranthales
, Familia Chloranthaceae
' Y Género Hedyosmum

Figura 2. Planta y taxonomia del género Hedyosmum.
Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Hedyosmum

Caracteristicas botanicas del genero Hedyosmum

Arbustos o arboles aromaticos, dioicos o raramente monoicos, madera blanca y suave. Hojas
opuestas, simples, margen dentada, nervacion pinnada, bases de los peciolos expandidas y
formando una vaina alrededor del tallo. Espigas masculinas, solitarias o reunidas en racimos
o0 paniculas de 60200 flores; flores masculinas, consistiendo de 1 estambre solitario ditecal,
cuadrangular, sin filamento. Espigas femeninas, solitarias, en cimas, tirsos o paniculas;
bracteas florales suculentas, parcial o totalmente envolviendo a la flor; flores femeninas
generalmente 2-15 reunidas en cimulas, con el perianto adnato al ovario con 3 segmentos
libres, parcial o totalmente fusionados en el tope del ovario; ovario 1-carpelar, 1-locular, 1
6vulo péndulo, estilo corto o0 ausente y estigma papiloso. Drupas embebidas en una matriz

de brécteas®.


https://es.wikipedia.org/wiki/Hedyosmum

Extractos vegetales

Los extractos vegetales son compuestos producidos de la obtencion de sustancias
bioldgicamente activas presentes en los tejidos de plantas, por el uso de un solvente (alcohol,
agua, mezcla de estos u otro solvente selectivo) y un proceso de extraccion adecuado,
dependiendo de la parte de ella utilizada, del solvente y de la técnica de extraccion, se podra
obtener una diferente gama de sustancias (figura 3). Los principios activos pueden ser
diferentes compuestos, con estructuras quimicas casi idénticas, por lo que un extracto puede
tener una actividad mayor que el principio activo aislado y purificado. Ademas, el extracto,
como compuesto, suele presentar mayor estabilidad, actividad y tolerancia, careciendo, en

la mayoria de los casos de efectos adversos o de generacion de residuos?®.

EXTRACCION

Rotaevaporacion

Figura 3. Obtencion de extractos vegetales
Fuente: https://es.slideshare.net/IgorVillalta/clase-9-extraccin-vegetal

Estructura Bacteriana

Las diferentes estructuras bacterianas que observamos las podemos dividir, segun sean
constantes en las células o no, en estructuras permanentes o variables. Dentro de las primeras
se destaca: la pared celular, la membrana celular, los ribosomas y el material genético. Las
estructuras variables son: los flagelos, las fimbrias o pilis, la capsula y los esporos, los cuales

nos dejan distinguir de las bacterias Gram positivas y negativas?’.

Bacterias Gram positivas

Las bacterias Gram positivas que producen infecciones humanas frecuentes son, en su
mayoria, cocos: Estafilococos, Estreptococos incluidos Neumococos y Enterococos, tanto
en el medio comunitario como en el nosocomial. En los Estados Unidos de América, el

proyecto de vigilancia de agentes patdgenos de importancia epidemioldgica (SCOPE, por su



sigla en inglés) indica que 60% de las bacteriemias nosocomiales son causadas por cocos

Gram positivos aerobios o facultativos®.

Staphylococcus aureus

Pertenece a la familia Staphylococcaceae. Es Gram positivo, aunque las cepas viejas o los
microorganismos fagocitados se tifien como Gram negativo. Tiene forma de coco y puede
aparecer en parejas, en cadenas o0 en racimos, su tamafio oscila entre 0,8 a 1,5 micras de
diametro, es inmovil y algunas cepas producen una capsula externa mucoide que aumenta
su capacidad para producir infeccion. En relacion con su metabolismo, es anaerobio

facultativo, coagulasa positivo, catalasa positivo y oxidasa negativo®®.

La transmision se produce principalmente por ingesta de alimentos contaminados con la
bacteria o sus toxinas. En el ambito laboral, la transmision se produce por contacto con
personas, animales (zoonosis) o elementos contaminados, es responsable de muchos casos
de enfermedad nosocomial, produciendo infecciones de la piel y las mucosas (figura 4), las
infecciones internas que se complican en individuos inmunodeprimidos, pudiendo producir
endocarditis, meningitis, artritis séptica, neumonia y osteomielitis, que pueden llegar a ser
mortales, esta bacteria es sensible a aminoglucésidos y cefalosporinas, pero la mayoria de
las cepas son multirresistentes, por lo que para cada cepa debe determinarse la sensibilidad

a antimicrobianos®®.

