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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo, la determinacion de la actividad
antibacteriana, de los extractos etandlicos de ramas, hojas y flores de la especie vegetal
conocida en el vocabulario local como Tarqui (Hedyosmum sp) perteneciente al género
Hedyosmum de la familia Chloranthaceae, frente a cepas bacterianas de origen ATCC
(American Type Culture Collection), Gram negativas Pseudomonas aeruginosa 27853,
Escherichia coli 25922 y Klebsiella pneumoniae 700603 y bacterias Gram positivas
Staphylococcus aureus 25923 y Enterococcus faecalis 29212 de interés para la salud publica
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Esta investigacion fue de campo, con un disefio cuasi-experimental y descriptivo. Los
extractos etanolicos de Hedyosmum sp fue obtenido mediante el proceso de maceracion
con etanol, para posteriormente someter el solvente a evaporacion rotatoria, que
consiste en disminuir la presion para bajar el punto de ebullicion y separar los solventes,
mediante el uso de un rota vapor. El estudio microbiologico se realizd a través del
método de Kirby Bauer o difusion en disco. Las muestras utilizadas fueron los extractos
etanolicos de rama, hojas y flores de la especie vegetal de Hedyosmum sp. Mostrando
actividad antibacteriana frente a tres de las cinco cepas bacterianas empleadas para el
estudio. El extracto etandlico de las ramas de Hedyosmum presentd una concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 12 500 ppm, 25 000ppm y 50 000ppm frente a E. coli, P.
aeruginosa y S. aureus respectivamente. Por otra parte los extractos etandlicos de las hojas
de Hedysmun sp también mostraron actividad antibacteriana frente E. coli, P. aeruginosa y
S. aureus, con CMI 25 000ppm, 12 500ppm y 50 000ppm respectivamente y los extractos
etanolicos de las flores mostraron una CMI de 12 500ppm, para la cepa de E coli, 12 500ppm
en P. aeruginosa Yy 50 000ppm S. aureus. Se concluye que los extractos utilizados
presentaron una buena actividad antibacteriana en las diluciones de mayor concentracion,
evidenciando buenos halos de inhibicién. Cabe recalcar que ninguno de los extractos,
presentd actividad antibacteriana frente a las cepas bacterianas Klebsiella pneumoniae y

Enterococcus faecalis.

Palabras clave: Hedyosmum, Extracto Etandlico, actividad antibacteriana, Kirby Bauer,

Tarqui.



ABSTRACT

The objective of this research work was to determire the antibacterial activity of the
ethanolic extracts of branches, leaves and flowers of the plant species known in the local
vocabulary as Tarqui (Hedyosmun sp) belonging to the genus Aedyosmun of the family
Chloranthaceae, against bacterial strains of ATCC origin (American Type Cultare
Collection), Gram negative Pseudomonas aeruginosa 27853, Escherichia coli 25922 and
Klebsiella pneumoniae 700603 and Gram positive bacteria Staphylococcus aureus 25923
and Enterococcus faecalis 29212 of interest for public health according to the World
Health Organization Health (WHO).

This was A field research, with a quasi-experimental and descriptive design. The ethanolic
extracts of Hedvosmun sp .was obtained through the process of maceration with ethanol, to
iater subject the solvent to rotary evaporation, which consists of lowering the pressure to
lower the boiling point and separate the solvents, by using a broken steam. The
microbiological study was carried out using the Kirby Bauer method or disk diffusion. The
samples nsed were the ethanolic extracts of branches, leaves and [lowers of the plant
species of Hedyosmun sp. Showing antibacterial activity against three of the five bacterial
strains used for the study. The ethanolic extract of the Hedyosmun branches showed a
minimum inhibitory concentration (MIC) of 12,500 ppm, 25,000 ppm and 50,000 ppm
compared to E. coli, P. azruginosa and S. aureus respectively. On the other hand, the
ethanolic extracts of the leaves of Hedvsmun sp also showed antibacterial sctivity against
E. coli, P. aeriiginosa and S. aureus, with MIC 25 000ppm, 12 500ppm and 50,00Gppm
respectively and the ethanolic extracts of the flowers showed a MIC of 12 500ppm, for the
£ coli strain, 12 500ppm in P. aeruginom and 50 600ppm S. aureus. It is concluded that
the extracts used showed a good antibacterial activity in the dilutions of higher
concentration, evidencing good halos of inhibition. It should be noted that none of the
extracts showed antibacterial activity against the bacterial strains Klebsiella pneumonicae

and Enterococcus faecalis.

Review of the abstract translation by PhD Narcisa Fuertes

Professor at Competencias Linguisticas UNACH.



INTRODUCCION

Este proyecto de investigacion se centra en el estudio de la actividad antibacteriana de los
principio activos presentes en los extractos etanélicos de la especie vegetal Hedyosmum sp
conocida en el Ecuador con el nombre de Tarqui, caracteristica de bosques interandinos de
América del Sur, contribuyendo de esta manera en el futuro al desarrollo de nuevos farmacos
que sirvan para la lucha contra las enfermedades de tipo bacteriano que afectan a la

poblacién a nivel mundial y constituyen uno de los principales problemas de salud publica
1,2

Hedyosmum pertenece a uno de los 4 géneros de especies, vegetales con flor pertenecientes
a la familia Chloranthaceae, los otros 3 géneros son Ascarina, Chloranthus y Sarcandra. La
Hedyosmum sp es una planta caracteristica de la region interandina localizandose de forma
silvestre en bosques montafosos. Existen en el Ecuador aproximadamente 12 de 40 especies
de género Hedyosmum: H. anisodorum Todzia, H. cuatrecazanum Occh, H. cumbalense
Karsten etc. De las 40 especies, al menos 10 han sido estudiadas por distintos autores y
tienen un gran uso en la medicina alternativa con distintas propiedades meédicas. Es
importante mencionar que no existe un estudio de la actividad antibacteriana de la
Hedyosmum sp (Tarqui), a pesar de ser utilizada en el Ecuador en la medicina tradicional
para aliviar infecciones de tipo digestivo, diarreico y respiratorio, que tienen un alto indice

de morbilidad y mortalidad en la poblacion 2.

Segun estadisticas de la OMS, se establece que un 80 % del total de la poblacion a nivel
mundial utiliza la medina natural o también Ilamada tradicional 2. El uso de plantas es una
alternativa viable a los farmacos de venta comercial. En todo el planeta existe alrededor de
391.000 especies vegetales conocidas y entre éstas un minimo porcentaje se han estudiado
de entre un 5 al 15 % originado un sin namero de posibilidades para el estudio y

descubrimiento de nuevas propiedades antibacterianas presentes en extractos vegetales®.

La medicina natural es parte importante del acervo cultural de la historia humana. Esta
medicina se ha desarrollado con diferentes caracteristicas dependiendo del lugar, pais y
region del mundo en dependencia propia de la condicion econdmica y desarrollo cultural del
pais. En la historia de la medicina se puede denotar los dos rumbos, mientras la parte oriental

del mundo mantuvo su cultura y la practica de la medicina natural, en el lado occidental del



globo se ha disminuido el uso de plantas como medicina alternativa, y se ha elevado el uso

de medicamentos de venta comercial *.