Para la prevencion de infecciones por esta bacteria en hospitales o centros sanitarios se debe
aislar al paciente, adoptando las precauciones estandar y las precauciones por contacto, se
debe realizar buenas practicas de higiene como: aseo personal, lavado de manos, evitar

tocarse la cara o las mucosas con las manos o el guante sucio®®,

Figura 4. Infecciones por Staphylococcus aureus
Fuente: https://saludalmaximo.com/enfermedades/piel/infeccion-por-sarm/



Enterococcus faecalis

Los enterococos son cocos Gram positivos, que se encuentran aislados, de a pares, o
formando cadenas cortas, son catalasa negativa, anaerobios facultativos, capaces de crecer
en condiciones un tanto extremas (figura 5). 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 9,6, son parte de la flora normal enddégena humana, y tienen poco

potencial patogénico en el huésped normal®®.

Sin embargo, en el anciano o en el paciente inmunocomprometido, estos organismos se
vuelven patdgenos oportunistas. Las infecciones ocurren cuando las defensas del huésped

descienden por una enfermedad y por el uso de dispositivos invasivos®®.

El primer paso en el proceso infeccioso parece ser la colonizacion del tracto gastrointestinal
por parte de cepas nosocomiales, que pueden persistir durante meses o0 afios, aunque sea
documentado la inoculacién directa endovenosa, a través de catéteres urinarios, dispositivos

intravenosos usados en el area de anestesia o del uso compartido de termometros?.

Para estos microorganismos Gram positivos se utilizé Ciprofloxacina que es un antibiotico
que combate infecciones causadas por bacterias, también combate muchas bacterias

diferentes, es utilizado para combatir infecciones oportunistas en personas VIH positivas?.

Figura 5. Bacteria Enterococcus faecalis
Fuente: https://www.alamy.es/foto-enterococcus-faecalis-bacterias-ilustraciones-

33304414.html

10


https://www.alamy.es/foto-enterococcus-faecalis-bacterias-ilustraciones-33304414.html
https://www.alamy.es/foto-enterococcus-faecalis-bacterias-ilustraciones-33304414.html

Bacterias Gram negativas

La resistencia de las bacterias Gram negativas de importancia clinica a los antibacterianos
se presenta fundamentalmente en la familia Entobacteriaceae y en bacilos Gram negativos
no fermentadores (BGNNF), en esta familia, las especies Escherichia coli y Proteus
mirabilis son las més frecuentes como causa de infecciones urinarias, tanto en la comunidad
como en el hospital. Las cepas de Klebsiella spp. y Enterobacter spp. son agentes etiologicos
importantes en casos de neumonia, y todas las enterobacterias estdn implicadas en

infecciones intraabdominales y bacteriemias®.

Escherichia coli

Es una bacteria que habita naturalmente en el intestino de humanos y de algunos animales
(figura 6), pero que en grandes cantidades puede causar problemas como gastroenteritis o
infeccion urinaria, dependiendo si el exceso de bacterias surge a nivel intestinal o del tracto
urinario. Ocurre principalmente cuando se consume agua o alimentos contaminados con la

bacteria?.

Es frecuente que se trasmita por el consumo de carne picada poco cocinada, pero se ha
detectado en otros productos animales como salami seco, carne asada, leche y yogur no
pasteurizados, también pueden estar presentes en las frutas y verduras crudas, asi también

como el agua no tratada o contacto directo con heces animales o humanas 23,

No existe una vacuna ni un medicamento que pueda protegerte contra la enfermedad causada
por E. coli, pero los investigadores estdn estudiando posibles vacunas. Para reducir las
posibilidades de estar expuesto a la misma, evita los alimentos riesgosos y ten cuidado con

la contaminacion cruzada®.

Figura 6. Bacteria Escherichia coli
Fuente: https://www.thecanadianencyclopedia.ca/en/article/hamburger-disease
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Klebsiella pneumoniae

Es un pat6geno oportunista colonizador de piel y mucosas de pacientes hospitalizados que
pueden presentar infecciones invasoras como bacteriemias o septicemias (figura 7).
Usualmente las manos contaminadas del personal son el vehiculo responsable de brotes
epidémicos. Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas derivadas de las
familias TEM y SHV, codificadas en plasmidos, que han substituido de 1 a 3 aminoacidos
cercanos al sitio activo confiriendo resistencia a aztreonam, cefotaxima y ceftazidima?.

Este género bacteriano, estd implicada principalmente en infecciones nosocomiales. Es el
agente causal de infecciones del tracto urinario, neumonias, sepsis, infecciones de tejidos
blandos, e infecciones de herida quirargica. Son especialmente susceptibles los pacientes
ingresados en unidades de cuidados intensivos, neonatos, y pacientes con EPOC, diabetes

mellitus o alcoholicos?®.
Para la prevencion de esta bacteria se debe tomar en cuenta las siguientes medidas:

» Promover la higiene de manos.

» Monitorear la adherencia a la higiene de manos y devolver la informacion a los
involucrados, mediante tasas de cumplimiento por cargo y por turno.