Desde la antigliedad las plantas se han utilizado de forma empirica para contrarrestar
enfermedades, debido a sus multiples propiedades antimicrobianas, en la actualidad se
realiza el estudio de los extracto y aceites esenciales de diferentes plantas de maltiples
especies alrededor de todo el mundo, en la busqueda de nuevas propiedades antimicrobianas,
que ayuden a solucionar los problemas de salud originados por las bacterias °.

En el Gltimo siglo se ha alcanzado la sintesis de compuestos, principios activos y sustancias
medicamentosas, sumadas al gran desarrollo tecnoldgico de las industrias actuales han
generado una competencia farmacéutica, inundando el mercado de farmacos de venta libre,
sin restriccion muchas veces mal utilizados ocasionando mas dafio que un bienestar en los
pacientes, un claro ejemplo es la resistencia que desarrollan los pacientes a los antibioticos

mal utilizados *

En Latinoamérica el uso de plantas medicinales para el tratamiento de ciertas dolencias no
es desconocido y cada pais tiene medicamentos naturales distintos a base de plantas, es por
este motivo que este estudio de plantas consideradas en la medicina ancestral es importante
ya que ayuda y encamina al descubrimiento de nueva actividad antibacteriana en extractos
de plantas no estudiadas y consideradas en la medicina ancestral del Ecuador, que puedan

contribuir a la lucha en contra de las enfermedades bacterianas °.

Dentro de nuestro pais sea documentado el uso en medicina tradicional de aproximadamente
3000 plantas nativas de un total de 17000 que son las plantas detalladas segin algunos

autores®.

Es muy comun utilizar plantas como medicina alternativa para tratar ciertas afecciones
debido a sus propiedades médicas que como son utilizadas de forma empirica no se conoce
realmente su composicion quimica, principios activos, actividad antibacteriana vy
mecanismos de accion lo que limita su estudio farmacoldgico este estudio esta encaminado
a la basqueda de actividad antibacteriana en extractos de una planta usada en la medicina

ancestral en el Ecuador conocida como Tarqui (Hedyosmum sp) 7.

Uno de los principales problemas de salud, son los de origen infeccioso ya que estos

microorganismos son capaces de infectar los seres humanos provocando una gran variedad



de enfermedades. Ciertas bacterias de interés clinico que son expuestas al uso indebido de

farmacos desarrollan resistencia a los medicamentos .

En el mes de febrero de 2017 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) detalla una lista
de bacterias patdgenas principales, que han desarrollado resistencia a los farmacos para dar
prioridad a su estudio y al desarrollo de nuevos antibioticos que sean efectivos en el
tratamiento de estas patologias y sean la solucion ante la resistencia desarrollada por estas
bacterias de interés. En la lista se encuentran detalladas Klebsiella pneumoniae causante de
infecciones de tipo nosocomial que adquieren gran resistencia a los antibiéticos comunes
como (Carbapenémicos), también microorganismos como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa estos implicas infecciones con indices muy
altos de morbilidad y mortalidad también se encuentran los Enterococcus faecalis que
generan una resistencia a las cefalosporina, penicilina y los aminoglucosidos como la
vancomicina, originando un problema muy grave de salud tanto a nivel intrahospitalario

como también en pacientes ambulatorios 2.

A mediados del siglo pasado se descubrid las propiedades antibacterianas de los extractos
y aceites esenciales abriendo una puerta muy grande a la industria farmacéutica porque no
se obtiene solo de las hojas, sino que se pueden obtener de otros érganos de la planta (flores,
tallo, raiz, etc.) y conociendo que existen alrededor de 391 000 especies catalogadas, se
presenta asi una posible solucién a los problemas de salud ocasionados por estos

microorganismos .

La relevancia de este proyecto de investigacion tiene su origen en dos raices, la primera
ayudar a solucionar el problema de las enfermedades infecciosas que constituyen uno de
los principales problemas de salud a nivel mundial con tasas muy altas de morbilidad y
mortalidad ocasionadas por bacterias que infectan a los seres humanos; y la segunda
pretende contribuir en la solucion al problema de resistencia que desarrollan las bacterias
por el uso indiscriminado de farmacos de venta libre, mediante el uso de ensayos
microbioldgicos que favorezcan al descubrimiento de nueva actividad antibacteriana, en los
extractos etanolicos de ramas, hojas y flores de Hedyosmum sp que favorezcan al estudio y

desarrollo de farmacos (antibioticos).



OBJETIVOS

Objetivo General:

e Determinar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos etandlicos de la
especie vegetal Hedyosmum sp encontrada en la parroquia Juan de Velazco Canton
Colta, Provincia de Chimborazo frente a cepas bacterianas de interés clinico.

Obijetivos especificos:

e Describir la familia y el género de Hedyosmum sp (tarqui) y su uso en la medicina
tradicional de Ecuador y otros paises de América del Sur.

e Obtener extractos etanodlicos de los 6rganos aéreos (ramas, hojas y flores) de
Hedyosmum sp.

e Realizar una breve descripcion de las bacterias Gram negativas y Gram positivas,
que son el objeto de estudio de esta investigacion.

e Aplicar ensayos microbiologicos en los extractos etandlicos de Hedyosmum sp en
distintas bacterias patdgenas al humano Gram positivas y Gram negativas.

e Valorar la concentracion minima inhibitoria de los extractos etandlicos de
Hedyosmum sp frente a cepas bacterias ATCC, asociadas a infecciones con altos

indices de morbilidad y mortalidad en la poblacion Ecuatoriana.



CAPITULO I. MARCO TEORICO

Antecedentes histéricos

Desde la antigliedad las plantas han sido utilizadas por el ser humano no solo con fines
alimenticios y ornamentales sino también médicos, estos conocimientos ancestrales han sido
heredados desde hace cientos de afios y han perdurado generacion tras generacion y se
utilizan aproximadamente desde hace 6000 afios®.

La medicina actual es fundamentada en la medicina ancestral y conocimientos ancestrales
de culturas como la mesopotamica, china y egipcia, que son las primeras en utilizar las
plantas como medicina, las primeras pruebas documentadas de especies vegetales usadas
medicinalmente tienen aproximadamente unos 5000 Afios de antigliedad descritas en una
tabla de arcilla que asevera que los pioneros en utilizar las plantas como medicina fueron los

egipcios y los chinos °.

Otra cultura que se beneficiaba del uso de plantas, es la griega siendo utilizadas por dos
grandes iconos de la medicina como lo son Hipdcrates, el llamado padre le la medicina griega
y su discipulo Aristoteles quienes daban tratamientos a sus pacientes por medio del uso de
plantas, gracias a estos conocimientos empiricos sumados a la ciencia y la tecnologia actual

se ha pulido la ciencia médica a lo que es hoy en dia °.