» Asegurar el acceso a los elementos para la higiene de manos en los puntos de uso y
salida del servicio.

» Cumplir estrictamente con las medidas de prevencion de infecciones especificas
(Infeccion urinaria, Bacteriemia relacionada a catéter, Neumonia del ventilado,

Infeccion de sitio quirdrgico, etc.)?.

Figura 7. Bacteria Klebsiella pneumoniae
Fuente: https://www.elbotiquin.mx/medicina-general/que-danos-causa-la-bacteria-

klebsiella-pneumoniae.

12


https://www.elbotiquin.mx/medicina-general/que-danos-causa-la-bacteria-klebsiella-pneumoniae
https://www.elbotiquin.mx/medicina-general/que-danos-causa-la-bacteria-klebsiella-pneumoniae

Bacterias Gram negativas no fermentadores

En el medio hospitalario de Latinoamérica, el mayor problema de resistencia es ocasionado
por las infecciones por bacilos Gram negativos no fermentadores. Si bien este grupo de
bacterias es numeroso, las especies mas problematicas, por su resistencia extrema, son
Acinetobacter spp. y Pseudomonas aeruginosa. Ambas son multirresistentes, aunque tienen

diferencias notables en su virulencia®.

Pseudomonas aeruginosa

Pertenece a la familia Pseudomonaceae. Se trata de un bacilo recto o ligeramente curvado
Gram negativo, con un tamafio de 2-4 x 0,5-1 micras, y moévil gracias a la presencia de un
flagelo polar (figura 8). En relacion con su metabolismo, es aerobio (aunque puede
desarrollarse en condiciones anaerobias utilizando nitrato), catalasa positivo y oxidasa

positivo?®,

Su transmision se produce principalmente a través del contacto de la piel lesionada o
reblandecida y de las mucosas con el agua o con los objetos contaminados. En el &mbito
sanitario, constituyen una fuente de infeccion para los pacientes al contacto con el
instrumental quirdrgico, los respiradores, los catéteres o las manos del personal sanitario

contaminadas, entre otros®.

La P. aeruginosa continda siendo una frecuente causa de infeccién con una importante
morbilidad y mortalidad, que oscila entre un 18% y un 61%, segun las series. Esta mortalidad
es superior en pacientes neutropénicos e inmunodeprimidos. En especial conviene resaltar
que el Nodulo auriculoventricular (NAV) por P. aeruginosa tiene una mortalidad atribuible
alta. En un estudio, que evalud so6lo los casos que recibieron inicialmente tratamiento

empirico adecuado, la mortalidad atribuible fue del 13,5%%.

Figura 8. Bacteria Pseudomonas aeruginosa
Fuente: https://wickhamlabs.co.uk/technical-resource-centre/fact-sheet-pseudomonas-

aeruginosa/
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Mecanismos de accion de los antimicrobianos

Hay una amplia diversidad de familias y grupos de antimicrobianos de interés clinico. Los
mecanismos por los que los compuestos con actividad antibacteriana inhiben el crecimiento
0 causan la muerte de las bacterias son muy variados y dependen de las dianas afectadas

como la pared celular, membrana plasmatica, proteinas y acidos nucleicos®.

» Inhibicion de la sintesis de la pared celular

La pared celular protege la integridad anatomofisiol6gica de la bacteria y soporta su gran
presion osmotica interna. La ausencia de esta estructura condicionaria la destruccién del
microorganismo. Los antibidticos que inhiben la sintesis de la pared necesitan para ejercer
su accion que la bacteria se halle en crecimiento activo, y para su accion bactericida
requieren que el medio en que se encuentre la bacteria sea isotonico o hipotonico, lo que

favorece el estallido celular cuando la pared celular se pierde o se desestructura®.

» Dafio de la membrana plasmatica

La membrana citoplasmica es vital para todas las células, ya que interviene activamente en
los procesos de difusién y transporte activo y de esta forma controla la composicion del
medio interno celular. Las sustancias que alteran esta estructura modifican la permeabilidad,
y provocan la salida de iones potasio, elementos esenciales para la vida bacteriana, o la

entrada de otros que a altas concentraciones alteran el metabolismo bacteriano normal®°.

Los antimicrobianos que actlan en esta estructura se comportan como bactericidas, incluso
en bacterias en reposo, y pueden tener alta toxicidad sobre las celulas humanas, al compartir

algunos componentes de la membrana citoplasmica®.