Valoracion de Género y Familia

La Hedyosmum sp conocida en el Ecuador como Tarqui (figura 1), pertenece a una de las
especies no catalogadas de la familia Chloranthaceae, del género Hedyosmum nombre
referido a uno de los 4 géneros de esta familia (Ascarina, Chloranthus, Hedyosmun y
Sarcandra). Esta es una extensa familia vegetal constituida por cerca 75 especies cuyo
antecedente genético es una flor fosilizada que corresponde al cretdceo temprano y fue

encontrada en Portugal *.




En el territorio ecuatoriano se han documentado 12 de las 40 especies del género
Hedyosmum: H. anisodorum Todzia, H. cuatrecazanum Oscch, H. cumbalence Karsten, H.
goudotianum Solms- Laub, H. luteynii Todzia, H. purpurascens, Todzia, H.racemosum, H.
scabrum, H. spectabile Todzia, H. Sprucei Solms-Laub, H. strigosum Todzia y H.

translucidum Cuatrec .
Uso en la medicina Tradicional del Ecuador y otros paises.

Las Hedyosmum constituyen varias especies pertenecientes a la familia Chloranthaceae, se
ha documentado el uso de este género vegetal en la medicina tradicional, para aliviar dolores
abdominales, también se puede utilizar como diurético, antiséptico incluso se ha detallado
actividad en contra de células neoplésicas. Esta planta no ha sido catalogada ni estudiada
solo ha sido utilizada en el Ecuador de forma empirica y como parte de la medicina ancestral
de la sierra ecuatoriana, a diferencia de algunas otras especies de este género que ya han sido
catalogadas, encontrandose grandes propiedades farmacologicas. Es por este motivo que este
estudio es muy prometedor debido a los antecedentes de familia y género vegetal 1.

Que es un extracto vegetal y sus usos.

Es un producto que se obtiene de cualquier 6rgano vegetal, frutos, ramas, hojas, semillas o
raices de una planta, los cuales estan formados de componentes de la planta en estudio, que
se manifiestan en el organismo cuando son ingeridos. También acttan realizando actividades
de conservacion y antioxidacion en alimentos. Para citar un ejemplo, un extracto vegetal con
fuertes propiedades antioxidantes y varios beneficios para la salud es el extracto de fruto de
olivo, que contiene altas concentraciones de la molécula Ilamada Hidroxitirosol. Los
extractos estan formados de los componentes activos mas importantes de la especie vegetal
que se estd estudiando, la concentracién en un extracto de algunos de esos compuestos

activos puede ser miles de veces mayor a la que encontramos originalmente en la planta *,

Se pueden utilizar sus compuestos activos, para mejorar la vida Gtil de un alimento, también
pueden ayudar a disminuir atagues microbianos. Como un claro ejemplo se puede mencionar
al romero que es utilizada como antimicrobiano y antioxidante para la elaboracion de

alimentos procesados 213,

Los extractos vegetales en la actualidad son utilizados para la sintesis y elaboracion de

farmacos, son una fuente de nuevas moléculas con efectos farmacoldgicos, de igual forma



desde la antigiiedad se han utilizado para tratar dolencias musculares, separando porciones

biolégicamente activas de la planta, a través de un solvente *.
Técnica para la obtencion de Extractos.

La obtencion de extractos se puede realizar por distintos métodos como: percolacion,
maceracion, infusién y digestion etc. Detallaremos el método de maceracion que fue
utilizado para el desarrollo de este proyecto de investigacion. Este método consiste en dejar
reposar las partes vegetales, en un solvente durante determinado tiempo, con ayuda de un
papel filtro se procede a filtrar los restos vegetales extrayendo solo el solvente con las
propiedades de la planta, conseguidas con el proceso de macerado. Para poder extraer los
solventes se pueden detallar algunos métodos *.

Destilacion a vacio: Los liquidos alcanzan el punto de ebullicion al ser expuesto al calor, su
presion de vapor se iguala con la presion atmosférica. Esta destilacion se realiza
disminuyendo la presion atmosférica del equipo, buscando que los componentes de la mezcla

a separar se destilen a una temperatura mucho menor a su punto de ebullicion normal *4*°,

La evaporacion rotatoria: En el presente trabajo se utiliz esta técnica. Es un tipo de
destilacion muy utilizado en laboratorios, esta técnica de destilacion se realiza en equipos
compactos comerciales, llamados rotavapores y se utilizan para separar el solvente de una
disolucion en la que se encuentra presente un soluto poco volatil, generalmente a una
temperatura aproximada a la del ambiente, con lo que disminuimos el riesgo de

descomposicion del producto de interés, que se obtiene en la matraz de destilacion *°.

Figura 2 Rotavapor

Fuente: Laboratorio de la Facultad de ingenieria de la Universidad
Nacional de Chimborazo.



Bacterias de interés clinico

La OMS ha clasificado las bacterias en tres grupos de pricipales que necesitan el desarrollo

de nuevos farmacos segln su prioridad se clasifican en: critica, elevada 'y media.

Critica: Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa resistentes a los
Carbapenémicos y Enterobacteriaceae, resistentes a los Carbapenémicos. Elevada:
Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina, Staphylococcus aureus, resistente a la
meticilina, con sensibilidad intermedia y resistencia a la vancomicina, Helicobacter pylori,
resistente a la claritromicina, Campylobacter spp., resistente a las fluoroguinolonas,
Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas, Neisseria gonorrhoeae, resistente a la
cefalosporina, resistente a las fluoroquinolonas. Media: Streptococcus pneumoniae, sin
sensibilidad a la penicilina, Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina, Shigella spp.,

resistente a las fluoroquinolonas 2.

Para detallar las bacterias objeto de esta investigacion las dividiremos en Gram negativas y
Gram positivas, segun la técnica de Tincion Gram, las bacterias consideradas Gram positivas

se tifien de color violeta y las bacterias Gram negativas de color rosa 6.

Las diferencias entre unas y otras radica en la estructura la pared celular, las Gram negativas
poseen una pared celular delgada unida mediante lipoproteinas a una membrana plasmatica,
soluble ante solventes organicos mientras, que las Gram positivas presentan una gruesa
capa de peptidoglicanos (Ver Figura 3), clasificados en dos grupos: los acidos teicoicos. El
acido lipoteicoico localizado en la cara interna de la pared celular y el acido teicoico que se

encuentra la superficie anclado a los peptidoglicanos *"8,
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Bacterias Gram negativas

Estas Bacterias poseen una pared celular muy delgada, unida mediante lipoproteinas a una
membrana plasmatica que es soluble ante solventes organicos. A continuacion detallaremos
la klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa que son las bacterias
Gram negativas objeto de este estudio *’.