» Inhibicion de la sintesis de proteinas

La sintesis proteica es uno de los procesos mas frecuentemente afectados por la accion de
los antimicrobianos, y su inhibicion selectiva es posible gracias a las diferencias estructurales
entre los ribosomas bacterianos y eucariotas la cual puede bloquearse por una amplia
variedad estructural de compuestos que afectan a algunas de las fases de este proceso:
activacion (mupirocina), iniciacion (oxazolidinonas, aminoglucésidos), fijacion del
complejo aminoacido-ARNt al ribosoma (tetraciclinas, glicilciclinas) o elongacion

(anfenicoles, lincosamidas, macrolidos, cetdlidos, estreptograminas o acido fusidico)®.
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> Inhibicion de los acidos nucleicos

El genoma bacteriano contiene informacion para la sintesis de proteinas que se transmite a
través del ARN mensajero producido a partir del molde de ADN (transcripcion), y para la
sintesis de ARN ribosdmico que formara parte de los ribosomas bacterianos. La informacion
del ADN debe duplicarse (replicacion) cuando la bacteria se divide, para transmitir esta
informacion a la descendencia. La replicacion y la transcripcion del ADN se realizan en
varias fases con la participacion de diferentes enzimas y sustratos, ademas del ADN molde,

que constituyen dianas para la accion de diversos antibioticos®.

» Antibidticos inhibidores de pB-lactamasas

Los més importantes son los inhibidores de B-lactamasas de serina, que incluyen &cido
clavulanico, sulbactam y tazobactam. Carecen (habitualmente) de accion antibacteriana
intrinseca de verdadera importancia clinica, pero se unen irreversiblemente a algunas f3-
lactamasas, protegiendo de su accion a los antibidticos B-lactamicos. El sulbactam, ademas,

es activo frente a A. baumannii®C.

Mecanismos de resistencia de las bacterias a los antibioticos

La resistencia antibidtica puede ser natural (intrinseca) o adquirida. La resistencia natural es
propia de cada familia, especie o grupo bacteriano. Por ejemplo, todos los microorganismos
Gram negativos son resistentes a la vancomicina, y esta situacion no es variable. La
resistencia adquirida es variable y es adquirida por una cepa de una especie bacteriana. Asi,
existen cepas de Neumococo que han adquirido resistencia a la penicilina, cepas de
Escherichia coli resistentes a la ampicilina, cepas de estafilococos resistentes a la meticilina.
La resistencia adquirida es la que puede llevar a un fracaso terapéutico cuando se utiliza un

antibiotico supuestamente activo sobre el germen que produce la infeccion3.

» Inactivacion del antibidtico por destruccion o modificacion de la estructura
quimica

El fenotipo de resistencia antibidtica por destruccion o modificacién de la estructura quimica
es un proceso molecular caracterizado por la produccién de enzimas que van a llevar a cabo
esta funcion. Las enzimas que destruyen la estructura quimica, mas conocidas, son las beta-
lactamasas que se caracterizan por hidrolizar el nacleo beta-lactdmico rompiendo el enlace
amida, otra enzima es la eritromicina esterasa que cataliza la hidrolisis del anillo de lactona

del antibiotico. Entre las enzimas que se encargan de la modificacion de la estructura se
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encuentran: cloranfenicol acetiltransferasa y también a las enzimas que modifican a los

aminoglucosidos, lincosamidas y estreptograminas (acetilasas, adenilasas y fosfatasas)®2.

> Alteracion del sitio blanco del antibiotico

La resistencia bacteriana conferida por la alteracion del sitio en donde actia el antibiotico
consiste en la modificacion de algunos sitios especificos de la célula bacteriana como la
pared celular, la membrana celular, la subunidad 50S o 30S ribosomales, entre otras. Por
ejemplo, la modificacion por mutacion de los genes gyrA y gyrB que codifican para las
topoisomerasas Il y IV respectivamente, ofrecen resistencia bacteriana a S. aureus, S.
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa y E. coli frente a las quinolonas. En cuanto a las
modificaciones a nivel ribosomal se mencionar los cambios que ocurren en las subunidades
30S y 50S los cuales son los sitios de accion de aminoglucosidos, macrélidos, tetraciclinas
y lincosamidas. Por ejemplo, la metilacion del RNA ribosomal de la subunidad 50S confiere
resistencia a S. aureus y S. epidermidis frente a tetraciclinas, cloranfenicol y macrolidos. La
resistencia bacteriana contra gentamicina, tobramicina y amikacina consiste en una mutacion

de la subunidad ribosomal 30S%.

» Alteracion en las barreras de permeabilidad

Este mecanismo se debe a los cambios que se dan en los receptores bacterianos especificos
para los antimicrobianos o por alteraciones estructurales en los componentes de envoltura
de la celula bacteriana (membrana o pared celular) que influyen en la permeabilidad, asi
como a la pérdida de la capacidad de transporte activo a traves de la membrana celular o la
expresion de bombas de eflujo las cuales se activan en el momento en que el antibiotico se
introduce a la célula bacteriana®.