Klebsiella pneumoniae

Pertenece al grupo de la enterobacterias, Klebsiella pneumoniae es uno de los principales
patdgenos aislado en infecciones nosocomiales, es la especie mas estudiada y con mayor
relevancia clinica debido a su resistencia. Este microorganismo presenta una resistencia
natural a la ampicilina y a la carbenicilina, la creciente adquisicion de plasmidos R lo dotan

de una resistencia creciente a las cefalosporinas y a los aminoglucésidos %%,

Klebsiella pneumoniae es asociada a la neumonia, de caracter necrotizante, que afecta por
lo general a pacientes con enfermedades asociadas a las vias respiratorias. Puede existir una
tendencia importante a la formacion de abscesos, cavitacion, empiema y adherencias
pleurales. En los paises poco desarrollados se presenta como neumonia bacteriémica en
pacientes no inmunodeprimidos. Los pacientes con enfermedad pulmonar por Klebsiella

presentan una bronconeumonia o una bronquitis, con frecuencia de origen nosocomial 2.
Escherichia coli

La Escherichia coli forma parte de la flora bacteriana habitual del intestino de distintos
animales, incluidos los humanos. Se puede agrupar en tres cepas segun el huesped:
comensales, prototipos intestinales y patdgenos extraintestinales (tipos B2 y D). El grupo de
patdgenas extraintestinales es el mas importante y causante principal de infecciones
abdominales, urinarias, puede ocasionar meningitis, neumonia, bacteriemias incluso puede
llegar a provocar osteomielitis. E. coli tiene gran relevancia socioecondémica y una alta
generacion de resistencia los antibidticos, ocasionada por su incidencia y el uso inapropiado

de antibidticos 2.
Pseudomonas aeruginosa

Es el principal patogeno de la familia Pseudomonadaceae, es un bacilo Gram negativo que
esta dotado de una gran capacidad de defensa, por la gran cantidad de factores de virulencia,
estructurales, y enzimaticos que posee, lo que explica la gran variedad de infecciones

nosocomiales. La Pseudomonas aeruginosa es capaz de crear mecanismos de resistencia



conocidos como mutaciones, también cabe recalcar la facilidad de la Pseudomonas
aeruginosa sobrevivir en naturaleza, y a nivel hospitalario, permitiéndole ser una de las

principales causas de infecciones nosocomiales 2>
Bacterias Gram Positivas

Presentan una gruesa capa de peptidoglicanos divididos en dos grupos los acidos teicoicos y
los lipoteicoicos, esta gruesa capa brinda una gran resistencia a estas bacterias y es la retiene
el colorante durante la tincion. Detallaremos dos Staphylococcus aureus y Enterococcus
faecalis que son la bacterias Gram positivas objeto de este proyecto de investigacion 8,

.Staphylococcus aureus

Son cocos Gram positivos de 0,5 a 1,5 um de didmetro, que caracteristicamente se agrupan
en parejas y en tétradas, y se dividen en mas de un plano para agruparse en racimos
irregulares. Es un patégeno humano muy importante afecta a pacientes hospitalizados,
inmunodeprimidos y produce distintas patologias, desde un absceso en la piel, una
septicemia mortal y hasta un choque toxico estafilocdcico (SSTS). Puede ser causante de
intoxicacion alimentaria, la cual ocurre en epidemias y es ocasionada por la ingestion de la
enterotoxina B termoestable preformada, producida por una cepa toxigénica de S. aureus

que crece en el alimento %,
Enterococcus faecalis.

Microbiolégicamente, son clasificados como: cocos Gram positivos, anaerobios
facultativos, catalasa negativos. Se los puede encontrar en agua, suelos, alimentos y forman
parte de la microbiota normal del hombre y otros animales, donde permanecen habitualmente
en el tracto digestivo y urogenital. ElI aumento de la incidencia de infecciones
intrahospitalarias por esta bacteria, son una importante causa de morbilidad en areas clinicas
y quirdrgicas de los hospitales, especialmente en pacientes inmunodeprimidos, mencionado

como la tercera causa mas importante de infecciones nosocomiales 2,
Resistencia Antibacteriana

Tipos de resistencia

La resistencia antibi6tica puede ser natural (intrinseca) o adquirida. La resistencia natural es
propia de cada familia, especie o grupo bacteriano. Por ejemplo, todas las bacterias Gram

negativas tienen resistencia a la vancomicina, esta situacion no es variable. Por otro lado la
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resistencia adquirida es variable y se adquiere por una cepa de una especie bacteriana.
Existen cepas de neumococo que generan resistencia a la penicilina, cepas de Escherichia
coli resistentes a la ampicilina, cepas de estafilococos resistentes a la meticilina. Esta
resistencia puede incluso ocasionar fracasos terapéuticos cuando se utiliza un antibiotico

supuestamente activo sobre un germen que ha adquirido resistencia al mismo .
Genética de la resistencia

Las bacterias son microorganismos capaces de adquirir resistencia en funcion de su
variabilidad genética. Estos novedosos mecanismos pueden ser adquiridos por medio de
mutacién o mediante transferencia de material genético entre células bacterianas de especies
relacionadas o diferentes. Estos genes de resistencia pueden estar codificados en el material

genético cromosomico o extracromosoémico (plasmidos) 2.

Técnicas de deteccion de la sensibilidad microbiologica:

El método de difusion con disco (Kirby-Bauer): es una técnica muy utilizada, ademas de ser
econdmica y sencilla, entrega informacion cualitativa de la sensibilidad de un
microorganismo frente un antimicrobiano (sensible o resistente). Consiste en difundir un
antimicrobiano impregnado en un disco de papel estéril, sobre la superficie de una placa de
agar previamente sembrada con el microorganismo a estudiar. Si el microorganismo presenta
sensibilidad al antimicrobiano, ocasiona una inhibicion de su crecimiento alrededor del disco
conocida como “halo de inhibicién” que es visible y medible, de 18 a 20 horas de incubacion.
El diametro del halo de inhibicion si existe sensibilidad o resistencia al antimicrobiano, si

no existe halo de inhibicidn el microorganismo se considera resistente 2’

Epsilometria: este ensayo entrega informacion cuantitativa de la sensibilidad del
microorganismo, determinando la concentracion minima del antimicrobiano que es capaz de
inhibir el crecimiento de un microorganismo determinado. Este método consiste en colocar
una tira, impregnada con concentraciones crecientes del antimicrobiano, la cual se coloca en
la superficie de una placa de agar sembrada previamente con el microorganismo en estudio.
El antimicrobiano se dispersa en el agar produciendo inhibicion del crecimiento bacteriano
alrededor de la tira. La CIM corresponde al punto donde el crecimiento bacteriano alcanza

la tira 2.
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Dilucién: es el método mas utilizado para determinas la CMI Cosiste en disminuir las
concentraciones a partir una solucion madre, realizando diluciones seriadas de un
antimicrobiano en un medio liquido o solido, los cuales se ponen en contacto con una
concentracion estandar del microorganismo en estudio (Figura 4). Luego de incubarlos del8
a 20 horas. Se observa el crecimiento del microorganismo y se establece la CIM, la cual

corresponde a la minima concentracion del antimicrobiano donde no se ve crecimiento del

microorganismo en estudio 2.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA
Tipo de investigacion:

» De campo: Recoleccién de las ramas, hojas y flores de Hedyosmum sp. del bosque
natural Jacarén ubicada en la parroquia Juan de Velazco, Cantdn Colta en la
Provincia de Chimborazo, Ecuador.