La membrana celular de las bacterias Gram negativas contiene un alto contenido de lipidos
con respecto a las Gram positivas, presenta una membrana externa con un 40% de
lipopolisacarido lo cual le proporciona una barrera efectiva contra la entrada de antibiéticos,

dependiendo de la composicion quimica de estos®2.

Meétodos de determinacion de actividad antibacteriana
Dentro de los principales métodos de evaluacion preliminar de la actividad antimicrobiana
se encuentran los métodos de difusion en disco (Kirby- Bauer) y difusion del pozo en agar,

mediante los cuales se determina en forma cualitativa el efecto antimicrobiano de los
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extractos de plantas sobre los microorganismos de interés, los resultados obtenidos se

expresan midiendo el diametro de los halos de inhibicion producido por los extractos®.

Método de difusién en disco (Kirby- Bauer)

La técnica de difusion en agar, es cualitativa y sus resultados se pueden interpretar
Gnicamente como sensible, intermedio o resistente, y esta disefiada especificamente para
bacterias de crecimiento rapido como Staphylococcus sp. o los integrantes de la familia

Enterobacteriaceae®*.

Cada plato es observado en una luz indirecta y cada halo de inhibicion es medido utilizando
un caliper o en su defecto una regla graduada en la forma adecuada (figura 9). En el caso de
que no se presente un halo, no se debe reportar 0 mm, se debe reportar 6 mm, ya que ese es

el diametro del disco®.

1+ em

Figura 9. Método de difusion en disco (Kirby- Bauer)
Fuente. http://people.upei.ca/jlewis/html/2b_demo.html

Bacteriostatico

Por otro lado encontramos con productos bacteriostaticos, cuya denominacion proviene
del prefijo “bacter” y la terminacion derivada del griego “stasis” que significa detencion, o
que no cambia porque esta estatico, por lo que los agentes quimicos bacteriostaticos en
medicina se utilizan para reducir o detener el metabolismo bacteriano, inhibiendo el
crecimiento de bacterias que permanecen vivas, de tal modo que al suprimir el
elemento bacteriostatico por disolucion o neutralizacion, las bacterias se seguirdn

desarrollando®®.
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Bactericida

Por un lado, encontramos con los agentes fisicos o quimicos terminados en “cida” que
proviene del término del latin clasico “caedere” que significa matar, y en este caso al llevar
el prefijo “bacter” de bacteria hace referencia a las sustancias capaces de acabar con este tipo

de microorganismos, por tanto, este tipo de agentes son bactericidas®.

Concentracién Minima Bactericida (CMB)

La Concentracion Minima Bactericida (CMB), se define como la minima concentracion de
antimicrobiano que elimina a mas del 99,9% de los microorganismos viables después de un
tiempo determinado de incubacion (generalmente 24 horas). En ocasiones es necesario
determinar la actividad bactericida de un agente antimicrobiano, como es el caso de
endocarditis, osteomielitis, meningitis o infecciones en pacientes inmunosuprimidos, existe

la necesidad de establecer métodos de laboratorio que definan la actividad de estos agentes®.

Concentraciéon Minima Inhibidora (CMI)

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se define como la minima concentracion de
antimicrobiano (en pg/ mL) que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después

de 24 horas de incubacion a 37°C.
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CAPITULO II

METODOLOGIA
Investigacion descriptiva

La investigacion es descriptiva ya que se exponen los procedimientos para la obtencion de

extractos y la determinacion de la actividad antibacteriana.

Disefio cuasiexperimental

El estudio corresponde a un disefio cuasiexperimental debido a que existe una exposicion,
una respuesta y una hipotesis para contrastar, pero no hay aleatorizacion de la muestra de
grupos de tratamiento y control, ya que consistié en elegir la especie vegetal cuyo extracto
a diferentes concentraciones tendrian un efecto sobre la variable dependiente (grupo de
bacterias seleccionadas para los ensayos). Se usaron antibidticos comerciales como

controles positivos y DMSO como control negativo.

Corte trasversal

La presente investigacion es de tipo transversal o transaccional porque se realizé en un
periodo de tiempo sefialado entre octubre 2018 — febrero 2019, y que no se encuentra sujeto

a cambios de tiempo ni lugar.

Enfoque mixto

El trabajo se hizo con caracteristicas cualitativas que incluyeron la observacion de la
inhibicion del crecimiento bacteriano mediante la formacién de halos de inhibicion y
cuantitativas debido a que se obtuvieron valores numéricos producto de la medicion de los
halos y de las determinaciones de las concentraciones minimas inhibitorias. Los datos
obtenidos mediante la aplicacion de técnicas y métodos facilitaron el analisis e interpretacion

de los resultados.