» Cuasi experimental: Se realizd por medio de ensayos microbiologicos
determinando, mediante experimentos cientificos, la actividad antibacteriana de los
extractos etandlicos de la especie Hedyosmum sp frente a cepas de interés clinico,
entre estas tres Gram negativas Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa y dos Gram positivas, Stafilococos aureus y Enterococcus
fecalis.

» Descriptiva: Se documento la informacion descrita en la literatura cientifica acerca
de las propiedades bioldgicas atribuidas a esta especie vegetal, para discutir los

resultados encontrados en esta investigacion con los reportados.

Corte Transversal: El proyecto se realizé con los extractos etanolicos de ramas, hojas y
flores de la planta Hedyosmum sp conocida como Tarqui. Recolectadas de un lugar

especifico y en un tiempo determinado durante el periodo octubre 2018- febrero 2019.

Poblacién y Muestra

» Poblacion: Muestras vegetales aéreas (ramas, hojas y flores) de Tarqui (Hedyosmum
ap) recogidas en el bosque de Jacaron, parroquia Juan de Velazco, Canton Colta
Provincia de Chimborazo Ecuador, pertenecientes a una de las especies no
catalogadas del género Hedyosmum y cepas bacterianas Gram positivas y Gram
negativas ATCC.

» Muestra: La muestra representa todo el universo de la Poblacion. La planta
Hedyosmum sp sus extractos etandlicos de hojas tallo y fruto, frente a cepas
bacterianas ATCC Gram positivas de interés clinico como Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis y Gram negativas como Klebsiella

pneumoniae y Escherichia coli.
Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos
Técnicas:

» Observacion.
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Instrumentos
Ficha de observacion, camara fotografica.
Material de Laboratorio:

Cajas mono Petri estériles, micropipetas automaticas de 1000 y 100 pl, puntas desechables,
matraces, tubos de ensayos con tapa de rosca, frascos de boca ancha con tapa, gradillas,
mecheros, matraz, probeta, alcohol, toallas desechables, tubos Eppendorf, medios de cultivo,
solucion salina fisiologica al 0,9%, agua destilada, cinta testigo, hisopos estériles, asa, discos
estériles sin antibi6tico discos con antibidtico amikacina 30ug y ciprofloxacina 5ug para los

controles.
Equipos:

Campana de flujo laminar, incubadora a 37°C, agitador orbital, vortex, balanza analitica,
congelador a -20 ° C, autoclave, ultrasonido, estufa eléctrica.

Material Vegetal:

Fueron utilizadas las partes aéreas (ramas, hojas y flores) de la especie vegetal Hedyosmum
sp, que crecen en el bosque de Jaracon ubicado en la parroquia Juan de Velazco perteneciente
al canton Colta provincia de Chimborazo Ecuador. De estas ramas, hojas y flores se
obtuvieron los extractos etandlicos que fueron utilizados para el ensayo antibacteriano
(Anexol).

Medios de Cultivo:

Para preparar los medios de cultivo en necesario guiarse en las instrucciones detalladas en
el envase. Una vez preparados y disueltos en la estufa eléctrica, es necesario que sean
esterilizados en autoclave a 121°C durante 15 minutos para poder utilizarlos en la réplica de
cepas bacterianas. La composicion de cada uno de los medios empleados vy el detalle de la

preparacion se describen continuacidn segin el orden en que realizamos el experimento.

Infusion cerebro corazdn (BHI) (brain heart infusion): Infusién de cerebro de ternero 200 g,
infusion de corazdn de ternera 250 g, proteina peptona 10 g, glucosa (dextrosa) 2 g, cloruro

sodico 5 g, fosfato disddico 2,50 g.

Tripticasa soja Agar (TSA): tiene un estimado por litro: 15 g digerido enzimatico de caseina,

5 g digerido enzimatico de harina de soja 5 g cloruro de sodio y 15 g de agar.
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El agar Muller-Hinton: utilizado cominmente para realizar la prueba de susceptibilidad a
antibidticos. Contiene: 2.0 g de extracto de carne, 17.5g de hidrolizado de caseina, 1.5 g de
almiddn y 17.0 g de agar *°.

Cepas Bacterianas ATCC:

Las bacterias empleadas en este estudio 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). El ensayo incluy6 las bacterias
Gram negativas Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 y
Klebsiella pneumoniae ATCC700603 y bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus
25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212 (Anexo 4).

Procedimientos
Obtencion de las muestras

Se recolectaron ramas, hojas y flores frescas, en perfecto estado de la planta conocida como
Tarqui (Hedyosmum sp). Por el Ing. Franklin Enrique Cargua Catagfia del bosque natural de

Jacaron en Colta provincia de Chimborazo.

Una vez separadas las hojas de las ramas y sus flores se procedi6 a secar cada uno de los
Organos vegetales antes mencionados por separado, hasta que se encuentren completamente

secas dichas partes vegetales, este proceso se realizo en el techo de la facultad de ingenieria.
Preparacion de las Muestras

Una vez seco cada 6rgano vegetal ramas, hojas y flores libres de humedad fueron trituradas
utilizando un molino analitico que pulverizd cada 6rgano vegetal, posteriormente se
procedio a pesar 200 gr de cada 6rgano y se colocaron en recipientes de vidrio individuales,
secos y estériles, aforados con 500 ml del solvente a reposar durante 72 horas, proceso

conocido como maceracion este proceso se replico tres veces. (Ver Anexol).
Obtencidn de los extractos de ramas hojas y flores

Para la obtencién de los extractos hexanicos y etanolicos se realiz6 por la técnica de
maceracion explicada anteriormente. Antes de obtener los extractos etandlicos primero se

realiz la maceracion de cada una de las partes aéreas por separado con hexano para de esta
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manera obtener los principios activos hidrofobicos y posteriormente se realiz6 con etanol

para obtener los compuestos menos hidrofobicos y mas hidrofilos (Ver Anexo 2) 4,

Para su preparacion fue necesario 200 gr molidos de cada parte vegetal, los cuales estaban
contenidos en frascos de vidrio individuales como se menciond anteriormente, los aforamos
con 500 ml de etanol hasta que se cubrid por completo ramas, hojas y flores por separado.
Posteriormente dejamos reposar durante 72 horas una vez cumplido el tiempo se filtr6 y se
sometio al rotavapor. Utilizando el mismo solvente resultante de la evaporacion rotatoria y
los mismos restos vegetales, repetimos el proceso dos veces mas, una vez filtrada por tercera
vez fue sometida por Gltima vez al rotavapor, para obtener los extractos etanélicos. (Ver
Anexo 1).

Preparacion de la dilucién del stock

Para preparar la dilucion stock los extractos fueron previamente pesados utilizando la
balanza analitica, para obtener un concentrado de 200 000 ppm se pes6 0,2 g o0 200 mg de
cada extracto, disueltos en 1 ml o 1000l de dimetilsulfoxido (DMSO). Asi conseguimos la
solucion madre a 200 000 ppm o pg/ml. Para poder diluir los extractos en el DMSO fue
necesario utilizar el vortex debido a su consistencia viscosa, también fueron sometidos
durante algunos minutos al ultrasonido y otra vez al vortex hasta que se logré

homogenizarlos completamente (Ver Anexo 3).
Preinoculo.