Determinacion de la poblacion y muestra

» Poblacion: estd conformada tanto por el nimero de especies que estan incluidas
dentro del género Hedyosmum, como por el conjunto de bacterias Gram positivas y
Gram negativas de la coleccion ATCC.

» Muestra: incluye la planta Hedyosmum sp. recolectada en el bosque Jacarén de la

provincia de Chimborazo de la se obtuvo el extracto hexanico de las hojas y las cepas
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Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis (Gram positivas), y Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae (Gram negativas).
Variables de estudio
Variable Independiente: extracto hexanico de las hojas de Hedyosmum sp.

Variable dependiente: bacterias ATCC de interés clinico.

Materiales

» Matraz » Papel aluminio

» Probeta » Agua destilada

» Espatula » Suero fisioldgico

» Pinzas » Tubos de tapa rosca

» Cajas Petri » Tubos Eppendorf

» Asas » Pipetas automaticas

» Lampara de alcohol » Puntas amarillas y azules
Equipos

» Autoclave (marca Tuttnauer)

> Refrigeradora (marca Mabe)

» Campana de flujo laminar (marca HFsafe 900)

> Vortex (marca BenchMixer ™)

» Incubadora (marca Memmert)

> Balanza analitica (marca Adam Equipment)

» Plancha térmica

Medios de cultivo

» Caldo y agar tripticasa soya (TSB y TSB)
» Agar Muller Hinton (AMH)
» Agar infusién cerebro corazén (BHI)

Cepas Bacterianas
» Escherichia coli ATCC 25922
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» Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
» Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
» Staphylococcus aureus ATCC 25923

» Enterococcus faecalis ATCC 29212

Antibiéticos

» Amikacina para bacterias Gram negativas

» Ciprofloxacina para bacterias Gram positivas

Procedimientos

Procedimiento para obtener el extracto

1.

El material (las hojas) de la planta Hedyosmum sp. fue recolectado por el Ing.
Franklin Enrique Cargua Catagpia.

Las hojas se limpiaron, secaron a una temperatura de 37°- 40°C y se trituro.

Se obtuvo 200g del material y se depositd en un matraz erlenmeyer, se adiciono el
solvente hexano hasta cubrirlo completamente se agito y tapo.

Se dejé reposar a temperatura ambiente durante 2 - 14 dias, se agito esporadicamente
el contenido.

El producto obtenido fue filtrado con la ayuda de una malla y el extracto hexanico
obtenido tras la evaporacion del solvente utilizando un evaporador rotatorio se pesé

y almaceno en refrigeracion a 4°C (anexo 1).

Procedimiento para realizar solucion madre o Stock del extracto

Con ayuda de una balanza analitica se pes6 0,5 g del extracto hexanico de las hojas
de Hedyosmum sp. en un eppendorf.
Se afiadié 1000 mL de DMSO (Dimetilsulféxido).

Con ayuda de un vortex se mezcld hasta que queddé homogéneo (anexo 2).

Procedimiento para la preparacion del preindculo bacteriano

1.

Con ayuda de un mechero se flame0 el asa hasta que se vio al rojo vivo para asegurar

la esterilizacion.
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2. De las cepas bacterianas anteriormente replicadas y conservadas se recogio una
colonia de la bacteria para trabajar.

3. Se sembr6 en una placa de Petri con medio de TSA por rastreo o agotamiento para
obtener colonias aisladas para verificar la pureza del cultivo.

4. Se coloco en la estufa durante un periodo de 18 — 20 horas a 37°C (anexo 3).

Procedimiento para la preparacion del indculo bacteriano y prueba antibacteriana

mediante el método Kirby Bauer

1. Con ayuda de un mechero se flamed el asa hasta que llegue al rojo vivo para
esterilizarla.

2. Del preinoculo se trasladé una o mas colonias de la bacteria en estudio a un tubo con
solucion salina al 0,89% estéril y se compard la turbidez de este con el patron
McFarland de escala 0,5, que corresponde a un cultivo de una concentracion
bacteriana aproximada de 1,5 x 108 UFC/mL.

3. Un hisopo estéril sumergido en la solucion bacteriana y presionando por las paredes
del tubo para evitar el exceso, se uso para realizar una siembra sobre la superficie de
placas con agar Mdller Hinton distribuyendo uniformemente por agotamiento
empleando la técnica de los tres giros, que consistio en pasar el hisopo por toda la
superficie de dos a tres veces antes de efectuar cada giro.

4. Con una pinza esteril se colocaron los discos de antibidticos para los controles
positivos y discos en blanco a distancias adecuadas para posteriormente poner el
extracto hexanico a diferentes concentraciones.