Para preparar los preindculos fueron necesarios dos tipos de medio de cultivo detallados a

continuacion:

Agar Infusion Cerebro corazon (BHI): se utilizé para replicar la cepa de Enterococcus fecalis

29212 que es mas exigente.

Agar Tripticasa soya (TSA): se utilizé para realizar el preindculo a 4 cepas bacterianas:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC700603 y bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus 25923. Luego
fueron incubadas de 18 a 20 horas a 37°C, buscando la fase exponencial o estacionaria de

las cepas bacterianas proceso llamado preindculo (Ver Anexo 4).

In6culo.
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Para la preparacion del inoculo necesitamos las cepas del preindculo, por ello las bacterias
deben encontrarse en su fase exponencial de 18 a 20 horas, como se menciono anteriormente.
Se utilizaron 5 ml de solucidn fisiolégica en tubos de ensayo estériles y con la ayuda de un
asa estéril, un mechero y la campana de flujo laminar procedimos a tomar muestras de
bacterias y a mezclarlas con la solucion fisiologica buscando que tenga la misma
caracteristica del patron de McFarland 0,5 10 ® ufc/ml. La muestra del inoculo en suero
fisioldgico no debe ser mas turbia que el patron y se debe comparar contra la luz, asegurando
que la muestra tenga el mismo contraste con respecto al patron (Ver Anexo 5).

Siembra.

Con ayuda de los indculos esterilizados previamente se realizo la siembra de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC
70060, Staphylococcus aureus 25923 y Enterococcus fecalis ATCC 29212. Se replicaron
las cepas bacterianas en agar Muller-Hinton, utilizado cominmente para realizar la prueba

de susceptibilidad a antibioticos (Ver Anexo 5).
Preparacion de las diluciones a diferentes concentraciones.

A partir de la solucion stock preparada a 200 000 ppm realizamos una dilucién sencilla para
efectuar esta parte del experimento. Se necesitaron 4 tubos Eppendorf estériles para cada
extracto, cada uno en su interior contenia 200ul de DMSO. Colocamos en una gradilla la
solucién madre y a continuacion los tubos con 200l de DMSO respectivamente rotulados,
a continuacion homogenizamos la solucion madre con ayuda de un vortex, y con una pipeta
de 1000l y puntas azules pipeteamos 200l de solucion madre al siguiente tubo Eppendorf,
realizando diluciones seriadas hasta el Gltimo tubo que deberia contener 400 ul de extracto
diluido en DMSO, dando como resultado 5 tubos Eppendorf a diferentes concentraciones
desde 200 000ppm de la solucién Stock, van reduciéndose las concentraciones
respectivamente 100 000, 50 000, 25 000, 12 500 ppm en cada tubo Eppendorf rotulado

colocado en orden en la gradilla (Ver Anexo 3).
Método KIRBY - BAUER

Este método consiste depositar discos de diferentes antibioticos y a diferentes
concentraciones, en la superficie de una placa de Petri que contiene agar Miller Hinton

previamente inoculado con el microorganismo a estudiar y tras un periodo de incubacion (24
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horas) y a 37°C, se observa la zona o halo de inhibicion que aparece redondeando al disco
de antibidtico?®.

El medio de cultivo méas frecuentemente es el Mieller - Hinton, que permite el crecimiento
de casi todas las bacterias. EI medio de cultivo debe tener un grosor entre 4y 6 mm y un pH

entre 7'2 'y 7'4. El reporte se realiza midiendo el radio del halo y se expresa en milimetros®.

Para llevar a cabo este ensayo fueron necesarios 5 discos por cada una de las placas de Petri
cada uno de los discos fue impregnado con 15 pl de extracto etandlicos de flor, ramas y
hojas a las distintas concentraciones estudiadas: 200 000, 100 000, 50 000, 25 000, 12 250,
respectivamente distribuidas en orden en cada una de las placas (Ver Anexo 6).

El estudio se realizd frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli
ATCC 25922 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Staphylococcus aureus ATCC 25923
y Enterococcus fecalis ATCC 29212.

Para realizar los controles se utilizaron 5 cajas Petri con las distintas cepas antes
mencionadas, se colocaron dos discos por caja, un disco de Amikacina a 30ug para el control
positivo de Gram negativos y Ciprofloxacina a 5ug para el control positivo de las Gram

positivas.

18



CAPITULO 11l RESULTADOS Y DISCUSIONES
Identificacion de especie a Hedyosmum sp (Tarqui).

La Hedyosmum sp conocida vulgarmente como Tarqui, pertenece a una de las especies no
catalogadas de la familia Chloranthaceae, del género Hedyosmum nombre referido a uno
de los 4 géneros de esta familia (Ascarina, Chloranthus, Hedyosimun y Sarcandra).

Rendimiento de los extractos etandlicos de ramas hojas y flores de Hedyosmum sp

Partiendo de 200 g de ramas secas de Hedyosmum sp, utilizando la técnica de maceracion y
recuperado el solvente mediante la técnica de evaporacion rotatoria con en el equipo
conocido como rotavapor se extrajo 2,5571gr de extracto etandlico de rama obteniéndose un
rendimiento de 1,27 %.

Partiendo de 200 g de hojas secas de Hedyosmum sp, utilizando la técnica de maceracion y
recuperado el solvente mediante la técnica de evaporacion rotatoria con en el equipo
conocido como rotavapor se extrajo 3,144 gr de extracto etandlico de hojas obteniéndose un

rendimiento de 1,57 %.

Partiendo de 200 g de flores secas de Hedyosmum sp, utilizando la técnica de maceracion y
recuperado el solvente mediante la técnica de evaporacion rotatoria con en el equipo
conocido como rotavapor se extrajo 0,4884 gr de extracto etanolico de flor obteniéndose un
rendimiento de 0,24 %. EIl rendimiento en porcentaje de las flores fue mucho menor por lo

gue se necesita mas muestras vegetales para obtener mayor cantidad de extracto.

Concentracion minima inhibitoria (CMI), mediante la técnica de Kirby Bauer de los

extractos etanoélicos de Hedyosmum sp, frente a cepas Bacterianas ATCC.

La actividad antimicrobiana de los extractos de ramas, hojas y flores de Tarqui (Hedyosmum
sp), se evalud frente a cinco cepas bacterias ATCC, facilitadas por el area de investigacion
de la Universidad Nacional de Chimborazo. Mediante el método de Kirby Bauer, aplicando
diluciones seriadas a los extractos, que son difundidos en discos estériles de 0,5mm y
distribuidas en cajas de agar Muller Hinton inoculadas con las cepas bacterianas, incubadas
de 18 a 20 horas para valorar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de cada una de las

bacterias.