5. Se dejo reposar durante 30 minutos en refrigeracion a 4°C y se llevd a incubar a 37°C
durante 24 horas.

6. Al cabo de las 24 horas de incubacion se procedié a realizar la lectura de los
resultados para ver si la bacteria presento presencia o ausencia de halos de inhibicién
alrededor de los discos (sensibilidad o resistencia) a las distintas concentraciones del
extracto.

7. Las CMIs fueron determinadas mediante la evaluacion de la menor concentracion en
la cual el extracto presentd actividad antibacteriana partiendo de la concentracion

inicial de 500.000 pg/mL frente a cada una de las bacterias en estudio @nexo 4).
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento del extracto hexanico de Hedyosmum sp.

A partir de 200 g de hojas secas y trituradas de Hedyosmum sp. maceradas en el solvente
hexano y su posterior evaporacién en un rotavapor, se obtuvo 1,502 g de extracto,
obteniéndose un rendimiento de 1,5%. Mientras que Zaruma®’, en su investigacion acerca
de la actividad antibacteriana del extracto hexanico de las hojas de Hedyosmum strigosum,

obtuvo 10,33 g de extracto a partir de 500 g de las hojas secas, con un rendimiento de 2,06%.

En la tabla 1 y 2 se muestran los resultados obtenidos del efecto de las diferentes
concentraciones del extracto hexanico de las hojas de Hedyosmum sp. evaluado sobre el
crecimiento de las bacterias Gram negativas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae. Como se evidencia en la tabla 1 la presencia de halos de inhibicion
del crecimiento bacteriano indica que el extracto tuvo una accion antibacteriana frente a las
tres cepas, que vario segun la bacteria en estudio. Las concentraciones minimas inhibitorias
(CMIs) del extracto hexanico se obtuvieron realizando los ensayos a diferentes
concentraciones (500.000, 250.000, 125.000, 62.500 y 31.250 pg/mL) frente a cada una de
las bacterias, las cuales se exponen en la tabla 2. Los datos indican que la mayor actividad
del extracto se observo frente a E. coli ya que la CMI fue de 31.250 pg/mL, seguido de la
actividad encontrada frente a P. aeruginosa y K. pneumoniae para las cuales las CMI fueron
de 62.500 y 250.000 pg/mL, respectivamente.

Tabla 1. Efecto antibacteriano del extracto hexanico de las hojas de Hedyosmum sp.

expresado por los halos de inhibicion (mm) frente a las bacterias Gram negativas.

EXTRACTO HEXANICO Control Control
Bacterias Gram Halos de inhibicion (mm) positivo | negativo
negativas Concentraciones (ug/mL) Amikacina DMSO
500.000 | 250.000 | 125.000 | 62.500 | 31.250 | (30 pg)
Escherichia coli
ATCC 25922 12 10 8 7 6 30 0
Pseudomonas
aeruginosa 16 10 9 8 0 37 0
ATCC 27853
Klebsiella
pneumoniae 10 8 0 0 0 28 0
ATCC 700603
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria (ug/mL) del extracto hexanico de las hojas de

Hedyosmum sp. de las bacterias Gram negativas.

EXTRACTO HEXANICOS
Bacterias Gram negativas
CMI (pg/mL)
Escherichia coli
ATCC 25922 31.250
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 62.500
Klebsiella pneumoniae 950,000
ATCC 700603 '

Como se pudo evidenciar el extracto hexanico de las hojas de Hedyosmum sp. fue més activo
frente a E. coli. En un estudio realizado por Holetz et al-®, se reporta que los extractos de
hexano, acetato de etilo y metanol de las partes &reas de Hedyosmum purpurascens son
inactivos frente a las bacterias Gram positivas y Gram negativas, debido a que presentaron
un CMI >1000 pg/mL, sin embargo, como la especie es diferente y dicha actividad
antimicrobiana fue realizada por el método de microdilucion, mientras que en el presente
estudio se realizé por el método de Kirby Bauer, este método es menos sensible al de

microdilucion.

Los resultados de actividad antibacteriana del extracto hexanico de hojas de Hedyosmum sp.
a concentraciones seriadas a partir de 500.000 pug/mL frente a las cepas bacterianas Gram
positivas Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis se muestran en las tablas 3 y 4. En
la tabla 3 se reporta el efecto del extracto a las distintas concentraciones sobre el crecimiento
bacteriano mediante la presencia de halos de inhibicion, siendo estos solo observados frente
a S. aureus, el cual fue susceptible a altas concentraciones de 500.000 y 250.000 pug/mL, con
halos de 10 y 7 mm, respectivamente, mientras que E. faecalis fue resistente incluso a la
mayor concentracion ensayada del extracto. Por tanto, el extracto hexanico de las hojas de
Hedyosmum sp. present6 un valor de CMI de 250.000 pug/mL frente a la bacteria S. aureus

(tabla 4), pero fue inactivo frente a E. faecalis al menos a las concentraciones probadas.
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Tabla 3. Actividad antibacteriana del extracto hexanico de las hojas de Hedyosmum sp.

frente a las bacterias Gram positivas expresado por los halos de inhibicién (mm).

EXTRACTO HEXANICOS Control Control
Bacterias Gram Halos de inhibicion (mm) positivo negativo
positivas Concentraciones (ug/mL) Ciprofloxacina DMSO
500.000 | 250.000 | 125.000 | 62.500 | 31.250 (5 1g)
Staphylococcus
aureus 10 7 0 0 0 35
ATCC 25923
Enterococcus
faecalis 0 0 0 0 0 37
ATCC 29212

Tabla 4. Concentracion Minima Inhibitoria (ug/mL) del extracto hexanico de las hojas de

Hedyosmum sp. frente a Staphylococcus aureus.

EXTRACTO HEXANICOS

Bacterias Gram positivas Concentracién minima inhibitoria
(Mg/mL)
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 250.000
Enterococcus faecalis
ATCC 29212 >500.000

En este trabajo se probo la actividad antibacteriana del extracto hexanico de las hojas de
Hedyosmum sp. solo frente a dos cepas Gram positivas, reportandose cierta sensibilidad al
extracto en el caso de S. aureus. Por otro lado, el extracto hexanico de las hojas de
Hedyosmum sp, no mostro actividad frente a la cepa de Enterococcus faecalis. Sin embargo,
Zaruma®’, en una investigacion de la actividad antibacteriana frente a bacterias Gram
positivas de los extractos de las hojas de las plantas con flores femeninas de Hedyosmum
strigosum, en Loja, reportd que este fue activo frente a bacterias Gram positivas, obteniendo
CMI de 62,5 ug/mL tanto para S. aureus como para E. faecalis. Por otro lado, Solano®,
realiz6 un estudio de los extractos de hojas con flores masculinas de Hedyosmum strigosum,
encontrando que el extracto de hexano fue activo frente a estas dos bacterias con una CMI
de 15,62 ug/mL para ambas, 1a diferencia radica dicho estudio fue realizado por el método

de microdilucion mientras que en el presente estudio se realiz6 por difusion en disco.
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CONCLUSIONES

1. Se obtuvo el extracto hexéanico de las hojas de Hedyosmum sp. por el método de

maceracion con un rendimiento de 1,5%.

2. Se identificé el efecto antibacteriano de las hojas de Hedyosmum sp. frente a las
bacterias Gram negativas E. coli, P. aeruginosa y K. pneumoniae, y a las Gram
positivas S. aureus y E. faecalis. El extracto mostré mayor actividad frente a las
bacterias Gram negativas, siendo E. coli la que resultdé mas susceptible, ya que se
observaron halos de inhibicion a todas las concentraciones ensayadas del extracto, es
decir, 500.000, 250.000, 125.000, 62.500 y 31.250 pg/mL con medidas de 12, 10,
8, 7 y 6 mm, respectivamente; frente a P. aeruginosa el extracto mostro inhibicion
hasta 62.500 pg/mL con un halo de 8 mm y frente a K. pneumoniae solo se observé
halo de inhibicion (8 mm) hasta 250.000 pug/mL. El estudio frente a las bacterias
Gram positivas arrojo resultados de actividad solo frente a S. aureus ya que efecto
del extracto se evidenci6 a 500.000 (halo de 10 mm) y 250.000 pg/mL (halo de 7

mm).

3. El extracto hexanico de las hojas de Hedyosmum sp. presenté CMlIs de 250.000,
62.500 y 31.250 pg/mL sobre el crecimiento de E. coli, P. aeruginosa y K.
pneumoniae; la actividad inhibitoria del extracto frente a la bacteria Gram positiva
S. aureus se evidencio con una CMI de 250.000 pg/mL, pero frente a E. faecalis la

actividad resulté mayor a 500.000 pg/mL.
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RECOMENDACIONES

1. Una adecuada esterilidad de los materiales que se van a utilizar durante todo el
proyecto. Es importante una adecuada manipulacion de las cepas bacterianas para
evitar la contaminacion de las mismas.

2. Seguir correctamente los protocolos de extraccién para obtener extractos con
resultados eficaces.

3. Se sugiere continuar con la evaluacion de las plantas medicinales en busca de
aquellas con actividad antibacteriana y, posteriormente, identificar y aislar los

metabolitos secundarios causantes de tal efecto.
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ANEXOS



Anexo 1

Procedimiento para obtener el extracto.






ANexo 2

Procedimiento para realizar solucion madre o Stock.
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Anexo 3

Procedimiento para la preparacion del Preinéculo.






ANnexo 4

Procedimiento para la preparacion del inéculo.






ANnexo 5

Bacterias en estudio