Los resultados presentaron actividad frente E. coli ATCC 25922, observando una CMI a una

concentracion de 25 000 ppm en ramas y 50 000 ppm en extractos de flores y hojas, para P.
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aeruginosa ATCC 27853, una CMI a los 50 000 ppm en rama y 25 000 en hojas y flores, S.
aureus la CMI en ramas, hojas y flores fue de 50 000 ppm. Las otras dos cepas bacterianas
K. pneumoniae ATCC 700603 y E. fecalis no presentaron ninguna actividad, las cepas
bacterias crecieron sin generar ningun halo de inhibicion, por este motivo estas dos bacterias

no se tabularon en los resultados.

Tabla 1 Diametros de los halos de inhibicion y CMI de Escherichia coli, expuesta a los
extractos etandlicos de ramas, hojas y flores de Hedyosmum sp.

Extractos Halos de inhibicién en (mm). Control | Control | CMI
Cepas ATCC o) + -
etandlicos | 200 0o0ppm | 100 000ppm | 50 000ppm | 25 000ppm | 12 500ppm ppm
30 0 12 500
Ramas 18 15 12 10 8
Escherichia 30 0 25 000
coli 25922 Hojas 15 13 10 8 SA
30 0 12 500
Flores 15 13 11 9 7

Control + amikacina a 30ug, (SA) Sin actividad y las concentraciones en partes por millén (ppm).

En la tabla 1 se observa que a mayor concentracion 200 000 ppm, aumenta el didmetro de
los halos de los halos de inhibicion y se presentan con un mayor diametro, van decreciendo
respectivamente mientras bajamos la concentracion del extracto mediante diluciones

seriadas, hasta llegar a 12 500 ppm expresadas en cinco diluciones.

La actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de ramas, hojas y flores de Tarqui,
fueron evaluados frente a E coli. En la Tabla 1 se evidencia que los extractos etanolicos de
rama mostraron una CMI a las 12 500 ppm y el mayor halo de inhibicion a la concentracion
mas alta 200 000 ppm en los extractos etandlicos de hojas mostraron una CMI a las 25 000
ppm y el mayor halo de inhibicidn, a una concentracién de 200 000 ppm vy las flores
expresaron una CMI a las 12 500 ppmy el mayor halo de inhibicion de igual forma se pudo

observar a la mayor concentracion.

El resultado de los extractos etandlicos de ramas, hojas y flores de la planta conocida como
Tarqui (Hedyosmum sp), nos muestran una buena actividad frente a la cepa Escherichia coli
25922, observando halos de inhibicion de 18mm en ramas, 15mm en hojas y 15mm en
flores (Ver Anexo 7).

Ademas se ha demostrado que este género vegetal no solo presentan actividad antibacteriana,
también algunas plantas de este género muestran actividad frente a células neoplasicas.
Mediante un estudio realizado por Nelson Sutherland y Deyfa Ivy, publicado en el 2014 los
extractos de acetato de metanol de las especies vegetales Hedyosmum purpurascens,

Hedyosmum racemosum y Hedyosmum scabrum mostraron un favorable resultado de
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inhibicidn ante células tumorales, cancerigenas de colon, mama y prostata demostrando el

gran potencial que tiene este género vegetal para el desarrollo de farmacos 3132,

Tabla 2 Diametros de los halos de inhibicién y CMI de Pseudomonas aeruginosa,

expuesta a los extractos etandlicos de ramas, hojas y flores de Hedyosmum sp.

Extractos Halos de inhibicién en (mm) Control | Control | CMI
Cepas ATCC L. + i
etanélicos | 200 0ooppm | 100 000ppm | 50 000ppm | 25 000ppm | 12 500ppm Ppm
37 0 25 000
Pseudomona | Ramas 14 12 10 8 SA
. 37 0 12 500
Aeruginosa Hojas 18 16 13 10 8
27873
37 0 12 500
Flores 17 14 12 10 8

Control + Amikacina a 30ug, (SA) Sin actividad y las concentraciones en partes por millon (ppm).

Frente a P aeruginosa. En la Tabla 2 se evidencia que los extractos etandlicos de rama
mostraron una CMI a las 25 000 ppm y el mayor halo de inhibicion a una concentracion de
200 000 ppm en Los extractos etandlicos de hojas mostraron una CMI a las 12 500 ppm y
el mayor halo de inhibicidn a una concentracion de 200 000 ppmy las flores expresaron una
CMI a las 12 500 ppm y el mayor halo a los 200 000ppm. El resultado de los extractos
etanolicos de ramas, hojas y flores de la planta conocida como Tarqui (Hedyosmum sp) nos
muestran una prometedora actividad frente a la cepa Pseudomona aeruginosa 25922,
observando halos de inhibicion de 14mm en ramas, 18mm en hojas y 17mm en flores (Ver

Anexo 7).

En un estudio realizado a los extractos etandlicos de hojas de la especie vegetal Hedyosmum
scabrum, nos muestra la inhibicion completa del crecimiento de Pseudomona Aeruginosa,
inoculada en agar Mueller-Hinton expuesta de extractos etandlicos de hoja a una
concentracion de (40 mg/ml) confirmando nuestros resultados y las propiedades antibidticas

del género vegetal (Hedyosmum), frente a esta cepa bacteriana Gram negativa 3.

Tabla 3 Diametros de los halos de inhibicion y CMI de Staphylococcus aureus, expuesta

a los extractos etandlicos de ramas, hojas y flores de Hedyosmum sp.

Extractos Halos de inhibicién en (mm). Control | Control | CMI
Cepas ATCC L.
Etandlicos | 200 000ppm | 100 000ppm 50 000ppm | 25 000ppm | 12 500ppm + - Ppm
Ramas 16 12 8 SA SA 28 0 50 000
Staphylococcus
Aureus 25923 Hojas 18 14 9 SA SA 2 0 | 50000
Flores 14 10 9 SA SA 28 0 | 50000

Control + Ciprofloxacina a 5ug, (SA) Sin actividad y las concentraciones en partes por millén (ppm).

De similar forma que en las Gram negativas los halos de inhibicién son mas grandes de
acorde con la concentracién es mas alta del extracto y va disminuyendo su diametro
mientras disminuye la concentracion.
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La actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de ramas, hojas y flores de la planta
Hedyosmum fueron evaluados frente a S. aureus. En la Tabla 3 se evidencia que los extractos
etandlicos de rama mostraron una CMI a las 50 000 ppm y el mayor halo de inhibicion a
una concentracion de 200 000 ppm en los extractos etandlicos de hojas mostraron una CMI
a las 50 000 ppm y el mayor halo de inhibicién a una concentracion de 200 000 ppm en las
flores expresaron una CMI a las 50 000 ppm y evidenciandose el mayor halo de inhibicion

a la mayor concentracion 200 000 ppm.

El resultado de los extractos etan6licos de ramas, hojas y flores de la planta conocida como
Tarqui (Hedyosmum sp), otorgan una prometedora actividad frente a la cepa S. aureus
25923, observando halos de inhibicién de 16mm en extractos etandlicos de ramas, 18mm

en extractos etandlicos de hojas y 14mm en extractos etanolicos de flores (Ver Anexo 7).

En un articulo realizado por Silvia Hipatia Torres Rodriguez, y col., publicado en el 2016 ,
expresa que el extracto etanolico de hojas maduras, semimaduras y tiernas de la especie
vegetal Hedyosmum scabrum muestra inhibicion del crecimiento de S. aureus, también
mostraron actividad frente a Bacillus subtilis, otra bacteria Gram positivas evidenciando
ausencia completa del crecimiento bacteriano en las placas de agar pero a una concentracion
de (40 mg/ml) de extracto etandlico mayor a la utilizada en nuestro ensayo demostrando que
las plantas de este género vegetal presentan gran actividad antibacteriana sobre algunas

cepas Gram positivas 2.
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CONCLUSIONES.

Se concluye que la Hedyosmum sp conocida en el Ecuador como Tarqui, pertenece a una de
las especies no catalogadas de la familia Chloranthaceae, del género Hedyosmum nombre
referido a uno de los 4 géneros de esta familia, se utiliza en la medicina tradicional del
Ecuador para aliviar infecciones de tipo respiratorio y diarreico, infecciones con un alto
indice de morbilidad en relacion a la poblacién ecuatoriana. Se ha documentado que otras
especies de este género vegetal, son utilizadas en otros paises de América del Sur para tratar
problemas como dolor abdominal, también se puede utilizar como diurético, diaforético,
afrodisiaco y antiséptico también para tratar neuralgias, reumatismo, calambres estomacales

asi como también infecciones respiratorias agudas e infecciones diarreicas.

Se obtuvo extractos etandlicos de los 6rganos aereos Hedyosmum sp se recolect6 2,5571 gr
de extracto y se obtuvo un rendimiento de 1,27 % para las ramas, se extrajo 3,144 gr de
extracto etanolico de hojas obteniéndose un rendimiento de 1,57 %, en el caso de las flores
el rendimiento fue mucho mas bajo que en rama y hojas, obteniendo 0,4884 gr de extracto

etanolico de flor y un rendimiento de 0,24 %.

Segun este estudio entre las principales bacterias de interés estan detalladas en dos grupos,
las bacterias Gram negativas: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli
ATCC 25922 y Kilebsiella pneumoniae ATCC700603 y bacterias Gram positivas:

Staphylococcus aureus 25923 y Enterococcus faecalis 29212.

Segun los ensayos microbiologicos realizados, la actividad antibacteriana de los extractos
etanolicos de los 6rganos aereos Hedyosmum sp (ramas , Hojas y flores), frente a las cepas
de interés clinico fue evaluada mediante la método de Kirby Bauer, que permitié evidenciar
la actividad antibacteriana, los extractos etandlicos de rama mostraron una CMI a las 12 500
ppm para la cepa de E coli , 25 000ppm en P. aeruginosa y 50 000ppm S. aureus 25923,
contra los extractos etandlicos de hoja mostraron una CMI a las 25 000ppm, para la cepa de
E coli, 12 500ppm en P. aeruginosa Yy 50 000ppm S. aureus y para los extractos etandlicos
de flor la CMI fue de a las 12.500ppm, para la cepa de E coli, 12 500ppm en P. aeruginosa
y 50 000ppm S. aureus, observando buena actividad antibacteriana en las concentraciones
mas altas de los extractos y decrecen respectivamente segin disminuye su concentracion.

Klebsiella pneumoniae y Enterococcus fecalis no presentaron ninguna actividad.
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RECOMENDACIONES

7
L X4

Se recomienda trabajar con suma precaucion y mantener la normas de bioseguridad
requeridas para trabajar en un laboratorio de microbiologia para evitar cualquier
tipo de contaminacion que pueda ocasionar falsos positivos o0 contaminaciones de
cualquier tipo en las placas Petri siempre en condiciones estériles con suma
precaucion ya que se esta tratando con cepas bacterianas directamente.

Se recomienda, realizar los ensayos por duplicado para la confirmar los resultados
y asegurar el correcto reporte de los mismos.

Se recomienda seguir realizando nuevas investigaciones con extractos vegetales de
plantas usadas en la medicina ancestral del Ecuador ya que se evidenciaron muy
buenos resultados con los extractos etandlicos de tarqui (Hedyosmum sp), de igual
forma se recomienda realizar mas ensayos microbioldgicos con otras cepas de interés

clinico.
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ANEXOS

Anexol. Muestras vegetales aéreas de Hedyosmum sp, ramas, hojas y flores expuestas

a etanol.

Imagen 1 Ramas, hojas y flores de Tarqui. Imagen 2 Ramas hojas y Flores Trituradas y
aforadas con etanol.

Anexo 2 Evaporacion rotatoria y extractos etanélicos.

Imagen 4 Rotaevaporador Utilizado para Imagen 3 Extractos etandlicos puros de hojas,
obtener los extractos, Facultad de Ingenieria. ramas y flores.
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Anexo 3 preparaciones de la solucion STOCK Y diluciones seriadas.

Imagen 6 Peso del extracto etandlico hoja.

Imagen 8 Solucion Stock a 200 000ppm de
ramas, hojas y flores.

Imagen 7 Diluciones seriadas de los extractos
etandlicos.
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Anexo 4 Cepas Bacterianas y preparacion del preinoculo.

Imagen 9 Cepas bacterianas ATCC. Imagen 10 Siembra

Imagen 11 Preindculo de cepas ATCC incubado 18 horas.

de las cepas en agar TSA.
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Anexo 5 preparacion del inoculo y siembra

Imagen 12 Con una asa estéril tomar colonias del Imagen 13 Diluir las colonias en 5ml de DMSO.
preindculo.

Imagen 14 El inoculo se compara con el patrén Mc Imagen 15 Inoculacién en agar Muller Hinton.
Farland.
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Anexo 6 métodos de Kirby Bauer distribuciones de los discos difundidos con extracto
a diferentes concentraciones.

‘W )

A.\

\ : vy

%
A%/

Imagen 16 Distribucién de los discos con extractos a Imagen 17 Discos estériles con extracto de ramas.
diferentes concentraciones.

Imagen 18 Discos estériles con extracto de hojas. Imagen 19 Discos estériles con extracto de flor.
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Anexo 7 Halos de inhibicion en las tres cepas con actividad.

Imagen 20 halos de inhibicion Imagen 21 halos de inhibicién Imagen 22 halos de inhibiciéon

Staphylococcus aureus extractos Staphylococcus aureus extractos Staphylococcus aureus extractos
etandlicos de ramas. etandlicos de ramas. etandlicos de flor.

Imagen 24 halos de inhibiciéon de ramas flores y hojas frente Pseudomona aeruginosa.
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Anexo 8 controles

Imagen 25 Amikacina a 30pg. Imagen 26 Amikacina a 30pg. Imagen 27Amikacina 5pg.

Sk L
Imagen 29 Ciprofloxacina a 5ug.

Imagen 28 Ciprofloxacina a 5ug.
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